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Resum

Degut a la importancia de les emulsions en la industria alimentaria, de cada vegada més
s’estan investigant diferents maneres de produir-les, tant sigui amb noves matéries primes
com amb diferents processos. Aquest treball es centra en I'estabilitat de I'oli en emulsions de
doble capa formades a partir de residus de taronges provinents de la industria alimentaria com
a font de pectines ja que, al no estar purificades com les pectines comercials, poden contenir
composts antioxidants que aportin una proteccio afegida per a evitar 'oxidacioé de l'oli. Les
emulsions varen ser homogeneitzades en un bany d'ultrasons durant 5min amb una poténcia
de 50+4 WI/L.

Al desconéixer les conseqiiéncies que tenen els efectes de cavitacid sobre I'estabilitat
oxidativa de les emulsions, s’ha avaluat I'aplicacié d’aquest procés sobre emulsions de doble
capa elaborades a partir de proteines de soja i subproductes de taronja i s’han comparat amb
emulsions elaborades amb pectines comercials. D’aquestes emulsions es va avaluar com
afectaven els ultrasons a partir de la mesura del contingut d’acids grassos, de diens i de
polifenols i la capacitat antioxidant mitjancant els métodes de CUPRAC, FRAP i ABTS. Els
resultats obtinguts senyalen que la utilitzacié de pectines provinents del subproducte de
taronja no afecta a les concentracions d’acids grassos ni de diens, perd si altera la
concentracié d’antioxidants i de polifenols, les quals eren superiors que en les emulsions de
pectina comercial. Les emulsions a les quals se€’ls hi va aplicar ultrasons no varen presentar
diferencies significatives en cap parametre enfront a les emulsions que no se’ls hi aplica el
procés a excepcido del métode ABTS, on s’observa un major poder antioxidant després

d’'aplicar el procés.

Resumen

Debido a la importancia de las emulsiones en la industria alimentaria, cada vez mas se estan
investigando diferentes maneras de producirlas, tanto con nuevas materias primas como con
diferentes procesos. Este trabajo se centra en la estabilidad del aceite en emulsiones de doble
capa formadas a partir de residuos de naranja provenientes de la industria alimentaria como
fuente de pectinas ya que, al no estar purificadas como las pectinas comerciales, pueden
contener compuestos antioxidantes que aporten una proteccién afiadida para evitar la
oxidacion del aceite. Las emulsiones fueron y homogeneizadas en un bafo de ultrasonidos

durante 5 min con una potencia de 50+4 W/L.



Al desconocer las consecuencias que tienen los efectos de cavitacion sobre la estabilidad
oxidativa de las emulsiones, se ha evaluado la aplicacion de este proceso sobre emulsiones
de doble capa elaboradas a partir de proteinas de soja y subproducto de naranja y se han
comparado con emulsiones elaboradas con pectinas comerciales. De estas emulsiones se
evalu6 como afectaban los ultrasonidos a partir de la medida del contenido en acidos grasos,
de dienos y de polifenoles y la capacidad antioxidante mediante los métodos de CUPRAC,
FRAP y ABTS. Los resultados obtenidos sefialan que la utilizacién de pectinas provenientes
del subproducto de naranja no afecta a las concentraciones de acidos grasos ni de dienos,
pero si altera la concentracion de antioxidantes y de polifenoles, las cuales eran superiores
que en las emulsiones de pectina comercial. Las emulsiones a las cuales se les aplico
ultrasonidos no presentaron diferencias significativas en ningun parametro frente a las
emulsiones que no se les aplico el proceso a excepcion del método ABTS, donde se observo

un aumento del poder antioxidante después de aplicar el proceso.

Abstract

Due to the importance of emulsions in the food industry, different ways of producing them are
being investigated more than before, both with new raw materials and with different processes.
This work focuses on the stability of oil in double-layer emulsions formed from orange waste
from the food industry as a source of pectins since, as they are not purified as commercial
pectins, they may contain antioxidants compounds that provide extra protection to prevent oil
oxidation. The emulsions were homogenized in an ultrasonic bath for 5 minutes with a power
of 50+4 W/L

By not knowing the consequences that cavitation effects have on the oxidative stability of
emulsions, the application of this process to double-layer emulsions made from soy proteins
and orange by-products has been evaluated and compared to emulsions made with
commercial pectin. The effect of ultrasound on these emulsions was evaluated by measuring
the content of fatty acids, dienes and polyphenols and the antioxidant capacity using the
CUPRAC, FRAP and ABTS methods. The results obtained indicate that the use of pectin from
the orange by-product does not affect the concentrations of fatty acids or dienes, but it does
alter the concentration of antioxidants and polyphenols, which were higher than in commercial
pectin emulsions. The emulsions to which ultrasound was applied did not present significant
differences in any parameter compared to the emulsions in which the process was not applied,
except for the ABTS method, where a greater antioxidizing power was observed after applying

the ultrasounds.
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1. Introduccio

1.1 Emulsions en el sector alimentari

Una emulsio es defineix com una barreja de dos liquids immiscibles dins la qual un dels liquids
estd en forma de petites gotes esfériques dins de laltre. En la industria alimentaria
generalment s'utilitza aigua i algun tipus d’oli per a la formacié d’emulsions degut a la seva
innocuitat. Aquestes es poden classificar depenent de la proporcié de cada liquid. Un sistema
que consisteix en gotes disperses d’oli dins aigua es coneix com una emulsié O/W (oil in
water), per exemple, la llet, sopa o salses, mentre que si el sistema es composa de gotes
d’aigua dins oli es coneix com una emulsié W/O (water in oil), per exemple, la margarina o la
mantega. Per a ser consistents, es referira al liquid en forma de gotes disperses com a la fase
dispersa, discontinua o interna i al liquid que l'envolta, com a fase externa o continua
(McClements & Jafari, 2018).

En les Industries Alimentaries €s molt important coneixer la ciéncia darrera les emulsions per
a diversos motius. Per una banda, molts aliments naturals i processats consisteixen
parcialment o totalment en emulsions o han estat emulsionats en algun moment durant la seva
produccié. Per altra banda, es va incrementant I'Us de les emulsions com a sistemes col-loidals
per a encapsular, protegir i alliberar agents funcionals com sabors, colors, micronutrients o
nutracéutics amb la finalitat de millorar-ne la seva manipulacié, l'estabilitat o I'eficacia
(McClements, 2016; Velikov & Pelan, 2008).

1.1.1 Estabilitat de les emulsions

El terme “estabilitat” de 'emulsié s’utilitza per a descriure la capacitat d’'una emulsié a resistir
els canvis de les seves propietats amb el temps (McClements, 2016). En el procés
d’emulsificacié, I'area entre la fase continua i la fase dispersa augmenta considerablement
junt amb I'energia lliure de la interfase. Seguint el principi termodinamic on tots els sistemes
evolucionen cap a I'estat minim d’energia, les emulsions tendeixen rapidament a separar-se
de fases per minimitzar aquesta area de contacte interficial i, en consequéncia, minimitzar

'energia lliure. Aquesta inestabilitat es pot donar per diversos mecanismes.

Creaming/Sedimentacio: ambdds processos ocorren a causa de la gravetat. El creaming es
el procés en el qual les gotes de la fase discontinua ascendeixen degut a una menor densitat
mentre que en la sedimentacié és el procés en el qual les gotes descendeixen a causa d’'una

major densitat (Loi et al., 2019).



Floculacié: la floculacid és el procés en el qual dues o0 més gotes s’associen en un grup o
agregat on cada gota manté les seves dimensions inicials perd es mantenen juntes degut a

interaccions electrostatiques (Dickinson, 2019).

Coalescéncia: la coalescéncia és el procés en el qual dues o més gotes de la fase discontinua
s’agrupen i s’uneixen formant una gota de major mida per tal de disminuir la seva tensio
superficial (McClements & Gumus, 2016).

Maduracié de Ostwald: la maduracié de Ostwald és la continuacié de la coalescencia, les
gotes de major grandaria absorbeixen les gotes més petites i augmenten més les seves

dimensions (McClements & Gumus, 2016).

Separacio de fases: al igual que la maduracio de Ostwald, la separacié de fases és un procés
que es forma a continuacio del creaming o de la sedimentacio. En la separacio de fases, com
per exemple en una emulsié O/W, totes les gotes d’oli, al tenir menor densitat que l'aigua,
ascendeixen fins a formar una fase totalment separada de l'aigua, que conforma l'altre fase
(McClements & Gumus, 2016).

1.1.2 Agents emulsionants

Amb la finalitat d’obtenir productes comercials amb una vida Gtil més longeva, és necessari la
incorporacié de substancies estabilitzants de la interfase. Aquestes substancies poden ser
emulsionants, agents espessidors, gelificants o inhibidors de maduracié. En concret, els
emulsionants que s’utilitzen més per a emulsions O/W es tracten de tensioactius sintétics o
emulsionants d’origen animal, com la proteina de I'ou o de la llet. Els tensioactius sén
molécules amfipatiques que tendeixen a adsorbir-se a la interfase entre l'oli i l'aigua i

disminueix la tensié superficial de la fase discontinua (Li et al., 2021).

En la Industria Alimentaria generalment s’utilitzen proteines i polisacarids com a emulsionants
per a aconseguir una consisténcia densa i sedosa per a que els aliments siguin més
agradables per als consumidors. Degut a I'alta demanda de la societat actual per a productes
“naturals” o vegans, s’han cercat optatives als tensioactius sintétics com polisacarids o
fosfolipids i, a més, enlloc de proteines provinents d’origen animal es cerca I'extraccié de

proteines d’origen vegetal provinents del cigré o de la soja (Zhong et al., 2021)

L’aillat de la proteina de soja prové d’'una planta d’alta qualitat i factible econdomicament.

Gracies a les seves caracteristiques amfifiliques s’adsorbeix a la interficie (ll-lustracié 1)



actuant com a tensioactiu. Depenent de les condicions del processat, com ara el pH, les
proteines poden formar agregats i precipitar. A més, les proteines es combinen amb
estabilitzadors com els polisacarids per a millorar el rendiment, mentre que I'emulsié resultant
augmenta la seva viscositat i, alhora, disminueix la tensié superficial de la fase discontinua.
Les pectines son polisacarids que a causa de la seva amplia disponibilitat i a cost molt
econdmic, s’han convertit en un dels additius més utilitzats en la industria alimentaria per a
gelificar o per a I'engrossiment. A més, al ser un polisacarid anionic natural, interaccionara
amb la proteina mitjangant forces electrostatiques i evita l'agregacié de les gotes
(Neckebroeck et al., 2021).

Formacié Estabilitzacié

.« 2 . 2

emulsié de 'emulsié

\
s

Il-lustracié 1 Formacio i estabilitzacié d’emulsions(McClements & Gumus, 2016).

1.1.3 Ultraso per a homogeneitzar les emulsions

Es molt important que les dues fases es barregin correctament per aconseguir que la fase
dispersa es trobi en forma de gotes fines dins la fase continua. Per aix0, processos que
permetin la correcta homogeneitzacié de I'emulsio son estudiats per a observar I'impacte que
produeix sobre [I'estabilitat de 'emulsié. En aquests processos s’inclouen técniques com
augmentar la pressio, augmentar la velocitat d’homogeneitzacio o I'aplicacié d’ultrasons (Guo
et al., 2014; Pinnamaneni et al., 2003).

Centrant-se amb els ultrasons, aquests son ones de freqléncia superiors a la que les
persones poden percebre. Les ones poden classificar-se entre ultrasons de senyal o ultrasons
de poténcia segons la seva intensitat i frequéncia. Les ones que s’emeten amb una freqiéncia
de entre 500kHz fins a 10MHz correspondran les ones ultrasdniques de senyal. Les ones amb
una frequéncia compresa entre 20kHz i 100kHz corresponen a les ones ultrasdniques de
poténcia. Com a técnica de processament no térmica (les técniques térmiques provoquen la
degradacio de la proteina), l'ultrasd ha estat reconegut com una técnica segura, no toxica,

respectuosa amb el medi ambient i de baix consum energétic (Wang et al., 2022). A més,



segons els estudis de Khatkar et al. (2018) es sap que I'aplicacié d’ultrasons no té efectes
perjudicials sobre la qualitat de les proteines utilitzades com emulsionants. Altres estudis
suggereixen que els ultrasons es poden utilitzar per accelerar diverses reaccions quimiques,
augmentar la velocitat de difusio de les proteines o dispersar agregats de proteines de la fase
discontinua (Alavi et al., 2021; Zou et al., 2020). Wang et al. (2022) atribueixen a I'efecte de
cavitacio produida pels ultrasons el responsable de la millora en 'emulsificacié. La cavitacio
és un fenomen que consisteix en la generacido de microbombolles dins I'emulsié que van
creixent de mida fins explotar provocant que, en consequéncia, es generin pressions elevades
i temperatures elevades a llocs puntuals de 'emulsié afectant a les gotes de fase discontinua
fent que, aquestes, redueixin les seves dimensions, s’exposin millor els grups hidrofdbics de
les proteines a la seva superficie i que es rompin agregats de les gotes repartint-se millor dins

la fase continua.

W Protdms S ] 2 -l B e
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II"lustracié 2.Homogeneitzacié d’una emulsié O/W mitjangant ultraso.(Wang et al., 2022)

1.2 Oxidacio de lipids

El procés d’oxidacio de lipids és la segona causa de deteriorament dels aliments, després de
I'accié dels microorganismes. Tenen com a consequeéncia I'alteracié dels aromes i del gust
(enranciment), en la textura, en el color, en la pérdua de determinats nutrients i la formacié de

substancies nocives (Dominguez et al., 2019)..

Els acids grassos insaturats i 'oxigen poden reaccionar i ocorrer 'anomenat procés d’oxidacié
dels lipids. Els lipids es poden oxidar de tres maneres principals: autooxidacié, oxidacio i
fotooxidacio catalitzada per enzims. D’entre els tres mecanismes, 'autooxidacié, que és una
reaccio en cadena de radicals lliures continua (ll-lustracié 3), és el procés més important.
Durant la fase d’iniciacio, I'hidrogen s’abstreu d’'un acid gras insaturat formant un radical. El
radical alquil , tendeix a estabilitzar-se mitjangant un reordenament de dobles enllagos a un
sistema de diens conjugats. Conéixer el contingut en diens de I'emulsié ens permet detectar

una possible oxidacio dels acids grassos (Dominguez et al., 2019).



ROO" + R;H —— ROOH +R;'
R,"+ 0, -— R;00'
R;00° + R,H —— R;00H +R,"
R,"+ 0, — R,00°

R:DD. + R_}H —_—— R:DDH + RS.

Il-lustracié 3. Reaccions en cadena de radicals amb I'oxigen donant lloc a hidroperoxids (Miguel Calvo, 2016).

1.3 Subproductes de la industria alimentaria

Els residus generats en la industria alimentaria constitueixen un problema serio a gran part de
la poblacié (La Unié Europea va publicar que aproximadament 90 milions de tones de restes
de menjar sén produides cada any per la Industria Alimentaria de les quals 7,7 es produeixen
en Espanya (MAGRAMA, 2014)). Degut a que la societat actual esta construida sobre un
cercle en el qual un producte es produeix, es consumeix i després, es rebutja, provoca que
s’estiguin exprimint al limit els recursos naturals i, a més, amb el creixement demografic actual,
no esta sent suficient per abastir a tota la poblacié. Per aix0, la industria alimentaria esta
invertint recursos en aconseguir un desenvolupament sostenible de les cadenes de produccio;
de cada vegada més s’estan aplicant moltes mesures per a aprofitar i valoritzar els residus
generats de tal manera que se’n puguin extreure un valor comercial i passin a ser

subproductes (Fernandez Ginés., et al., 2008).

Dins la industria alimentaria, les fruites i els vegetals es caracteritzen per ser les cadenes de
producci6 que majors substancies de rebuig produeixen. Dins d’aquest grup, els
subproductes dels citrics es poden utilitzar, per exemple, per a extreure diferents biocomposts
com pectines, aromes, acids organics, etc. La polpa es pot utilitzar per a millorar 'aroma de
sucs reconstruits, la pell com ingredients de pinso animal o per a I'extraccié de flavonoides

per a la industria farmaceéutica. (Fernandez Ginés, J.M., et al., 2008)

1.3.1 Subproductes de la taronja
La taronja és la fruita major produida en tot el mén. Segons Abigail Orus (2021) es produiren
49,4 milions de tones només a I'any 2020 en tot el moén. De tota aquesta matéria prima, només

el 50% dels citrics es processa per a I'obtencié de sucs, mentre que l'altre 50% correspon al

10



residu (polpa, pellillavors). En conseqliéncia d’aquest alt cabal de residus, s’han anat cercant

alternatives per al seu aprofitament.

Una alternativa dins la industria alimentaria és la seva utilitzacié com a additius gracies a que,
com es demostra en els estudis (Subproductos De La Naranja Y Su Aplicacion En La &
Serrano Garcia, 2021) els residus de les taronges presenten composts bioactius com la
vitamina C, carotens, fibres, flavonoides, acids organics i olis essencials i, per tant, poden
presentar un alt valor comercial. A més, gracies a les seves propietats nutricionals poden ser
utilitzats com a additius alimentaris en forma d’estabilitzants, antioxidants, emulsionants i

colorants.

D’entre aquests composts, cal destacar la preséncia de pectines dins els residus de taronja.
Les pectines sén polisacarids que s’utilitzen com a estabilitzants naturals d’emulsions. A més,
també cal destacar la preséncia de composts antioxidants utils per a la prevencié de I'oxidacio
de lipids (Dalmau et al., 2020).

2. Objectius

L’objectiu general d’aquest treball consisteix en avaluar I'efecte que produeix l'aplicacié
d’ultrasons sobre una emulsié O/W utilitzant com a emulsionants proteines de soja i pectines
extretes a partir de residus de taronja. Més en concret, s’avalua si les altes temperatures en
puts concrets degudes a I'efecte de cavitacid puguin afectar a I'estabilitat oxidativa de I'oli i
provocar-ne la seva degradacio. Com a referéncia, també s'utilitza el mateix procediment
sobre una emulsié utilitzant una pectina comercial pura. Per a I'avaluacié corresponent, s’han
elegit com a punts claus, I'estudi de la quantitat de polifenols, la capacitat antioxidant i el

contingut en acids grassos i diens de I'emulsio.

3. Materials i metodes

3.1 Materia prima

Per a la preparacio de les emulsions, s’ha utilitzar un aillat de proteina de soja (Manufacturas
Ceylan, S.L) amb un percentatge del 90% en contingut de proteines com a emulsionant. Com
a estabilitzant, s’ha utilitzat pectina pura comercial (Sigma Aldrich) amb un contingut al 74%
d’acid galacturonic i el subproducte de taronja obtingut a partir del treball de Llull (2021) en el
qual una vegada es va extreure tot el suc de les taronges, la pell sobrant es va tallar en quatre
parts i es va sotmetre a un procés d’escaldat amb vapor d’aigua a 100°C durant 5 min. Al

tornar a estar a temperatura ambient, es varen congelar a -80°C per a una posterior liofilitzacié
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a 0,3mbar i a -50°C en un liofilitzador de laboratori (LyoQuest, Telstar, Espafa). A continuacio,
es va moldre (ZM 200, Retsch®, Alemanya) i es va recol-lectar, envasar al buit i
emmagatzemar a -20°C. El concentrat obtingut presentava un 22,6 + 0,9 g/100 g en base seca
de pectines i una capacitat antioxidant de 25 £ 1 mg equivalent de TROLOX/g b.s al aplicar el
métode CUPRAC. En quant a l'oli emprat, es va comprar en una ampolla d’1L d’oli de gira-
sol refinat BIO (La Cosecha 100).

3.2 Reactius

Per a preparar les emulsions: proteina de soja (Manufacturas Ceylan, S.L.), pectina comercial
(Sigma Aldrich), maltodextrina (Glucidex 12) i oli de girasol refinat BIO (La Cosecha 100). Per
a ajustar el pH: HCI 37% (Scharlau).

A més, per als analisis: Folin-Ciocalteu (Scharlau), Neocuprina (Sigma Aldrich), CuCl; -2H.O
(Scharlau), FeCls -6H20 (Scharlau), K2S20sg (Scharlau), 2,4,6- tris (2-piridil) — triazina (Fluka

Analytical), acid gal-lic monohidratat (Scharlau), Trolox 97 (Acros organics).

3.3 Disseny experimental

En la figura 3 es presenta un esquema del disseny experimental d’aquest treball. Aquest, és
una continuacioé del treball desenvolupat en el grup d’enginyeria agroalimentaria. En el disseny
experimental es varen tenir en compte els resultats previs; per una banda es va considerar
que el pH optim que permetés I'obtencié d’emulsions estables i, per I'altre banda, es va
considerar I'efecte de la potencia dels ultrasons sobre I'estabilitat de les emulsions. En base
al coneixement dels estudis previs, es varen seleccionar com a condicions de treball, el pH

optim de 3,8 i I'ls dels ultrasons mitjangant un bany durant 5min.

Amb aquestes condicions optimitzades, es va procedir a avaluar I'efecte que produien els
ultrasons sobre I'estabilitat oxidativa de I'oli dins 'emulsi6. Després d’homogeneitzar la mostra
mitjangant I'Ultra-Turrax, es va aplicar ultrasons a unes emulsions i a unes altres no per a
poder comparar-ne el seu l'efecte. Es va estudiar la possibilitat de la utilitzacido de
subproductes de taronja que, al portar antioxidants de forma natural, es podrien obtenir millors
resultats enfront a una pectina comercial que s’utilitza actualment com a additiu en la industria
alimentaria .Totes les emulsions es varen caracteritzar i es varen avaluar seguint el seu
contingut en acids grassos, en diens i en polifenols i es va mesurar la seva capacitat
antioxidant mitjancant 3 metodologies diferents: FRAP, CUPRAC i ABTS. Tot el procediment

per a dur-ho a terme esta desenvolupat més endavant.
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Il-lustracié 4. Esquema del disseny experimental.

3.4 Preparacio de l'oli de gira-sol

Per tal d’eliminar els antioxidants presents en les mostres comercials, la botella d’1L d’oli de
gira-sol es va filtrar al buit en 3 parts, es filtraren 400ml d’oli cada vegada utilitzant 200g
d’alimina (Sigma Aldrich) i s’emmagatzemaren en pots de 40ml omplint aproximadament fins
30ml. Tot el material va ser envoltat de paper d’alumini abans de la filtracié per a evitar una
major oxidacié de l'oli una vegada s’eliminin els antioxidants comercials (ll-lustracié 5).
Finalment, les mostres visiblement més transparents (ll-lustracié 5) es congelaren a -20°C per

a la seva posterior utilitzacié.
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Il-lustracio 5. A I'esquerra, filtracio al buit de I'oli de gira-sol. A la dreta, comparacié de l'oli purificat enfront a I'oli

sense purificar.

3.5 Preparacio de les emulsions
La composicié de les emulsions elaborades en aquest treball va ser escollida en base als
resultats obtinguts de Llull (2021) qui va dur a terme una série de proves centrades en estudiar

I'efecte de diferents quantitats de proteina i pectina en les emulsions.

Respecte a la composicié de les emulsions, es va decidir canviar la proporcié de I'oli de gira-
sol ja que aixi s’obtenien emulsions més estables i I'eficacia d’encapsulacié és major en
assecar-les després. A part, amb la finalitat d’aconseguir una emulsié menys agressiva per al
consum huma, es va decidir preparar els buffers amb acid citric i a un pH al voltant de ~3,8
enlloc d’'un pH igual a 3,5.

El buffer utilitzat per a les emulsions es va elaborar preparant una dissolucié de 2L d’acid citric
0,1M. A part, es va preparar una altre dissolucié d’1L de Na;HPO4 0,2M i finalment, la
dissolucié final de buffer es va obtenir al barrejar 1,29L de la dissolucié d’acid citric amb 710mL
de Na;HPOsi ajustant el pH a 3,8 utilitzant HCI 4,38M i HCI 0,4M.
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La composicio de les emulsions preparades es presenta en la Taula 1. Com es pot observar,
les emulsions contenien un 40% p/p de matéria seca. En les emulsions N, el subproducte de
taronja parcialment va substituir a la maltodextrina per a mantenir el percentatge de la matéria
seca igual en ambdues emulsions. En total es varen preparar 250g de cada emulsio. Les

emulsions es varen preparar com a minim per duplicat per a cada tractament estudiat.

Taula 1. Composicié de les emulsions de pectina comercial (P) i de subproducte de taronja (N) en %p/p

Emulsioé P N

Maltodextrina % (p/p) 35,50 | 33,32
Oli de gira-sol 4,00 4,00
Proteina de soja 0,30 0,30
Aigua 30,00 | 30,00
Buffer 30,00 | 30,00
Fibra de taronja - 2,38
Pectina comercial 0,20 -

Total 100% | 100%

3.5.1 Emulsié de pectina comercial amb proteina de soja

Per a les emulsions de pectina comercial amb proteina de soja es varen preparar seguint la
Taula 1. Primerament, es va preparar una dissoluci6 de proteina de soja amb l'aigua i es va
deixar en agitaci6 magnética durant 2h. Alhora, es va preparar la dissolucido de pectina
dissolent-la amb el buffer i també es va deixar en agitacié durant 2h. Passades les 2h, es va
tapar la dissolucié de proteina i, a la dissolucié de pectina, es va procedir a afegir-li la
maltodextrina amb 'ajuda d’agitacié magnética i amb una mica de calor (sense mai superar
els 40°C ja que podria degradar-se). Després de 24h en rep0s, es va ajustar el pH a 3,8 de la
dissoluci6 de la proteina utilitzant HCI 4,38M i 0,4M.

A continuacio, es va descongelar 'oli de gira-sol a utilitzar i, amb I'ajuda d’'un homogeneitzador
per rotacio Ultra-Turrax (T25 Digital IKA, Alemanya) es va anar introduint alhora que es
mesclava l'oli en forma d’un petit raig dins la dissolucié de la proteina. Una vegada es va
introduir tot, es va ajustar a una velocitat de 16000rpm durant 10min. Passat aquest temps,
es varen barrejar juntes la dissolucié de la proteina junt a la dissolucié de la pectina més la
maltodextrina i es va deixar 5min més a I'Ultra-turrax a la mateixa velocitat. Tot el procés es
va dur a terme amb l'ajuda d’'un bany d’aigua-gel per a controlar la temperatura evitant el
sobreescalfament i, d’'aquesta manera, evitar la possible degradacié de proteines i/o I'oxidacio

de l'oli.
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3.5.2 Emulsié de subproducte de taronja amb proteina de soja

Les emulsions de proteina de soja es varen preparar seguint exactament el mateix
procediment explicat en I'apartat anterior. Per altre banda, la dissolucié de fibra de taronja es
va preparar de la seguent manera: es varen dissoldre la maltodextrina dins del buffer amb
ajuda d’agitacié magnética i una mica de temperatura i, una vegada es va dissoldre tota, es
va procedir a introduir la fibra de taronja seguint les quantitats indicades en la Taula 1 amb
l'ajuda també d’agitaci6 magnética i temperatura sense superar els 40°C en cap

circumstancia.

Passades 24h es va ajustar el pH de la dissolucié de proteines exactament com l'apartat
anterior i, mentrestant, es deixa a I'Ultra-Turrax a 16000rpm la dissolucio de fibra de taronja i
maltodextrina durant 8min. Seguidament, es va seguir preparant la 'emulsié exactament com

els passos explicats per a I'emulsié de la pectina comercial.

3.6 Tractament de les emulsions amb ultrasons

Les emulsions preparades amb pectina i amb subproducte de taronja es varen dividir en dos
grups. Un grup en el qual no se li va aplicar ultrasons i s’utilitzaren com a control i un altre
grup al qual s’hi aplica ultrasons de poténcia mitjangant un bany (Elmasonic S40, Elma
Ultrasonic, Alemanya). El bany d’ultrasons es va omplir amb 2,5L d’aigua destil-lada i s’hi
introduiren les mostres que, préviament, varen ser transvasades a un pot de vidre de 300mL
el qual es podia tapar i es va submergir amb unes pinces. Finalment, es deixaren les emulsions
durant 5 min dins del bany d’ultrasons controlant que la temperatura en tot moment fos de
25°+1C i a una poténcia de 50+4 W/L.

3.7 Caracteritzacio de les emulsions

3.7.1 Acids grassos

La composicié d’acids grassos de l'oli de gira-sol purificat es va obtenir diluint-se en hepta
abans de la transesterificacio (0,12g d’oli en 2ml d’hepta). En el cas de les emulsions, es varen
dissoldre 1,5g afegint 2mL d’hepta, es varen tapar i es varen agitar manualment uns 5s seguit
de 10s d’agitacié amb Vortex. Després, es varen centrifugar els tubs durant 15min a 4000rpm.
Posteriorment, es va utilitzar 1mL de la fase organica per a realitzar la transesterificacié amb
hidroxid de potassi metanolic per a obtenir els ésters metilics dels acids grassos (AOCS,
2006). Es va utilitzar un sistema de cromatografia de gasos (Hewlett Packard 5890A,
Waldbronn, Alemanya) equipat amb un detector d’ionitzacié de flama i una columna capil-lar

(SPTM-2330, Supelco Inc., EE. UU.) per a separar i quantificar els éster metilics d’acids
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grassos (Umana et al., 2021). La identificacio dels pics es va realitzar mitjangant la comparacio

amb els ésters metilics dels acids grassos (F.A.M.E. MIX, C14-C22, Supelco).

3.7.2 Diens conjugats

La determinacié dels diens conjugats es va realitzar després de I'extraccio de I'oli de I'emulsié
en solvent organic segons la metodologia descrita per Hernandez Sanchez et al. (2015)..
Aquest analisis ens permet conéixer I'estat oxidatiu utilitzat en la preparacié de les emulsions.
Per a la determinacio dels diens conjugats de I'oli present en les emulsions es va procedir de

la segient manera.

Per a I'oli, es va preparar una dilucié d’aquest en hexa:isopropa 3:1 v/v (0.12g en 25mL). De
la dissolucio obtinguda, es va recollir 1mL i s’introdui dins d’'un matras aforat de 5mL i s’enrasa
utilitzant el mateix dissolvent anterior. Per a les emulsions, es varen pesar aproximadament
1,5g d’emulsio dins un vas de precipitats de 100mL, es barrejaren amb 50mL de la dissolucio
d’hexa:isopropa 3:1 v/v, es varen tapar amb paper d’alumini i es deixaren en agitacié durant
15min dins la campana de gasos. Passat el temps, es varen transvasar a tubs cilindrics i es
varen centrifugar durant 15min a 4000rpm.Del sobrenedant se’n va extreure 1mL i s’introdui
dins d’'un tub d’assaig i s’afegiren 4mL d’hexa:isopropa 3:1 v/v i s’agita utilitzant un agitador

vortex durant 1min.

Un cop preparades les dissolucions, es dugueren a analitzar a I'espectrofotometre UV-Vis i

s’obtingueren les absorbancies a una longitud d’ona de 234nm.

Per al calcul de I'absorbancia especifica (SA) es va calcular la concentracié de les mostres en

grams d’oli per cada 100ml d’emulsi6 (Wg) i es va aplicar la seguent equacio 1.

SA = Abs 234nm Eq.1
wg

3.7.3 Capacitat antioxidant

Per a la determinacio del contingut en antioxidants, es varen avaluar les emulsions mesurant
la seva absorbancia a I'espectrofotdmetre UV-Visible seguint 3 metodologies diferents on
s’utilitzen diferents reactius. Per a tots els métodes, les emulsions es varen diluir seguint el
mateix exemple de (Alzorqi et al., 2016). Les emulsions es varen diluir 4g dins 10mL d’aigua i
es filtraren al buit. El Kitasato utilitzat per a la filtracidé es va cobrir completament amb paper
d’alumini per evitar una possible degradacié dels compost antioxidants amb el llum i

s’emmagatzema el filtrat dins petits pots també coberts de paper d’alumini. Totes les lectures
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com la preparacié de les plaques es varen realitzar dins d’'una habitacié sense llum natural,

nomeés amb una lampada d’infrarojos.

En el métode CUPRAC, es va preparar una dissolucié de neocuprina 7,5mM i una dissolucié
de Cu(ll) (CuClz) 10mM. Junt amb una dissolucié ja preparada de buffer de NHsAc 1M, es
mesclaren 20mL de les tres dissolucions per a formar el reactiu CUPRAC (1:1:1, viv/v).
Llavors, en una microplaca, en la primera fila s’introduiren les emulsions a avaluar per a
facilitar el seu pipeteig i a totes les altres files es va introduir 190uL del reactiu CUPRAC i es
va introduir la placa dins 'equip durant 10min per a les 5 primeres mesures a 450nm (Ao).
Passats els 10min, s’introdueixen 10uL de les emulsions de la primera fila a cada fila, es torna
a introduir la placa i es fan 30 lectures més en 30min a 450nm (A+). El calcul de la capacitat
antioxidant es va realitzar a partir de la diferéncia entre les absorbancies A1 i Ap que es varen
relacionar amb una recta de calibratge. Per a la corba de calibratge es va utilitzar una
dissolucié mare de TROLOX 400ppm i es prepararen dilucions de 50ppm, 100ppm, 200ppm i

300ppm. El resultat s’ha expressat en mg Eq de Trolox/g d’emulsio.

En el métode ABTS, el reactiu ABTS es va haver de diluir 8mL enrassant fins a 100mL utilitzant
una dissolucié EtOH:Aigua 25:75 v/v. A part, es va preparar 25ml dissolucié de K>S»0sg
2,45mM. La preparacio de la placa es realitza de la mateixa manera que en el metode
CUPRAC substituint el reactiu CUPRAC per el reactiu ABTS. Les condicions experimentals
per a determinar la capacitat antioxidant varen ser les mateixes utilitzats en el metode de
CUPRAC pero les mesures d’absorbancia es realitzaren a 734nm tant les 5 primeres com les

30 lectures seguents. Per als calculs, es va restar A1 a Ao.

En el metode FRAP, la dissolucié de TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina) 0,01M i el buffer
d’acetat ja estaven preparats, només es va haver de preparar una dissolucié de FeClz*6H.O
0,02M. Es mesclaren 2,5mL de la dissolucié de TPTZ i de FeCls amb 25mL de buffer per a
formar el reactiu FRAP. El procediment i els calculs son els mateixos que en ABTS i en

CUPRAC substituint el reactiu i realitzant les mesures a 593nm.

3.7.4 Polifenols

El contingut en polifenols es va determinar segons el métode de Folin Ciocalteu adaptat a
microplaques (Umana et al., 2020). A la darrera fila es varen introduir 190uL d’aigua per a fer
el blanc. La primera fila va ser utilitzada per col-locar-hi la mostra. A les files intermédies es

va introduir en cada pouet seguint el mateix ordre: 95uL d’aigua destil-lada, 5uL del reactiu de
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Folin que estava préviament preparat i 10uL de 'emulsié a estudiar. S’introdui a I'aparell UV-
Vis a 745nm i, passats 5min s’afegiren 80uL de Na.COs a totes les files intermédies i es torna
a introduir la placa dins del UV-Vis per a les darreres lectures.(6 lectures en 30min a 745nm).
A l'igual que als antioxidants, les emulsions també varen ser diluides aproximadament 4g dins
10mL d’aigua i es va filtrar al buit amb el Kitasato recobert de paper d’alumini. L’elaboracié de
les plaques com la seva mesura es varen fer dins d’'una habitacié a les fosques il-luminada

per una lampada de llum vermella.

Per a la recta de calibratge, es va preparar una dissoluci6 mare d’acid gal-lic 250ppm.
S’escolliren quatre punts per a realitzar la recta de calibratge de 25ppm, 100ppm, 150ppm i
200ppm i es va recollir la seva absorbancia a la mateixa longitud d’ona utilitzada per als
analisis. Els resultats s’han expressat com mil-ligrams equivalents d’acid gal-lic per cada gram

d’emulsid.

3.8 Tractament estadistic

El tractament estadistic realitzat en aquest treball s’ha dut a terme a partir de la mitjana de
tots els valors obtinguts i de les seves corresponents desviacions estandards de cada variable
de cada emulsié. La possible existéncia de diferéncies significatives es va avaluar aplicant un
test ANOVA i les mitges es varen comparar mitjangant un test de Tukey utilitzant el software
gratuit RStudio (v4.0.0.).

4. Resultats y discussié

En aquest apartat es presenten els resultats obtinguts en aquest treball. Primerament, es
presenta I'estudi de I'estat de I'oli a partir dels acids grassos i dels diens i, a continuacié, el

contingut d’antioxidants presents en 'emulsié.

4.1 Acids grassos

4.1.1 Analisis qualitatiu
Per a identificar els acids grassos de I'oli de gira-sol, es va analitzar un patré comercial format
per una barreja d’acids grassos mitjancant cromatografia de gasos i s’obtingueren els

seguents temps de retencié (min) (Taula 2).
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Taula 2. Temps de retencio dels acids del patré comercial (F.AM.E.).

Acid gras Nombre de carbonis i Temps de retencié (min)
insaturacions
Decanoic C10:0 3,84
Lauric C12:0 7,62
Miristic C14:0 10,5
Palmitic C16:0 13,44
Palmitoleic C16:1 13,89
Estearic C:18:0 18,43
Oleic C18:1 19,02
Linoleic C18:2 20,80
Linolénic C18:3 23,79
Araquidonic C20:0 27,86

A partir dels temps de retencié només s’han identificat quatre pics corresponents als acids
grassos C16:0, C18:0, C18:1i C18:2 dins I'oli de gira-sol.

Aquests resultats concorden amb els percentatges que pot presentar un oli de gira-sol refinat
segons el (BOE, 2007)

4.1.2 Analisis quantitatiu

Només va ser necessari fer dos cromatogrames per a cada emulsié gracies a la gran
reproductibilitat del métode i quatre cromatogrames per a l'oli. La quantitat total de cada acid
gras es va calcular relativament a partir de les arees de cada pic en comparacio a la suma de

totes les arees (%A).
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Il-lustracié 6. Representacio del acids grassos de cada emulsié (%A). Diferents lletres indiquen diferencies

significatives (p<0.05).

Com a nomenclatura s’ha definit com a N les emulsions elaborades a partir de subproducte
de taronja i P les elaborades amb pectina comercial. La nomenclatura +US fa referéncia a les
emulsions a les quals se’ls hi ha aplicat el bany d’ultrasons durant 5 min i, per tant, la
nomenclatura OUS fa referéncia a les emulsions que no han passat per aquest procés.
Respecte al contingut en acids grassos de les emulsions, s’observa en la ll-lustracié 6 no hi
va haver diferéncies significatives per cap factor; ni per I'aplicacioé d’'ultrasons ni el contingut
en pectines/subproducte de taronja. Presentant en tots els casos una composicié en acids
grassos similar a l'oli de gira-sol pur. Per tant, aixod indica que les condicions d’operacio

utilitzades per a la obtencié d’emulsions no va afectar als acids grassos.

Els resultats en el contingut d’acids grassos abans del tractament per ultrasons és semblant
als resultats presentats en I'estudi de (Chemat et al., 2004) on la proporcié de C16:0 i C:18:2
varien una mica pero estan dins els marges establerts pel (BOE, 2007).En el seu treball,
després d’aplicar ultrasons varen obtenir que es produia una degradacié dels acids grassos.
Es degut a que, tot i que no s’especifica la densitat de poténcia que han utilitzat, varen aplicar
els ultrasons mitjangant sonda durant 30s, un proceés en el qual les temperatures poden arribar
a 5000°C en llocs puntuals i hagin causat, en consequéncia, la degradacié de I'oli de gira-sol
refinat. En el cas d’aquest treball, no s’han degradat els acids grassos degut a que I'aplicacio
d’'ultrasons ha estat mitjangant un bany i, per tant, la poténcia incidida dins I'emulsié €s menor
que mitjangant una sonda i, a més, tampoc s’arriben a temperatures tan elevades dins de

'emulsio.
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4.2 Diens conjugats
A partir del pes de les emulsions es va calcular el pes de I'oli dins 'emulsié (4%, p/p) per a
despres calcular, mitjangant 'Eq 1, 'absorbancia especifica. Els valors obtinguts es troben

representats a la ll-lustracio 7.

Contingut en diens
4,0
3,5
3,0
2,5 I T
2,0
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Il-lustracié 7. Contingut de diens conjugats de les emulsions. Diferents lletres indiquen diferencies significatives
(p<0.05).

Al aplicar el tractament estadistic, els resultats indiquen que no hi ha una diferéncia

significativa (p<0,05) ni al aplicar els ultrasons ni tampoc entre les emulsions de N i P.

Els valors obtinguts en els diens serveixen per confirmar que la degradacié produida en els
acids grassos no ha estat significativa i que, per tant, tant els ultrasons com la formula de les
emulsions no afecten al contingut en acids grassos. En el treball de (Umana, Wawrzyniak, et
al., 2021) l'absorbancia especifica mesurada en la mostra d’oli (2,45+0,01) va ser molt
semblant a l'obtingut en aquest treball. Per laltra banda, les emulsions presentaven
concentracions de diens molt més elevades degut a la degradacioé de I'oli al passar per un

procés d’assecament per polvoritzacié on s’utilitzen temperatures elevades.

4.3 Capacitat antioxidant

Els antioxidants sén molécules capaces de prevenir I'oxidacié de I'oli. La capacitat antioxidant
son totes aquelles molécules presents que n’eviten I'oxidacio. Els seus valors, com es poden
veure representats en la ll-lustracié 8, presenten una gran diferéncia entre els valors N i els
valors P. Cal destacar que les concentracions d’antioxidants mitjancant el métode de FRAP

per a les emulsions P no va ser possible quantificar-les.
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Il-lustracié 8. D’esquerra a dreta, els résultats dels metodes ABTS, CUPRAC i FRAP. Diferents lletres indiquen

diferéncies significatives (p<0.05).

Al aplicar el tractament estadistic, s’ha observat que en tots els métodes, haver elaborat
I'emulsié amb subproducte de taronja o0 amb pectina ha presentat diferéncies significatives en
quant a la capacitat oxidant. En els métodes FRAP i CUPRAC, les emulsions a les quals se’ls
hi ha aplicat ultrasons no ha presentat diferéncies significatives enfront a les que no se’ls hi
ha aplicat. Per l'altra banda, en el métode ABTS, I'aplicacié d’ultrasons si ha presentat
diferéncies significatives en comparacié a les emulsions que no se’ls hi ha aplicat, sent major
la capacitat oxidant després de la seva aplicacié. Aquest comportament pot ser a causa que,
tant el métode CUPRAC com el métode FRAP consisteixen en la reduccié d’'un metall (Cu(ll)
a Cu(l) i Fe(lll) a Fe (1) respectivament) i per aix0 els resultats son semblants. No obstant, el
métode d’ABTS els antioxidants reaccionen amb un radical organic (Sadeer et al.,
2020).Aquest augment pot ser degut a que els ultrasons promoguin I'extraccié de composts
antioxidants del subproducte de taronja a la fase dispersa de I'emulsié i, per altra banda, pot
ser degut a que els ultrasons promoguin la formacié de productes de Maillard els quals
presenten capacitat antioxidant (Y. Jiang et al., 2022). En els estudis de Jiang et al. (2021)
també es va observar un augment de la capacitat antioxidant després de 'aplicacié d’ultrasons
en emulsions O/W al determinar-se per DPPH, métode el qual té els mateixos fonaments que
el metode ABTS.

4.4 Polifenols
Els polifenols també s’han determinat degut a que també presenten capacitat antioxidant i

ajuden a preservar l'oli. El contingut en polifenols es va calcular a partir de de la darrera lectura
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de l'equip. Junt amb la recta de calibratge, els resultats estan expressats en mil-ligrams

equivalents d’acid gal-lic per cada gram d’emulsio.

Polifenols
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Il-lustracié 9. Contingut en polifenols de les emulsions. Diferents lletres indiquen diferéncies significatives
(p<0.05).

Com es pot comprovar també amb la Il-lustracié 9, la utilitzacié de subproducte de taronja o
de pectina comercial a I'hora de preparar les emulsions presenta diferéncies significatives
(p<0,05). Per altra banda, I'aplicacié d’ultrasons no ha presentat diferéncies significatives
(p<0,05) al comparar les emulsions +US amb les emulsions OUS. Segons els estudis de
Altemimi et al. (2015) i de Chmelova et al. (2020) en ambdds casos I'aplicacié d’ultrasons
durant temps prolongats provocava 'augment en el contingut de polifenols en les seves
extraccions. En aquest treball el temps ha estat de 5 min i, al igual que als dos treballs, en

aquest temps encara no es notaven canvis en la concentracié de polifenols.

5. Conclusions

Per a finalitzar, en aquest treball s’ha avaluat I'impacte que provoca I'efecte de cavitacié del
bany d’'ultrasons de poténcia sobre I'estabilitat oxidativa de I'oli dins 'aigua, preparades amb
un subproducte de taronja o amb una pectina comercial i amb proteina de soja. Al caracteritzar

les emulsions es va concloure:

L’aplicacio d’ultrasons en bany no altera els valors dels continguts en acids grassos. Al aplicar
el test de Tukey no es varen veure diferencies significatives (p<0,05) ni entre les emulsions a
les quals se’ls hi ha aplicat ultraso enfront a les que no se’ls hi ha aplicat ni entre les emulsions
preparades amb subproducte de taronja enfront les emulsions preparades amb pectina

comercial.
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El contingut en diens no es veu alterat pel bany d'ultrasons. Tampoc es varen veure
diferencies significatives (p<0,05) al aplicar el test de Tukey. Aquest resultat reafirma que no
es produeix una degradacié dels acids grassos al concordar amb els resultats obtinguts sobre

el contingut en acids grassos.

En quant al contingut d’antioxidants i de polifenols (que també actua com antioxidant), tot i
que els resultats de 'ABTS indiquen que tots els factors, tant els ultrasons com la formula de
les emulsions, presenten diferéncies significatives (p>0,05), els resultats tant de polifenols
com de CUPRAC i FRAP indiquen que els ultrasons no afecten al caracter antioxidant de
'emulsié (p<0,05) al comparar les emulsions que no se’ls hi ha aplicat el bany d’ultrasons
enfront a les si. No obstant aix0, al comparar les emulsions formulades amb subproducte de
taronja enfront a la pectina comercial es troben diferencies significatives (p>0,05). Aquest
resultat es deu a que les taronges, a la seva pell, presenten antioxidants naturals i, aquests,

han estat alliberats dins de 'emulsié millorant el caracter antioxidant de 'emulsio.
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