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Resumen

La pectina de la cascara de sandia (PCS) presenta propiedades emulsificantes, sin embargo,
su comportamiento en presencia de otros componentes emulsificantes no ha sido reportado,
asi como tampoco sus propiedades en emulsiones producidas por un método distinto al de
homogenizacion a alta presion. En este trabajo se determiné el mecanismo de interaccion de
la PCS con otro emulsificante (Tween 80) en la produccion de una emulsién. Asimismo, se
caracteriz0 la pectina extraida y se evalu6 su capacidad como emulsificador Gnico. La pectina
fue extraida con HCI 0.1 M, a 80°C por 60 min. El grado de esterificacion (DE) y contenido
de metoxilos (MeO) de la pectina se determind con el método de titulacién y el peso
molecular (pM) viscosimétrico con la ecuacion de Mark Houwink-Sakura. Las emulsiones
O/W se prepararon con la técnica de titulacién con agua empleando distintas proporciones
de aceite de canola, pectina de sandia (2% p/v) y Tween 80. El tamafio de la particula y
potencial { fueron determinados por medio de la técnica de dispersion dindmica de la luz
(DSL). La PCS tuvo un DE 70.02 + 2.8%, MeO 11.43 + 0.36% y pM de 30,093.41 g/mol.
Las emulsiones preparadas con pectina como Unico emulsificante fueron inestables. En
cambio, la pectina como co-emulsificante formé emulsiones moderadamente estables. Las
pruebas de DSL mostraron que al aumentar la concentracion de pectina, aumento el tamafio
de la micela, asi como la polaridad negativa, lo cual sugiere que la pectina fue parcialmente
adsorbida en la interface O/W. Se determiné que la formulacidn 1% (v/v) de aceite, 3% (v/V)
de pectina y 9% (v/v) de Tween 80 (potencial { -39.3 mV y diametro de 8.61 nm) fue la
concentracion que saturd la interfase O/W. Esta investigacién demuestra que la PCS reduce
la concentracion de Tween 80 en emulsiones formadas con un método de baja energia,

situacion favorable para reemplazar ingredientes de origen sintético por naturales.
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Abstract

Watermelon rind pectin (WRP) has emulsifying properties; however, its behavior in the
presence of other emulsifying components has not been reported, nor has its properties in
emulsions produced by a method other than high-pressure homogenization. In this work, the
interaction mechanism of WRP with another emulsifier (Tween 80) in the production of an
emulsion will be developed. Likewise, the extracted pectin was characterized and its capacity
as a unique emulsifier was evaluated. The pectin was extracted with HCI 0.1 M, at 80°C for
60 min. The degree of esterification (DE) and methoxyl content (MeQO) of the pectin was
determined with the titration method and the viscometric molecular weight (Mw) with the
Mark Houwink-Sakura formula. The O/W emulsions were prepared with the water titration
technique using different proportions of canola oil, watermelon pectin (2% wi/v) and Tween
80. The particle size and the  potential were determined by means of the dynamic scattering
of light (DSL) technique. The WRP had a DE of 70.02 £ 2.8%, MeO 11.43 + 0.36% and Mw
of 30,093.41 g/mol. Emulsions prepared with pectin as the only emulsifier were unstable.
Instead, pectin as a coemulsifier formed moderately stable emulsions. The DSL tests showed
that as the pectin concentration increased, the size of the micelle increased, as well as the
negative polarity, which suggests that the pectin was partially adsorbed at the O/W interface.
It is concluded that the formulation 1% (v/v) of oil, 3% (v/v) of pectin and 9% (v/v) of Tween
80 (¢ potential -39.3 mV and diameter of 8.61 nm) was the concentration which saturated the
O/W interface. This research shows that WRP reduces the concentration of Tween 80 in
emulsions formed with a low energy method, a favorable situation to replace ingredients of

synthetic origin with natural ones.
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Capitulo 1 - Introduccion

1.1 Planteamiento del problema
Las emulsiones son ampliamente utilizadas en la elaboracién de productos
alimenticios, farmacéuticos y cosméticos, principalmente del tipo aceite en agua (Bai et al.,
2017). La apariencia, textura, color, sabor, viscosidad, son algunas de las propiedades
apreciadas en estos productos y pueden verse afectadas por la inestabilidad termodinamica
de la emulsion. Esta provoca que el tamafio de la particula de la fase dispersa crezca
continuamente con el tiempo induciendo la separacion de las fases. Mediante la aplicacion
de emulsificantes y espesantes, las emulsiones se estabilizan cinéticamente por un
determinado periodo de tiempo. Los emulsificantes reducen la tension interfacial del sistema
y los espesantes aumentan la viscosidad de la fase acuosa reduciendo asi la movilidad de las
gotas de aceite (Badolato et al., 2008). Existen diversas sustancias que cumplen con el
propdsito de proporcionar estabilidad a las emulsiones; sin embargo, la creciente demanda
por productos de origen natural ha llevado a buscar fuentes alternas de emulsificantes y
espesantes.
La pectina es el segundo polisacarido més abundante de las plantas, un aditivo
(E440) ampliamente utilizado en la industria alimenticia por sus propiedades gelificantes y
estabilizantes. Es obtenida a partir de subproductos de la industria del jugo, principalmente
de las céscaras de citricos y pulpa de manzana. Actualmente, ha crecido el interés de estudiar
su papel como agente emulsificante. Se ha determinado que las propiedades emulsionantes
de la pectina se deben principalmente a los restos hidréfobos en su estructura, como son los
grupos metoxilo y acetilo, cuya abundancia depende en gran medida de la fuente de biomasa

y las condiciones de extraccion. Ademas, la presencia de proteinas, grado de esterificacion y
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masa molecular influyen en el balance de las regiones hidrofilicas e hidrofébicas de la
molécula y, por tanto, en las propiedades emulsificantes de la pectina. Sin embargo, no todas
las pectinas son aptas para formar emulsiones estables, su estructura debe contener al menos
3% de proteinas (Alba & Kontogiorgos, 2020) como es el caso de la pectina de remolacha
azucarera. El inconveniente de esta fuente es su limitada disponibilidad como materia prima
lo que genera bajos rendimientos de produccién industrial. Por esta razon, actualmente se
realizan estudios para encontrar nuevas fuentes de pectinas formadoras de emulsiones
estables cuya disponibilidad no esté comprometida.

Recientes investigaciones han determinado que la pectina extraida de la cascara de
sandia (Citrullus lanatus) presenta propiedades emulsificantes similares a las de la goma
arabiga (Petkowicz et al., 2017), a la pectina citrica y a la de manzana (Mendez et al., 2021).
Considerando que fue el segundo fruto mas cultivado a nivel mundial durante 2019 con una
produccién de 100.41 millones de toneladas (FAO, 2021) y que la cascara de sandia
representa aproximadamente un tercio de la masa total de la fruta, su disponibilidad como
materia prima no estd comprometida. Sin embargo, el comportamiento de la pectina de la
cascara de sandia en presencia de otros componentes emulsificantes no ha sido reportado, asi
como tampoco sus propiedades en emulsiones producidas por un método distinto al de
homogenizacion a alta presion como el de titulacion con agua, una técnica de baja energia
basada en la formacion espontanea de la emulsion, lo que también amerita ser estudiado para

tener mayor informacion sobre sus posibles aplicaciones industriales.

1.2 Preguntas de investigacion
Para poder proporcionar informacion sobre el comportamiento de la pectina extraida

de la céscara de sandia en presencia de otros componentes emulsificantes, asi como sus
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propiedades en emulsiones preparadas con un método de baja energia, se formularon las

siguientes preguntas de investigacion:

Prequnta de Investigacién General:

¢Como interactua la pectina extraida de la cascara de sandia con otro emulsificante

en la produccion de una emulsion?

Prequntas de Investigacién Especificas:

A. ¢Cudles son las caracteristicas fisicoquimicas de la pectina obtenida de la cascara
de sandia por medio de extraccion acida?

B. ¢Cual es la capacidad de emulsificacion de la pectina extraida de la céascara de
sandia en una emulsion formada con el método de titulacion con agua?

C. ¢Cuales son las propiedades de una emulsion formada con pectina de cascara de

sandia y un emulsificante no iénico (Tween 80)?

1.3 Objetivos

Obijetivo General:

Determinar el mecanismo de interaccion de la pectina extraida de la cascara de

sandia con otro emulsificante en la produccion de una emulsion.

Obijetivos Especificos:

A. Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de la pectina obtenida de la cascara

de sandia por medio de extraccion acida.
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B. Evaluar la capacidad de emulsificacién de la pectina extraida de la cascara de
sandia.
C. Determinar las propiedades de una emulsién formada con pectina de cascara de

sandia y un emulsificante no iénico (Tween 80).

1.4 Justificacion e Importancia

La pectina extraida de la céascara de sandia puede presentar propiedades
emulsionantes similares a la pectina citrica 0 de manzana. Sin embargo, estas similitudes
fueron determinadas al estudiar emulsiones preparadas con un método de alta energia, el cual
rompe las gotas de aceite hasta reducir su tamario a la escala nanométrica. Se desconoce si la
pectina de cascara de sandia presenta la capacidad de formar emulsiones estables bajo un
método de baja energia, como el de emulsificacion espontanea. Ademas, su comportamiento
al interactuar con otros emulsificantes aun no ha sido documentado.

Los resultados de la presente investigacion contribuyen a obtener una comprension
maés profunda sobre las propiedades emulsionantes de la pectina de cascara de sandia para

determinar las posibles aplicaciones industriales.

1.5  Limitaciones

Las propiedades emulsificantes de la pectina de cascara de sandia se evaluaron en
emulsiones tipo aceite-agua (O/W) preparadas con el método de titulacion con agua, una
técnica considerada de baja energia y ampliamente utilizada en la elaboracion de
microemulsiones y nanoemulsiones. Para estudiar su interaccion con otros componentes de

la emulsidn, se empled un emulsificante sintético no idnico (Tween 80).
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Con el fin de estudiar las propiedades emulsionantes de la pectina de cascara de

sandia, esta tesis se construye de la siguiente manera:

Capitulo 2 — Marco Tebrico. Abordara los temas centrales de esta investigacion. Iniciara
con el tema de las emulsiones donde se brindara una breve descripcién del proceso de
emulsificacién por el método de titulacion con agua, el papel de los emulsionantes en la
formacion y estabilizacion de las emulsiones, asi como los mecanismos de desestabilizacion.
Continuara con la revision de la estructura molecular de la pectina para comprender sus
propiedades emulsificantes, describiendo el comportamiento de los hidrocoloides en solucion
y en las interfases aceite-agua.

Capitulo 3 — Metodologia. Descripcion de las técnicas y procedimientos empleados para
estudiar las propiedades emulsificantes de la pectina de cascara de sandia, iniciando con el
proceso de extraccion, seguido de las pruebas de caracterizacion y finalizando con el método
de elaboracion de emulsiones.

Capitulo 4 — Resultados. Reporta los hallazgos sobre las propiedades emulsificantes de la
pectina de sandia en presencia de otro emulsificante. Ademas, se presentan los rendimientos
de extraccion de la pectina y los resultados de las pruebas de caracterizacion. También
incluye una discusién sobre los resultados obtenidos.

Capitulo 5 — Conclusiones. Se establece si se lograron los objetivos de la investigacion, asi

como ideas para estudios adicionales.
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Capitulo 2 - Marco Teorico

2.1 Emulsiones
2.1.1 Aspectos generales

Una emulsion es un sistema compuesto por dos liquidos inmiscibles entre si, uno de
las cuales esté disperso en forma de pequefias gotas (fase dispersa) en el otro (fase continua)
(Hosseini et al., 2015). Dependiendo de la polaridad de los componentes de las fases, las
emulsiones pueden ser clasificadas como de aceite en agua (O/W), si el aceite esta disperso
en el agua; agua en aceite (W/O), si el agua es quien esta dispersa en el aceite; agua-aceite-
agua (W/O/W) o aceite-agua-aceite (W/O/W). Ademas, segun las propiedades de las
emulsiones, éstas se clasifican en macroemulsiones, microemulsiones y nanoemulsiones
(Kale & Deore, 2016).

Las emulsiones son ampliamente utilizadas en la elaboracion de productos
alimenticios, farmacéuticos y cosméticos. La apariencia, textura, color, sabor, viscosidad,
son algunas de las propiedades apreciadas en estos productos y pueden verse afectadas por
la inestabilidad termodinamica de la emulsion. Esta provoca que el tamafio de la particula de
la fase dispersa crezca continuamente con el tiempo induciendo la separacion de las fases.

La causa de la inestabilidad fisica de la emulsion se debe a la tendencia del sistema
disperso a reducir su energia libre de Gibbs. El total diferencial de la energia libre de Gibbs
en una emulsion se determina con la Ecuacion (1):

dG =Vdp — SdT + X wdny + odA 1)

Donde V es el volumen, p la presién, S la entropia, T la temperatura, p es el potencial
quimico de los componentes individuales k, n es la cantidad de componentes, o es la tension

interfacial y A es el area interfacial (McClements, 2004). Con la ecuacién anterior se

15



determina que, para una tension interfacial dada en un sistema, la energia libre de Gibbs es
mayor cuanto mas area interfacial exista. Debido a que las gotas estan finamente dispersas
en las emulsiones, éstas presentan un area interfacial grande y, por tanto, su deseo de
minimizar esta region tambien lo es provocando la inestabilidad del sistema.

Una manera de reducir la energia libre de Gibbs de la emulsién es disminuir la tension
interfacial y esto se logra cominmente con la adicion de emulsionantes, también llamados
tensioactivos. Los emulsionantes son sustancias activas de superficie que se adsorben en la
interfase aceite-agua debido a su naturaleza anfifilica (Badolato et al., 2008). Ademas de los
emulsionantes, en una emulsion se pueden agregar estabilizadores. Son sustancias que
brindan estabilidad en el sistema al reducir la movilidad de las gotas dispersas al aumentar la
viscosidad de la fase continua, por esta razon se les consideran como no activas en la

superficie (McClements & Jafari, 2018).

2.1.2 Emulsificacion

Para producir una emulsion, se debe crear una nueva interfaz entre la fase de aceite y
agua mediante la introduccion de trabajo en el sistema. Esto puede lograrse a través de
métodos de “alta energia” o “baja energia”. En la presente investigacion se trabajo con un
método de baja energia debido a que en otros estudios (Mendez et al., 2021; Petkowicz et al.,
2017) evaluaron las propiedades emulsificantes de la pectina de céascara de sandia con
métodos de alta energia. Por tal motivo, solo se dio una breve descripcion de este uUltimo
método.

Los medios mecanicos son conocidos como de “alta energia” por utilizar dispositivos

especificos (ej. homogeneizadores de alta presion) capaces de proporcionar la energia
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necesaria para aumentar el area interfacial agua/aceite y asi generar gotas micrométricas o
nanometricas (Fig. 1). Este método es empleado cominmente en la industria alimenticia y
cosmeética en la elaboracion de emulsiones pero presenta la desventaja de emplear equipos

costosos propensos a problemas mecénicos (Mayer et al., 2013).

pgiacion
Molino de coloides _
Ultra-Turrax -
Homogeneizador I
Microfluidizador I
0 2 ul 6 8 10 12

Tamafio de la gota (um)

Figura 1. Efecto del equipo de alta energia sobre el tamafio de la gota.
Fuente: Bullon et al., 2007.

Los métodos de baja energia producen emulsiones sin necesidad de ningdn
dispositivo especializado, se pueden realizar empleando agitacion magnética simple con o
sin calentamiento. Estos métodos aprovechan las propiedades fisicoquimicas de los
emulsificantes para disminuir la tension interfacial y asi generar gotas nanométricas
espontaneamente. Algunos de los méetodos de baja energia consisten en inversiones de las
fases, esto consiste en la conversidn de una emulsion aceite en agua (O/W) en una emulsion
agua en aceite (W/O) o viceversa. Los enfoques de inversidn de fases incluyen la temperatura
de inversion de fase (PIT), composicion de inversién de fase (PIC) y la inversion de fase
catastrofica (CPI) (Adena et al., 2021). En la presente investigacion se utilizé el método de

inversién de fase catastréfica y de aqui en adelante, sélo se hara referencia a este proceso.
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El proceso de CPI utiliza la técnica de titulacion con agua (Figura 2), también llamada
titulacion de fases. Consiste en mezclar dos fases liquidas, una lipofila y otra hidréfila con
agitacion constante a temperatura ambiente. Primero se prepara la fase lipéfila en la que se
mezcla el componente lip6filo (ej. aceite) con uno o varios emulsificantes (ej. Tween 80).
Posteriormente, se agrega la fase hidrofila, como el agua destilada. Al ponerse las dos fases
en contacto, los componentes hidréfilos del emulsificante se solubilizan rapidamente en la
fase acuosa, induciendo la separacion del aceite. A medida de que incrementa la cantidad de
agua, el sistema pasa de una emulsién agua-aceite (W/O) a una emulsion maltiple (O/W/O)
para terminar en una emulsion aceite-agua (O/W) (Mayer et al., 2013). La emulsion final es
monofésica donde el tamafio de la particula oscila entre 1 a 100 nm, clasificaAndolas como
microemulsiones o nanoemulsiones. La diferencia entre ellas radica en sus propiedades

fisicoquimicas que se expondran mas adelante.
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Figura 2. Representacion del método de titulacion con agua y la inversién de fases
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La ventaja de este método es que pueden utilizarse sustancias termolabiles en la
elaboracion de las emulsiones, son faciles de preparar y de realizar a gran escala. Ademas,
permite encapsular bioactivos con baja solubilidad en agua, como las vitaminas liposolubles,

en productos de base acuosa.

2.1.3 Emulsificantes

Para elaborar emulsiones de dos componentes inmiscibles entre si, se requiere un
tercer componente que reduzca la tensidn interfacial entre las fases aceite-agua. A dicho
componente se le llama agente emulsificante o sustancia tensioactiva. Esta se adsorbe en la
superficie de las gotas recien formadas y evita que se unan con otras para formar gotas mas
grandes (Dickinson, 2009). Existen varios tipos de emulsificantes cuyas propiedades
moleculares y fisicoquimicas varian considerablemente dependiendo de su origen, entre ellos
estan los de molécula pequefa y polisacaridos, los cuales fueron utilizados en la presente
investigacion.

Tensioactivos de molécula pequefia. Son los mas utilizados en la industria, su origen
es sintético. Son anfifilicos ya que poseen un extremo no polar en forma de cola y un grupo
de cabeza polar. Sin embargo, los tensioactivos naturales como las sales biliares y las
saponinas tienen estructuras elipsoides con un lado hidrofobo y otro hidréfilo (Figura 3). En
la estructura de los emulsificantes sintéticos, la cola no polar varia en la longitud de la cadena
y el grado de insaturacion, mientras que la cabeza polar varia en sus dimensiones y en su
carga, la cual puede ser positiva (catidnico), negativa (anionico), neutral (no idnico) o

zwitterionica (McClements & Jafari, 2018).
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Figura 3. Estructura de emulsificantes de molécula pequefia.

En esta investigacion, se utilizd el monooleato de sorbitan polioxietilenado (80)
también conocido como Tween 80. Es un emulsionante no ionico sintético aprobado por la
Unidn Europea como aditivo alimentario (E433). Tiene la capacidad de reducir la tension
interfacial rapidamente logrando la estabilidad de la emulsion al cubrir toda la interfase
aceite-agua, dificultando la coalescencia y la agregacion de las gotas (Roldan-Cruz et al.,
2016).

Polisacaridos. Son macromoléculas utilizadas ampliamente como ingredientes
alimentarios pero presentan poca actividad superficial. La mayoria de su composicion
molecular es hidréfila y, por tanto, no son adecuados como emulsionantes. Sin embargo,
existen polisacaridos naturales o modificados que presentan grupos hidréfobos haciéndolos
anfifilicos, entre ellos estan la goma arabiga, celulosa modificada y la pectina de remolacha
azucarera. Dependiendo de la naturaleza del polisacarido, la estructura hidréfoba pueden ser
los grupos fendlicos, hidrocarburos o proteinas. Los polisacaridos mas utilizados como
emulsificantes, como la pectina, tienen una carga negativa debido a la presencia de grupos
funcionales aniénicos, como son los grupos carboxilos, fosfatos o sulfatos (McClements &

Jafari, 2018).
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Al formular una emulsion se deben considerar las propiedades del emulsificante, entre
ellas la solubilidad y su particion. Si se desea elaborar una emulsion O/W generalmente se
requiere un emulsionante con buena solubilidad en agua. En el caso de los tensioactivos de
molécula pequefia, se emplea el nimero del equilibrio hidréfilo-lipofilo (HBL) ya que éste
describe su solubilidad y las caracteristicas de particion. Si un emulsificante tiene un HBL
bajo (1 — 7) indica que tiene buena solubilidad en aceite y, por tanto, son empleados en
emulsiones W/O; en cambio si tienen un HBL alto (8 — 18), nos describe que se solubilizan
en el agua y pueden utilizarse en emulsiones O/W, como es el caso del Tween 80 que presenta
un HBL de 15. Sin embargo, el HBL es una guia y no siempre ofrece una buena prediccion
del rendimiento de los emulsificantes. Es por esta razon la importancia de realizar
evaluaciones para determinar la relacion aceite-emulsificante antes de formular una
emulsion. En cuanto a los polisacaridos emulsificantes, no existe un equivalente al sistema
HBL. Considerando que la gran mayoria de su estructura es hidrofila, se recomienda
disolverlos en la fase acuosa antes de formar una emulsion O/W.

Otra propiedad a considerar para determinar la concentracion de un emulsificante a
utilizar es su capacidad de adsorcion en la interfaz aceite-agua, su actividad superficial. A
menor concentracion en la emulsion, menor adsorcion lo que provoca poca reduccion de la
tension interfacial. Conforme aumenta la concentracion del emulsificante, también
incrementa la adsorcion hasta saturar la interfaz aceite-agua. Sin embargo, cuando el
emulsificante excede un cierto valor, conocido como concentracion micelar critica (CMC),
las moléculas del tensioactivo tienden a autoasociarse espontaneamente formando particulas
coloidales llamadas micelas, cuyas caracteristicas como tamafio, forma y carga varia segun

el emulsificante (McClements & Jafari, 2018). EI CMC del Tween 80 es de 0.015 mM.
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2.1.4 Mecanismos de desestabilizacién de emulsiones

Los emulsificantes tienen dos papeles fundamentales en las emulsiones, su formacion
y su estabilizacion. Durante la formacion requieren adsorberse rapidamente en la interfaz
aceite-agua, disminuir la tension superficial y facilitar el rompimiento de la gota. Para
promover la estabilizacion el emulsificante debe prevenir la union de las gotas. Esto se logra
cuando se genera una fuerte repulsion entre las particulas, también ayuda la formacion de
una capa interfacial resistente asi como el aumento de la viscosidad de la fase continua. Los
principales mecanismos de desestabilizacion son la separacion gravitacional, floculacion,

coalescencia, maduracion de Ostwald los cuales provocan la separacion de fases (Figura 4).

Emulsion
estable

M ar 4

Separacion gravitacional Floculaciéon  Coalescencia .-.adu:-_d:x.:

: de Ostwald
Crema Sedimentacion

L )
hS
Separacion
de fases

Figura 4. Mecanismos de desestabilizacion en emulsiones
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La separacion gravitacional se presenta por la diferencia de densidad entre las gotas
de aceite y la fase continua. Si las particulas son menos densas que la fase continua, éstas lo
ascenderan a la superficie de la emulsion formando una “crema” y si son mas densas,
descenderan formando una sedimentacion (Pathak, 2017). En la floculacion, las gotas tienden
a aglutinarse cuando las interacciones de atraccion, como las fuerzas de van der Waals o
hidréfobas, superan las interacciones de repulsién, como son las estéricas y electrostaticas.
La coalescencia ocurre cuando dos 0 méas gotas se fusionan para formar una gota méas grande.
La fusidn se presenta porque las capas interfaciales alrededor de las gotas se rompen cuando
éstas se ponen en contacto. Finalmente, la maduracion de Ostwald consiste en el crecimiento
de las gotas més grandes y el achicamiento de las gotas mas pequefias con el paso del tiempo

debido a la difusion del aceite a traves de la fase continua intermedia (McClements, 2004).

2.1.5 Técnicas de caracterizacion de emulsiones
Para identificar las caracteristicas de las emulsiones existen diversas técnicas
analiticas. En esta seccidn se describiran las utilizadas en la presente investigacion.
Inspeccion Visual. En primera instancia se puede determinar la apariencia,
homogeneidad, transparencia, claridad dptica y fluidez de una emulsion visualmente.
Microscopia. Esta técnica permite obtener imagenes directas sobre las emulsiones y
determinar caracteristicas imperceptibles al ojo. La finalidad es obtener informacion sobre el
tamafio, forma y estado de agregacion de las particulas dispersas. El tipo de microscopia

depende del tipo de matriz a analizar. En esta investigacion se utiliz6 el microscopio éptico.
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Potencial Zeta (¢). Es una técnica de caracterizacion fisica y mide el potencial
electrocinético en los sistemas coloidales. Se calcula al determinar la diferencia de potencial
entre el medio disperso y la capa adherida en la particula dispersa. Su valor se puede
relacionar con la estabilidad de las emulsiones ya que nos indica el grado de repulsion entre
las particulas. Un potencial zeta mayor a £30 mV (Tabla 1) indica que la emulsidn resistira la
agregacion y, por tanto, es estable. Cuando el potencial es bajo (menor a +30 mV) las
particulas se atraeran entre si y la dispersion tendera a coagularse o flocular, por tanto, la
emulsion es inestable (Silva et al., 2012). Sin embargo, el potencial  en si mismo no es un
parametro de diagnostico inequivoco debido a que, ademas de las repulsiones electrostaticas,
existen otros factores como las repulsiones estéricas que afectan la estabilidad de las

emulsiones (Umana et al., 2021).

Tabla 1. Relacion del potencial Zeta con la estabilidad de emulsiones.

Valor del potencial { Comportamiento de estabilidad
0al-5 Coagulacion

+10 a £30 Inestabilidad incipiente

+30 a +40 Moderada estabilidad

+40 a +60 Buena estabilidad

+61 y mayor Excelente estabilidad

Fuente: Plantz, s/f.

Tamafio de la particula. Se determina por medio de la dispersion de luz dindmica
(DLS). Permite identificar la distribucion de tamafio de las particulas presentes en una
emulsion. EI DLS mide el movimiento browniano y lo relaciona con el tamafio de las
particulas a través de la ecuacion Stokes-Einstein. Al iluminar las particulas con laser y
analizando las fluctuaciones de la intensidad en la luz dispersada, se calcula el tamafio de las

particulas.
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Conductividad. Nos indica la presencia de iones, pueden cambiar la carga eléctrica
de la particula (Umanfia et al., 2021). Las emulsiones tipo O/W tienden a ser mas condutivas

que las W/O (Kale & Deore, 2016).

2.2 Pectinas
2.2.1 Aspectos generales

La pectina es un polisacarido estructural presente en la pared celular de las plantas la
cual le confiere firmeza y resistencia mecéanica. Son producidas durante la etapa inicial del
desarrollo de las plantas, se encuentra en mayor concentracion en frutos inmaduros. No
obstante, la abundancia de las pectinas varia entre las especies, algunas pueden representar
el 2% de los tejidos y otras hasta un 35% (Lara-Espinoza et al., 2018). Las principales fuentes
de pectinas comerciales son las citricas y la de manzana; son ampliamente utilizadas en la
industria alimenticia y farmacéutica debido a sus propiedades gelificantes, espesantes,
estabilizantes y emulsificantes.

Las propiedades de la pectina estan ligadas a su estructura molecular y ésta varia entre
especies de plantas, se puede ver alterada por las condiciones de crecimiento o por el método
de extraccion. En la industria, la pectina se produce en medios extremos: pH bajo y
temperaturas elevadas lo cual puede provocar cambios en su estructura (Voragen et al.,
2009). A continuacidn, se describen algunos aspectos generales de la estructura molecular de

las pectinas y el papel que desempefia en sus propiedades emulsificantes.

2.2.2 Estructura de la pectina y su papel en la actividad interfacial
La pectina es un heteropolisacarido que contiene principalmente é&cido D-

galacturénico (GalA) unidos por enlaces a(1,4). En esta estructura base, los grupos
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carboxilicos presentes pueden estar esterificados con grupos metilos (Figura 5). A la relacion
entre las unidades de GalA esterificadas y unidades GalA totales se le conoce como grado de
esterificacion (DE). El DE influye en la solubilidad y en las propiedades funcionales de la
pectina. Por esta razon, las pectinas son clasificadas como de alto grado de esterificacion si
su DE > 50% y de menor grado de esterificacion si su DE es < 50% (BeMiller, 1986).

0 0 0 0

<|?|—0—CH3 (|?|—o—CH3 <|?|—o—CH3 (|?|—O—— OH

0 /I (0] (0] /I (0]
OH 0 OH (0] OH 0 OH DE 7

th

OH OH OH OH

C — 0—CHj; C—0— OH C—O0— OH C—O0— OH

(@] /I O O /I O
OH N\ o VoH o ¥ on 0 OH DE 25

Figura 5. Estructuras de pectinas con un alto (DE 75) y bajo grado de esterificacién (DE 25).

Dependiendo de las condiciones de extraccion, los grupos carboxilicos libres pueden
ser parcial o completamente neutralizados. Esta situacion, dejara con carga negativa al
mondmero GalA dando como resultado una pectina que muestra caracteristicas tipicas de
polielectrolito anionico, contribuyendo a la estabilidad electrostatica de emulsiones O/W

(Belkheiri et al., 2021).
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Las pectinas también presentan azlcares neutros en su estructura unidos por medio
de enlaces B (1,2). Entre ellos estan D-galactosa, L-arabinosa y L-ramnosa. Cabe sefialar que
su composicidn exacta aun se debate debido a la complejidad de la molécula (Lara-Espinoza
et al., 2018). Sin embargo, el consenso actual propone la siguiente estructura (Figura 6) que
contiene principalmente tres regiones: homogalacturonano (HG), ramnogalacturonano |

(RGI) y ramnogalacturonano (RGII).

Homogalacturonano Ramnogalacturonano I Ramnogalacturonano II

| | |
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Figura 6. Estructura general de la pectina.
Fuente: (Belkheiri et al., 2021).

En las emulsiones, la pectina principalmente juega el papel de estabilizador ya que
incrementa la viscosidad de la fase continua. Esta propiedad es causada por la region HG y
por la relacién entre las regiones HG/RG-1. Asi, las pectinas con una region HG extensa y
con una region RG-I pequefia proporcionan una viscosidad mayor a la fase continua. Ademas,
la region HG crea efectos electrostaticos entre las particulas y la region RG-1 efectos
estéricos, lo cual evita la coalescencia y la floculacion (Belkheiri et al., 2021). Aunque las
pectinas no se caracterizan por ser tensoactivos, aquellas que presentan alto contenido de
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proteinas (> 3%) , asi como ésteres de metilo, acetilo y &cido ferulico, tienen la capacidad de
adsorberse en la interfaz aceite-agua debido a sus extremos hidrofébicos, contribuyendo asi
a la disminucion de la tensién interfacial. Por tanto, su papel es determinante en la formacion
de la emulsion (Alba & Kontogiorgos, 2020).

La influencia del peso molecular de la pectina en las propiedades emulsificantes aln
no se define con exactitud. Se ha determinado que las pectinas con bajos pesos moleculares
(entre 35-90 x 10° g mol™) favorecen la actividad emulsificante debido a que presenta mejor
accesibilidad hacia los grupos funcionales pero aquellas de muy bajo peso molecular (15 x
10 g mol™) no proporcionan una eficiente estabilizacion estérica. Sin embargo, si éstas
altimas presentan un muy alto grado de esterificacion son capaces de emulsificar
espontaneamente al aceite (Alba & Kontogiorgos, 2020).

La pectina con mejor propiedades emulsificantes es la extraida de la remolacha
azucarera por su alto contenido en proteinas (> 9%). Las comerciales como son la citrica y
la de manzana tienen un menor desempefio. La pectina extraida de la cascara de sandia esta
compuesta principalmente por cadenas lineales HG (71.8%) con un alto grado de
esterificacion (> 60%) y la regién RG-I por cadenas cortas de galactanos (25.8%) (Belkheiri
etal,, 2021). Ademas, se ha determinado que contiene entre 3.6 a 3.9% de proteinas
(Petkowicz et al., 2017). Estas caracteristicas indicaran su potencial uso como agente

emulsificante.

2.2.3 Métodos de extraccion de pectinas
Se han desarrollado distintos métodos para lograr la hidrdlisis y extraccion de la
pectina. Entre ellos se encuentran el método convencional, por microondas, enzimatico y

ultrasonico (Belkheiri et al., 2021). En esta investigacion se utilizé el método convencional
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debido a que es el méas utilizado en la escala industrial. Las condiciones de extraccion tales
como el tipo de solvente, pH, temperatura, relacion solido-liquido y tiempo determinan la
cantidad de pectina extraida, asi como sus propiedades fisicoquimicas.

Si bien se han realizado varias investigaciones para determinar las condiciones
Optimas de extraccion de pectina de la cascara de sandia con el método convencional, los
parametros de extraccion varian generando resultados diferentes (Tabla 2), incluso el origen

de la sandia es una fuente de variacion segun concluyen (Pérez et al., 2022).

Tabla 2. Condiciones de extraccion y propiedades fisicoquimicas de pectinas extraidas de cascara de sandia por
el método convencional.

T Tiempo GE pM Cenizas MeO .
| H L R (% L Ref

Solvente ¢C) p S/ ") (%) (%) (kg/mol) (%) (%) ugar eferencias
Acido go 2 207 8231 . 133 N/D 124 1045  Colombia Pérez
citrico mL/g min
Acido ] .

o 80 2 01:25 3 8.38 66.3 N/D N/D N/D Malasia Khye
citrico

HCI 95 1.36  01:20 15 13.4 61.55 106.1 N/D 6.55 Espafia Mendez
HCI 80 2 01:25 2 6.52 715 N/D N/D N/D Malasia Khye
HCI 95 135 01:20 15 N/D 61.6 106.1 6.8 Espafa Méndez
HNO3 ) )
0.1 M) E N/D  01:25 1 19.3 63 3451 N/D N/D Brasil Petkowicz
HNO3 ) )
0.1 M) E N/D  01:25 1 14.2 61.5 40.39 N/D N/D Brasil Petkowicz

T: temperatura. E: ebullicion. N/D: No disponible. S/L: Relacién sélido/liquido. R: Rendimiento. GE: Grado de esterificacion. pM: Peso
molecular. MeO: Contenido metoxilo.

Por tanto, para obtener pectina de la cascara de sandia con extraccion &cida, el rango
de temperatura debe estar entre 80 a 95°C con un pH méaximo de 2. La duracion de la

extraccion de 1 a 3 horas. Esto aseguraria que la pectina tenga un DE mayor a 60%.
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Capitulo 3 — Metodologia

Para lograr los objetivos de la presente investigacion, se realizaron distintos procesos
para extraer, caracterizar y evaluar las propiedades emulsificantes de la pectina de cascara de
sandia. Los experimentos fueron realizados en los laboratorios de Biopeliculas y de
Corrosion y Materiales del Instituto de Ingenieria de la Universidad Auténoma de Baja

California.

3.1 Materiales

Las sandias (Citrullus lanatus) y el aceite de canola fueron adquiridos en un
mercado local de Mexicali, México. Las sustancias quimicas y solventes utilizados como el
acido citrico, etanol, acido clorhidrico, alcohol isopropilico, hidroxido de sodio y cloruro de
sodio fueron de grado analitico. EIl agua empleada para la elaboracion de soluciones y

emulsiones fue destilada.

3.2 Pretratamiento de la cascara de sandia.

Las sandias fueron lavadas, manualmente cortadas y se les removié la pulpa. Las
cascaras obtenidas se trituraron y, para eliminar azlcares solubles, inactivar
microorganismos y desnaturalizar enzimas, fueron sumergidas en agua destilada a 90°C
durante 25 minutos con agitacion magnética. Después de drenar el agua, las cascaras fueron
puestas en el deshidratador de alimentos durante 12 horas a una temperatura de 60°C.
Finalmente, se redujo el tamafio de particula con un triturador hasta quedar en polvo fino tipo
harina (menor a 0.5mm). La harina fue guardada en bolsas de plastico y almacenada a 25°C
para su uso posterior.

30



Para eliminar aceites y ceras de la harina, se agreg6 10 ml de alcohol isopropilico al
90% por cada gramo de harina. Se agitaron magnéticamente durante 30 minutos. Se filtro y
recuperaron los sélidos. Se repitidé el proceso 3 veces. El sobrenadante fue colectado y
guardado. Posteriormente, los solidos fueron puestos en el deshidratador de alimentos
durante 4 horas a una temperatura de 60°C. En la Figura 7 se muestra el resultado del
pretratamiento realizado a la cascara de sandia para su uso posterior en la extraccién de

pectina.

A Obtencion de harina B. Eliminacion de aceites v ceras

Figura 7. Pretratamiento de la cascara de sandia.
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3.3 Extraccién y Caracterizacion de Pectina
3.3.1 Extraccion acida de pectina

La pectina fue extraida con diferentes solventes. Se us6 un &cido organico (acido
citrico 0.1 M, pH 3.5) y uno mineral (acido clorhidrico 0.1 M, pH 1.2) bajo las mismas
condiciones de tiempo y temperatura de extraccion (80°C; 60 min). En ambos casos la
relacion solido-liquido fue de 1:30 (g/mL). Al finalizar la extraccion, se recuper6 el liquido
por medio de filtracion y se dejé enfriar hasta llegar a 25°C. Posteriormente, al liquido
residual se le agregé el doble del volumen de etanol al 96% para precipitar la pectina y se
dejo coagular durante 18 h a 4°C. La pectina coagulada se recuperd por medio de filtracion
y se lavo con etanol al 96% para eliminar sales, aztcares y residuos del solvente de extraccion
hasta que el liquido del lavado presentara un pH mayor a 4 (Figura 8). Finalmente, se seco
en un horno de conveccion hasta peso constante a 55°C por 12 h. En la Tabla 3 se desglosan

las cantidades de cascara de sandia utilizadas.

Tabla 3. Extraccion de pectina de cascara de sandia

Muestra Solvente extraccion Cascara de sandia seca (g)
SAC-01 Acido citrico 8.3
SAC-02 Acido citrico 47
SAC-03 Acido citrico 10.0
SAC-04 Acido citrico 10.0
SAC-05 Acido citrico 5.0
Continuacion Tabla 3

SHCL-01 Acido clorhidrico 2.5
SHCL-02 Acido clorhidrico 10.0
SHCL-03 Acido clorhidrico 5.0
SHCL-04 Acido clorhidrico 9.1
SHCL-05 Acido clorhidrico 10.4
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Extraccion dcida Coagulacion de pectina Pectina seca

Figura 8. Proceso de extraccion acida de pectina de cascara de sandia.

3.3.2 Porcentaje de Rendimiento

Para determinar el porcentaje de rendimiento se utiliz6 la formula:

peso de pectina seca (g)

Rendimiento de Pectina (%) = x 100 (2)

peso de cascara de sandia seca (g)

3.3.3 Determinacion de grado de esterificacion y contenido de metoxilos.

Por medio de la titulacién potenciométrica se determiné el grado de esterificacion de
la pectina extraida de la cascara de sandia, asi como el contenido de metoxilos. Primero se
colocd 0.2 g de pectina de cascara de sandia en un matraz Erlenmeyer. Luego se humedecié
con 5 gotas de etanol al 96%. Posteriormente, se agreg6é 20 ml de agua destilada. Se agitd

magnéticamente durante 2 horas a 40°C hasta la completa disolucion de la pectina.
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La titulacién potenciométrica se efectué a temperatura ambiente. Primero, en la
bureta se colocd la solucion de NaOH 0.1 N y a la solucion de pectina se le agregd 3 gotas
del indicador fenolftaleina. Poco a poco se fue agregando NaOH a la solucién de pectina

hasta el cambio de color (Figura 9). El volumen requirido de NaOH para la primera titulacion

se registro como volumen 1 (V1).

Figura 9. Titulacién potenciométrica de pectina extraida de la cascara de sandia.

Para la segunda titulacion, a la solucion resultante de la primera titulacion se le agregé
10 ml de NaOH 0.1 N para neutralizar la solucién &cida. Se agité durante 2 horas para
permitir saponificar los grupos esterificados del acido carboxilico de la pectina. Transcurrido
el tiempo, se adicion6 10 ml de HCI 0.1 N y se procedid a titular con NaOH el exceso de
HCI. El volumen utilizado de NaOH se registrd6 como volumen 2 (V2)(Bochek et al., 2001).
Asi, para determinar el grado de esterificacion y el contenido de metoxilos se usaron

las formulas (Polanco-Lugo, y otros, 2019):

v2(ml)
V1i(mL)+v2(mL)

DE(%) = x 100, 3)
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16.32

MeO (%) ===~ x DE(%), 4)

Donde DE es el grado de esterificacion, MeO el contenido de metoxilos, V1 el
volumen de la primera titulacion y V2 el volumen de la segunda titulacion. El procedimiento

se realizd por triplicado.

3.3.4 Viscosidad intrinseca y peso molecular viscosimétrico

La viscosidad intrinseca fue determinada segin el método de Sayah (2016) con
modificaciones. Brevemente, se prepard una solucién patrén de pectina de sandia de 0.2 %
p/v con NaCl 0.1 M como disolvente. La pectina fue diluida para obtener soluciones con un
rango de concentracién de 0.018 a 0.075 dL/g. Se realizaron 6 mediciones del tiempo de flujo
de la marca superior a la marca inferior del viscosimetro Ubbelodhe a una temperatura de
25°C +0.1 para cada concentracién (Figura 10). Se calculd el tiempo promedio. Se realizd la

prueba a tres muestras de pectina independientes.

Figura 10. Determinacién de viscosidad intrinseca de la pectina.
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La viscosidad relativa (grer), especifica (nsp) y reducida (greq) fueron calculadas con

las férmulas:

Drer = D1/90 = t1/t0 (5)
nsp = grel — 1 (6)
pred = nsp/C (7)

Donde t0 es el tiempo que tarda el solvente NaCl en fluir desde la marca superior a la
inferior del viscosimetro, t1 es el tiempo de flujo de la solucién de pectina y C es la
concentracion de la solucion de pectina.

Para determinar la viscosidad intrinseca [n] se extrapold linealmente la viscosidad
reducida a concentracion cero. EIl peso molecular viscosimétrico [Mw] de la pectina extraida
con acido citrico y acido clorhidrico se estimoé a partir de la viscosidad intrinseca [n] a traves
de la ecuacion de Mark Houwink-Sakura:

[n] = K[Mw]® (8)

Donde K y a son constantes empiricas que dependen de la temperatura, solvente y
polimero. Los valores correspondientes a pectina son (Migliori et al., 2010): K = 9.55 x 10*

(dL/g)ya=10.73.

3.3.5 Espectro infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR)
Se obtuvo el espectro infrarrojo de la pectina extraida de la cascara de sandia con
acido clorhidrico utilizando un espectrofotémetro infrarrojo con transformada de Fourier. El

espectro fue realizado en el rango de 400 a 4000 cm'™.
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3.3.6 Cenizas

Se realiz6 la prueba de cenizas a la pectina de cascara de sandia con HCI como
solvente extractante. Se coloc6 0.4870 g de pectina en un crisol en una mufla. Se incinero el
material organico al utilizar una temperatura de 600°C durante 4 h. Se utiliz6 la siguiente
formula para determinar el contenido de cenizas que representan las impurezas de la muestra

a evaluar:

Cenizas (g)

Cenizas(%) = x 100, 9)

Pectina (g)

3.4 Preparacion de emulsiones
3.4.1 Emulsiones con polisacaridos como emulsificantes.

Se prepararon soluciones de pectina de cascara de sandia, pectina comercial citrica y
goma arabiga en distintas concentraciones (1- 2% p/v). La emulsidn se preparo con el método
de titulacion con agua a temperatura ambiente. Al aceite de canola se le agrego 10 ml de la
solucion del polisacéarido, se mezcld con agitacidn magnética y se fue agregando agua hasta

alcanzar la concentracion deseada de aceite en la emulsion (Tabla 4).

Tabla 4. Formulacién de emulsiones con polisacaridos

Cédigo Aceite % Polisacarido % Agua% Codigo Aceite % Polisacarido % Agua %

PC-A 9.09 1.82 89.09 GA-1 9.09 1.82 89.09
PC-B 16.67 1.67 81.67 GA-2 16.67 1.67 81.67
PC-C 23.08 1.54 75.38 GA-3 23.08 1.54 75.38
PC-D 28.57 1.43 70.00 GA-4 28.57 1.43 70.00
PC-E 33.33 1.33 65.33 GA-5 33.33 1.33 65.33
PC-1 9.09 1.82 89.09 WP-1 4.76 1.90 93.33
PC-2 16.67 1.67 81.67 WP-2 9.09 1.82 89.09
PC-3 23.08 1.54 75.38 WP-3 16.67 1.67 81.67
PC-4 28.57 1.43 70.00 WP-4 23.08 1.54 75.38
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PC-5 33.33 1.33 65.33 WP-5 28.57 1.43 70.00

WP-6 33.33 1.33 65.33
WP-7 0.99 1.98 97.03
WP-8 291 1.94 95.15

PC-Letras = Pectina citrica al 1% p/v. PC-Numero = Pectina citrica al 2% p/v. GA = Goma arabiga al 2% p/v.
WP = Pectina de céascara de sandia al 2% p/v.

3.4.2 Emulsiones con Tween 80

Se elaboraron emulsiones de Tween 80 con el aceite de canola con el método de
titulacion con agua a temperatura ambiente. Brevemente, se mezclaron el Tween 80 con el
aceite por medio de agitacion magnética. Luego, con una bureta se fue agregando el agua
suficiente para alcanzar la proporcion deseada de aceite y Tween 80. En la

Tabla 5 se desglosan los datos de la formulacion de las emulsiones.

Tabla 5 Composicion de emulsiones preparadas con aceite de canola y Tween 80.
Cédigo Tween809% Aceite% Agua% Cadigo Tween 80 % Aceite%  Agua %

T1A9 0.56 5.00 94.44  T5Al 8.93 1.79 89.29
T1A8 0.63 5.00 9438 T6Al 10.00 1.67 88.33
T1A7 0.71 5.00 9429 T7Al 8.75 1.25 90.00
T1A6 0.83 5.00 9417 T8Al 10.00 1.25 88.75
T1A5 1.00 5.00 94.00 T9Al 9.00 1.00 90.00
T1A4 1.25 5.00 93.75 T4Al-B 5.00 1.25 93.75
T1A3 1.67 5.00 93.33 T4Al-C 2.50 0.63 96.88
T1A2 2.50 5.00 9250 T4Al-D 1.25 0.31 98.44
T3A2 7.50 5.00 87.50 T4Al-E 0.63 0.16 99.22
T2A3 3.33 5.00 91.67 T5Al1-B 4.46 0.89 94.64
T1A1 5.00 5.00 90.00 T6Al-B 4.29 0.71 95.00
T2A1 10.00 5.00 85.00 T7Al-B 4.38 0.63 95.00
T3Al 15.00 5.00 80.00 T10Al 10.00 1.00 89.00
T4Al 10.00 2.50 87.50 T15A1 15.00 1.00 84.00

3.4.3 Emulsiones con pectina de cascara de sandia y Tween 80
Se elaboraron emulsiones con pectina de cascara de sandia, Tween 80 y aceite de

canola con el método de titulacién con agua. Primero, se prepard una solucion de pectina de
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cascara de sandia al 2% p/v al disolver 1 g de pectina en 50 ml de agua destilada. EI pH de
la solucion fue de 2.8. Despues, se creo la fase lipofila al mezclar el aceite de canola, la
pectina de sandia y el Tween 80 por medio de agitacion magnética. Finalmente, con una
bureta se fue agregando el agua suficiente para alcanzar la proporcién deseada de los

componentes (Figura 11). En la Tabla 6 se desglosan los datos de la formulacion de las

emulsiones.

Figura 11. Elaboracion de emulsiones por el método de titulacién con agua.

Tabla 6. Formulacion de emulsiones Tween 80, pectina de sandia y aceite de canola.

Caodigo Tween 80 % Pectina% Aceite % Agua %

T10PO 10.0% 0.0% 1.0% 89.0%
T9P1 9.0% 1.0% 1.0% 89.0%
T8P2 8.0% 2.0% 1.0% 89.0%
T7P3 7.0% 3.0% 1.0% 89.0%
T6P4 6.0% 4.0% 1.0% 89.0%
T5P5 5.0% 5.0% 1.0% 89.0%
T4P6 4.0% 6.0% 1.0% 89.0%
T3P7 3.0% 7.0% 1.0% 89.0%
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T2P8 2.0% 8.0% 1.0% 89.0%

T1P9 1.0% 9.0% 1.0% 89.0%
TOP10 0.0% 10.0% 1.0% 89.0%
T9P2 9.0% 2.0% 1.000% 88.0%
TIP3 9.0% 3.0% 1.000% 87.0%

3.4.4 Caracterizacion de las emulsiones

Las emulsiones fueron revisadas visualmente para determinar su estabilidad
macroscopica y por medio de un microscopio 6ptico se obtuvieron iméagenes de las particulas
de las emulsiones. Aquellas que fueron claras y transparentes se les realiz6, por medio de la
técnica de dispersion dinamica de la luz (DSL), la medicion del diametro de la micela
utilizando un laser difractobmetro Nanotrac. El didmetro promedio (nm) y las curvas de
distribucién de tamario fueron utilizados para caracterizar las emulsiones. Ademas, se midid

el potencial Z (mV) de las micelas.

3.5 Anadlisis Estadistico

El analisis estadistico ANOVA se realizé utilizando el programa Matlab ® version

2012b con una significancia de p<0.05.
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Capitulo 4 - Resultados

Los resultados de los experimentos realizados para extraer, caracterizar y evaluar las
propiedades emulsificantes de la pectina de cédscara de sandia se exponen a continuacion.
Ademas, se explica el significado de los resultados obtenidos asi como su coincidencia o0 no

con otras investigaciones para determinar los aspectos novedosos de la investigacion.

4.1 Extraccién de pectina de cascara de sandia

El rendimiento de extraccion de pectina usando acido clorhidrico como solvente
extractante fue significativamente mayor al compararlo con el acido citrico (Tabla 7). Estos
resultados son diferentes a los publicados en otros estudios (Lee & Choo, 2020). Las
diferencias podrian deberse a que la concentracion de &cido citrico fue menor en esta
investigacion generando un pH de la solucién extractante mayor al utilizado en otras
investigaciones. Sin embargo, esto demuestra que, para obtener un mayor rendimiento con
acido citrico, se debe usar una mayor cantidad de este acido débil. En cambio, se requiere
una menor cantidad de acido clorhidrico para tener un medio con pH menor a 2. A nivel

industrial, es mas redituable utilizar menor cantidad de un solvente.

Tabla 7. Rendimiento en la extraccion acida de pectina.

Experimento Acido citrico Acido clorhidrico
1 4.09% 11.54%
2 8.12% 10.18%
3 4.90% 9.33%
4 5.23% 11.59%
5 5.84% 9.88%
Promedio 5.64% 10.50%
Desviacion estandar +1.52% +1.02%
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4.2 Caracterizacion de la pectina de cascara de sandia

La pectina extraida con &cido citrico presentd un grado de esterificacion (DE) del
63.73% + 2.71% y un grado de metoxilacién (MeO) del 10.40 + 0.44%. En cambio, la pectina
obtenida con &cido clorhidrico presenté un DE del 70.02 + 2.8% y un MeO del 11.43 +
0.36%, lo cual coincide con los valores reportados en la literatura. Sin embargo, en este
estudio el grado de esterificacion y contenido de metoxilo es ligeramente mayor en las
pectinas extraidas con HCI (Tabla 8) contrario a lo que reportan otros estudios (Lee & Choo,
2020; Mendez et al., 2021; Pérez et al., 2022; Petkowicz et al., 2017). Esto puede deberse al
hecho de que la temperatura y tiempo de extraccion empleado en esta investigacion fue
menor al utilizado en dichos estudios. Es sabido que condiciones extremas (pH bajo, alta
temperatura) propician la hidrolisis de la pectina disminuyendo asi su grado de esterificacion

y contenido de metoxilo.

Tabla 8. Grado de esterificacion y contenido de metoxilo de la pectina.

Muestra Solvente extraccion V1 (ml) V2 (ml) DE(%) MeO(%)
SAC-A Acido citrico 125 234 65.18 10.64
SAC-B Acido citrico 12.8 24.2 65.41 10.67
SAC-C Acido citrico 16.9 26 60.61 9.89
SHCL-A  Acido clorhidrico 115 24.9 68.41 11.16
SHCL-B Acido clorhidrico 8.8 23.2 72.5 11.83
SHCL-C Acido clorhidrico 12 26.9 69.15 11.29

Las pectinas con propiedades emulsificantes tienen un alto grado de esterificacion.
Como la pectina extraida de la cascara de sandia cumple con este requisito, se estima que

tendra la capacidad de producir emulsiones estables.
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4.2.1 Peso molecular viscosimétrico de la pectina.

El peso molecular de la pectina extraida con &cido citrico fue de 15,020.41 g/mol y

para la extraida con &cido clorhidrico fue de 30,093.41 g/mol (Tabla 9). El peso molecular
fue calculado con la viscosidad intrinseca de la pectina (Figura 12). En otros estudios sélo
han evaluado el peso molecular de pectinas extraidas de cascara de sandia usando HCI y
HNO3s como solvente extractante (Mendez et al., 2021; Petkowicz et al., 2017). Al comparar
el resultado de esta investigacion con ellos, el peso molecular de la pectina es menor. Esta
discrepancia podria deberse al método de determinacion o al origen del fruto ya que, a
diferencia de las proteinas, las pectinas y los polisacaridos en general presentan pesos
moleculares indefinidos debido al mecanismo de ensamble del polimero (Nelson et al.,
2013).

Tabla 9. Medidas viscosimétricas de la pectina extraida con acido citrico (AC) y acido clorhidrico (HCI).

Muestra  Concentracion Tiempo Viscosidad Viscosidad Viscosidad  Viscosidad

(g/dL) (s) relativa especifica reducida intrinseca
[n]reL [n]sp [n]rep [n] dl/g
0 5.13 - - -
0.018 5.25 1.02300 0.02300 1.26511
0.033 5.37 1.04711 0.04711 1.41326
AC-A 0.046 5.47 1.06693 0.06693 1.45008 1.14949
0.057 5.56 1.08350 0.08350 1.46118
0.067 5.67 1.10559 0.10559 1.58382
0.075 5.78 1.12703 0.12703 1.69374
AC-B 0 5.13 - - -
0.018 5.25 1.02371 0.02371 1.30399
0.033 5.38 1.04839 0.04839 1.45177
0.046 5.50 1.07080 0.07080 1.53405 1.11674
0.057 5.59 1.08931 0.08931 1.56301
0.067 5.72 1.11530 0.11530 1.72946
0.075 5.86 1.14128 0.14128 1.88373
AC-C 0 5.13 - - -
0.018 5.23 1.0195 0.0195 1.0721
0.033 5.36 1.0444 0.0444 1.3333
0.046 5.49 1.0698 0.0698 1.5120 0.9408
0.057 5.57 1.0862 0.0862 1.5078
0.067 5.67 1.1053 0.1053 1.5789
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0.075 5.80 1.1306 0.1306 1.7414
HCI-A 0 5.13 1.03576 0.03576 1.96684
0.018 5.31 1.06632 0.06632 1.98960
0.033 5.47 1.09948 0.09948 2.15540
0.046 5.64 1.12874 0.12874 2.25293 1.66758
0.057 5.79 1.16450 0.16450 2.46749
0.067 5.97 1.19506 0.19506 2.60078
0.075 6.13 1.03576 0.03576 1.96684
HCI-B 0 5.13 1.03964 0.03964 2.17999
0.018 5.33 1.07310 0.07310 2.19298
0.033 5.51 1.10689 0.10689 2.31590
0.046 5.68 1.14100 0.14100 2.46751 1.92397
0.057 5.85 1.17381 0.17381 2.60721
0.067 6.02 1.20240 0.20240 2.69872
0.075 6.17 1.03964 0.03964 2.17999
HCI-C 0 5.12 1.03649 0.03649 2.00717
0.018 5.30 1.07168 0.07168 2.15054
0.033 5.48 1.10108 0.10108 2.18996
0.046 5.63 1.13555 0.13555 2.37211 173454
0.057 5.81 1.17367 0.17367 2.60508
0.067 6.00 1.20072 0.20072 2.67622
0.075 6.14 1.03649 0.03649 2.00717
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Figura 12. Curvas de Viscosidad Reducida [nrq] VS Concentracion para determinar la viscosidad intrinseca de
las pectinas extraidas con acido citrico y acido clorhidrico.

El peso molecular de la pectina extraida de la cascara de sandia se considera bajo, lo
cual la hace candidata a presentar propiedades emulsificantes.

4.2.2 Espectro FT-IR de la pectina de cascara de sandia.

La validacién de la pectina se llevo a cabo con la obtencion del espectro infrarrojo
con transformada de Fourier. En dicho espectro se observan los picos caracteristicos de la

pectina (Figura 13).
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Figura 13. Espectro infrarrojo de la pectina extraida de la cascara de sandia.

Los picos presentes en las longitudes de onda 3383.5 cm? y 2932.90 cm?,
corresponden a las vibraciones de estiramiento de los enlaces O-H y C-H, respectivamente.
Estos enlaces son comunes en los polisacaridos. La confirmacién de que la molécula se trata
de pectina esta en los picos 1729.50 cm™? y 1626 cm™, donde el primero representa las
vibraciones de estiramiento de los grupos carboxilicos esterificados (C=0) y el segundo a los
grupos carboxilicos libres (COO"). Ademas, los picos en 1439 cm™ y 1225 cm™ representan
el estiramiento simétrico de los enlaces COO"y C=0, respectivamente. Finalmente, alrededor

de 1000 cm se manifestaron picos que representan a los enlaces glicosidicos (C-O-C).
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4.2.3 Contenido de cenizas

Segun la Asociacion Internacional de Productores de Pectinas (IPPA) el contenido de
cenizas permitido para considerarlas de calidad es < 10%. La pectina de cascara de sandia
extraida con HCI present6 1.77% de cenizas. Este resultado no puede compararse con otros
estudios debido a que no proporcionan esta informacion de pectinas extraidas con el método

convencional con HCI como acido extractante.

En resumen, el &cido clorhidrico fue el solvente mas efectivo en extraer la pectina de
la cascara de sandia al compararlo con el acido citrico. Ademas de obtener el mayor
porcentaje de rendimiento de extraccion, también permitio la extraccion de pectinas con
mayor grado de esterificacion, contenido de metoxilos y peso molecular viscosimétrico. Por
esta razon, la pectina extraida con HCI fue utilizada en la elaboracion de emulsiones. Los

resultados de la evaluacion de su capacidad emulsificante se muestran a continuacion.

4.3 Propiedades emulsificantes de pectina de cascara de sandia.

4.3.1 Emulsiones con pectina de cascara de sandia.

En la Tabla 10 se desglosan las proporciones de las emulsiones preparadas con los
polisacaridos, asi como los resultados de la inspeccion visual. Todas las emulsiones
preparadas con pectina comercial citrica y con goma arabiga presentaron separacion de fases
inmediata. S6lo cuatro emulsiones preparadas con pectina de sandia permanecieron estables

al menos 24 h.

Segun la literatura, la pectina comercial citrica y la goma arabiga tienen propiedades

emulsificantes cuando el método de preparacion de las emulsiones es de alta energia. Al
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utilizarlas para preparar emulsiones con un método de baja energia, no pudieron adsorberse
en la interfaz aceite-agua lo cual provocé la separacion de fases de manera inmediata. En
cambio, la pectina extraida de la cascara de sandia produjo emulsiones de apariencia lechosa,

aunque la separacion de fases termind presentandose en un lapso de 24 horas.

Tabla 10. Resultados de la inspeccion visual de emulsiones con polisacaridos como emulsificantes.

Codigo  Aceite %  Polisacarido %  Agua%  Apariencia  Separacion de fases Superficie espejo
PC-A 9.09 1.82 89.09 N/A Si, inmediata N/A
PC-B 16.67 1.67 81.67 N/A Si, inmediata N/A
PC-C 23.08 154 75.38 N/A Si, inmediata N/A
PC-D 28.57 1.43 70.00 N/A Si, inmediata N/A
PC-E 33.33 1.33 65.33 N/A Si, inmediata N/A
PC-1 9.09 1.82 89.09 N/A Si, inmediata N/A
PC-2 16.67 1.67 81.67 N/A Si, inmediata N/A
PC-3 23.08 1.54 75.38 N/A Si, inmediata N/A
PC-4 28.57 143 70.00 N/A Si, inmediata N/A
PC-5 33.33 1.33 65.33 N/A Si, inmediata N/A
GA-1 9.09 1.82 89.09 N/A Si, inmediata N/A
GA-2 16.67 1.67 81.67 N/A Si, inmediata N/A
GA-3 23.08 1.54 75.38 N/A Si, inmediata N/A
GA-4 28.57 1.43 70.00 N/A Si, inmediata N/A
GA-5 33.33 1.33 65.33 N/A Si, inmediata N/A
WP-1 4.76 1.90 93.33 Lechosa Si, después de 24 h a T ambiente No
WP-2 9.09 1.82 89.09 Lechosa Si, después de 24 h a T ambiente No
WP-3 16.67 1.67 81.67 Lechosa Si Si
WP-4 23.08 1.54 75.38 Lechosa Si Si
WP-5 28.57 1.43 70.00 Lechosa Si Si
WP-6 33.33 1.33 65.33 Lechosa Si Si
WP-7 0.99 1.98 97.03 Lechosa Si, después de 24 h a T ambiente No
WP-8 291 1.94 95.15 Lechosa Si, después de 24 h a T ambiente No

N/A = No aplica

Solo cuatro emulsiones preparadas con pectina de sandia permanecieron estables al
menos 24 horas (WP1,WP2 WP7 y WP8), ellas tienen en comin que la concentracion de
aceite es menor al 10% (Figura 14). A estas emulsiones, se les realizo la prueba del potencial

Z asi como la evaluacién en el microscopio éptimo para visualizar las particulas dispersas.
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Figura 14. Comparacién de emulsiones preparadas con goma arabiga, pectina citrica comercial y pectina de
sandia.

Al analizar bajo el microscopio dptico las muestras se aprecid el mecanismo de
desestabilizacion de floculacion y coalescencia (Figura 15). A pesar de que mostraron una
apariencia uniforme, esta inspeccion microscépica nos informé que la emulsién seria

inestable a corto plazo.
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Coalescencia

Figura 15. Floculacion y coalescencia en emulsiones con pectina de sandia.

Los resultados de la prueba del potencial { estuvieron en el rango de +0.5 a +10.5
(mV), lo que confirma la inminente inestabilidad de la emulsién (Tabla 11). Estos resultados
discrepan con los reportados en otros estudios los cuales determinaron la buena estabilidad
en emulsiones con mayores concentraciones pectina de sandia (3.5 a 4%) y alto contenido de
aceite (9 a 60% v/v) (Mendez et al., 2021; Petkowicz et al., 2017). Probablemente el método
de preparacion influy6é debido a que en ambos estudios el método fue de alta energia.
Ademas, el tipo de aceite empleado también puedo ser un factor, como en el estudio de
Petkowicz (2017) donde usé un aceite de cadena corta lo que probablemente facilito la

formacion de micelas con menor superficie.
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Tabla 11. Potencial Z de emulsiones preparadas con pectina de sandia.

WP1 WP2 WP7 WP8
Potencial ¢ 0.5 9.4 200* 10.5
Polaridad Positivo Positivo Positivo Positivo
Mobilidad (u/S/V/cm) 0.04 0.73 15.63* 0.82
Conductividad (uS/cm) 882 926 1036 956

*Fuera de rango

La polaridad de las particulas fue positiva, lo cual nos indica que la pectina no se
adsorbio6 al interfaz aceite-agua. Se esperaria que fuera negativa para considerar que fue
adsorbida y, por tanto, deducir que presenta actividad superficial, lo cual no ocurrid. Por tal
motivo, la pectina como unico emulsificante produce emulsiones inestables bajo el método

de titulacion con agua.

4.3.2 Emulsiones con Tween 80

Debido a que la pectina de sandia no funcioné como unico emulsificante, se planted
el uso de un tensioactivo no ionico para evaluar si es capaz de adherirse a la superficie de la
micela. Primero se elaboraron emulsiones con Tween 80 y aceite de canola en distintas
proporciones con el método de titulacion con agua. En la Figura 16 se desglosan los

resultados de la inspeccion visual de las emulsiones.

Se eligio a la emulsificacion con relacion Aceite-Tween 1:15 (v/v) como la referencia
ya que presento estabilidad. La emulsion con relacion Aceite-Tween 1:10 (v/v) fue utilizada
como la experimental, es decir, se tomaria como base para la elaboracion de emulsiones con

pectina y Tween 80 como emulsificantes.
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Figura 16. Apariencia macroscopica de emulsiones con aceite de canola y Tween 80.

4.3.3 Emulsiones con pectina de sandia, Tween 80 y aceite de canola.

Se elaboraron emulsiones donde la proporcion de aceite fue del 1% v/v. En la Tabla
12 se desglosan las relaciones evaluadas entre la pectina y el Tween 80, asi como la
apariencia macroscopica de las emulsiones formadas. Solamente a aquellas que presentaron

estabilidad, se les realizo la prueba del potencial Z.

Tabla 12. Formulacion de emulsiones con pectina de sandia 'y Tween 80.

Cédigo Tween 80 %  Pectina % Aceite %  Agua % OBSERVACIONES

T10PO 10.0 0.0 1.0 89.0 Clara y transparente. Con efecto nube
en la superficie después de 24 h.

TIP1 9.0 1.0 1.0 89.0 Clara y transparente.

T8P2 8.0 2.0 1.0 89.0 Clara y transparente.

T7P3 7.0 3.0 1.0 89.0 Lechosa

T6P4 6.0 4.0 1.0 89.0 Lechosa

T5P5 5.0 5.0 1.0 89.0 Lechosa
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T4P6 4.0 6.0 1.0 89.0 Lechosa

T3P7 3.0 7.0 1.0 89.0 Lechosa

T2P8 2.0 8.0 1.0 89.0 Lechosa

T1P9 1.0 9.0 1.0 89.0 Lechosa

TOP10 0.0 10.0 1.0 89.0 Turbia por la pectina.
TOP200 0.0 10.0 0.010 90.0 Turbia por la pectina
TIoP2 9.0 2.0 1.0 88.0 Clara y transparente
TIP3 9.0 3.0 1.0 87.0 Clara y transparente

Las emulsiones elegidas para realizarles las pruebas de caracterizacién con la técnica
DSL fueron las que presentaron la relacion Tween 80 — Pectina 8:2 (T8P2), 9:1 (T9P1), 9:2
(T9P2) y 9:3 (T9P3). Las emulsiones con relacion Tween 80 — Pectina 10:0 (T10P0) y 15:0

(T15P0) fueron las de referencia (Figura 17).
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Figura 17. Emulsiones con pectina de sandia y Tween 80.

Los resultados de las pruebas DSL demuestran que, al aumentar la concentracion de

pectina de sandia, aument6 el tamafio de la micela, asi como la polaridad negativa (Tabla
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13). Puede sugerirse que la pectina fue parcialmente adsorbida en la interface aceite-agua
con su parte hidrofila en la fase continua continua y la hidréfoba en contacto con las gotas de
aceite. Estos resultados coinciden con el de Umafia et al., 2021. Ademas, al compararla con
las emulsiones que no tienen pectina (T10PQ), se aprecié que la movilidad de la micela
disminuy6 lo que podria atribuirse a la viscosidad que aporta la pectina. Sin embargo, al
aumentar la concentracion de pectina en las emulsiones con el emulsificante no idnico Tween
80, también aumenté la movilidad. Con esto podria sugerirse que la pectina al estar adsorbida
en la superficie de la micela se encuentra en menor proporcion como pectina libre en la fase

continua, disminuyendo asi la viscosidad del medio.

Tabla 13. Resultados de la prueba de potencial Z de emulsiones Tween80-pectina.

T10PO T8P2 TOoP1 T9P2 TIP3 T15P0
MV (nm): 7.98 8.97 6.69 7.28 9.11 7.02
MN(nm): 6.64 5.74 4.66 404  6.89 5.51
MA(nm): 7.44 7.52 5.77 5.72 8.23 6.44
Cs: 804.1 797.6 1039 1049  728.9 9315
Zeta Potential (mv): 94.6 200* 34.4 24.6 39.3 200*
Polarity: gtierserminar Positivo  Sin determinar Positivo Negativo Positivo
Mobility (u/S/V/cm): 7.39 15.63*  2.69 1.92 3.07 15.63*
Conductivity (usfcm): 116 114 121 125 115 149
Viscosidad 0.873 0.886 0.89 0.89 0.871
Dia (nm) 7.61 8.08 6.01 6.41 8.61 6.68

*: Fuera de rango

Adicionalmente, se prepard una emulsion con una relacion Tween-pectina 9:4 (v/v)
pero en su evaluacion macroscopica mostro turbidez. Esto significaria que la concentracion
en la que los emulsificantes saturan la interfase aceite-agua fue con la relacion Tween-pectina
9:3. Agregar mas pectina desestabilizd la emulsion porgue la superficie de las micelas estaba
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completamente saturada y no permitio la adsorcién del polimero en las micelas. Al cabo de
7 dias, las emulsiones fueron evaluadas visualmente y todas presentaron el efecto nube al
agitarlas. La mas estable siguié siendo la muestra T9P3 cuya representacion esquematica se
muestra en la Figura 1, donde la superficie saturada de la micela contiene 9 moléculas de

Tween 80 y tres de pectina extraida de la cascara de sandia.

. Tween 80
Pectina de cascara
de sandia

O Aceite

Figura 18. Representacion de micela formada con aceite, Tween 80 y pectina.

El tamafio de la micela de la emulsion T9P3 fue de 9.11 nm, similar a la que obtuvo
Mendez et al., (2021) al preparar emulsiones con un método de alta energia con la pectina

como Unico emulsificador.

En resumen, la pectina no presentd buenas propiedades emulsificantes cuando fue
utilizado como anico emulsificante. La técnica de preparacién, asi como el tipo de aceite
empleado podrian ser factores en estos resultados. Sin embargo, emplear la pectina como co-
emulsificante permitié el desarrollo de emulsiones moderadamente estables que podrian
utilizarse en el desarrollo de productos alimenticios de consumo inmediato o también en

productos que tengan la leyenda “Agitese bien antes de usarse”. Ademas, la pectina redujo
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la concentracién de Tween 80 en la emulsion, situacion favorable para reemplazar productos

de origen sintético por naturales.
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Capitulo 5 — Conclusiones

La céscara de sandia es una fuente alternativa de obtencion de pectina al ser un residuo
generado durante todo el afio y en altas cantidades. Ademas, las caracteristicas quimicas
evaluadas demostraron que cuenta con el grado de esterificacién (>50%) deseado en las
pectinas comerciales y con un grado de impurezas muy por debajo del limite permitido.
Asimismo, el espectro infrarrojo valida que la molécula extraida fue pectina. Si bien el peso
molecular viscosimétrico se encuentra por debajo del peso de las pectinas comerciales, este
no seria un factor limitante en su aplicacion industrial, todo dependeria del producto que se

desee desarrollar.

Las emulsiones preparadas con pectina de cascara de sandia como emulsificante
unico, no presentaron la estabilidad deseada para ser utilizadas como productos del sector
alimenticio, farmacéutico o cosmetico. Estos resultados discrepan con los reportados en otras
investigaciones (Mendez et al., 2021; Petkowicz et al., 2017). El grado de esterificacion de
la pectina de esos estudios es similar a la obtenida en esta investigacion. Por tanto, se descarta
que sea un factor en la propiedad emulsificante. EI peso molecular (pM) también se anula
como variable que alterara las propiedades de emulsion debido a que en las pectinas extraidas
por Mendez (2021) y Petkowicz (2017) tuvieron un pM muy diferente al compararlas entre
ellas, fueron de 106 kg/mol y 34.5 kg/mol respectivamente y, aun asi, mencionan que sus
emulsiones fueron estables. EI método de emulsificacion podria ser una variable ya que en
sus investigaciones emplearon una técnica de alta energia y en este estudio, se uso una de
baja energia. Asimismo, ambos coinciden en que el contenido de proteinas presentes en estas

pectinas y su estructura molecular fueron determinantes en las propiedades emulsificantes.
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Como continuidad de este proyecto, se propone realizar pruebas de cuantificacion de

proteinas y de identificacion de monosacaridos presentes.

La interaccidn de pectina extraida de la cascara de sandia con surfactantes no iénicos
no se ha estudiado previamente. En la presente investigacion se observo que la pectina es
adsorbida en la superficie de la micela al incorporarse en una emulsion que contenga un
tensioactivo no ionico, especificamente con Tween 80, siempre y cuando la superficie de la
gota no esté completamente saturada con dicho emulsificante. Adicionar un exceso de pectina
desestabiliza la emulsion. Por tanto, identificar la relacion Tween 80-pectina adecuada para

saturar la superficie de la micela resulta importante.

Se ha reportado que modificar la estructura molecular de la pectina o el crear
complejos pectina-proteina mejoran notablemente las propiedades emulsificantes. Por tanto,
como continuidad de este proyecto, se propone realizar emulsiones con pectinas modificas
en el grado de esterificacion, aumentar su grado de acetilacion asi como elaborar complejos

pectina-proteina para mejorar las propiedades emulsificantes.
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Anexos

En esta seccidn se presenta a modo de antologia, actividades realizadas durante la
investigacion que fueron descartadas por diversos motivos. También, se adjuntan
comprobantes de actividades de divulgacion en las que participé durante el periodo de la

investigacion.

Al — Actividades descartadas

Recuperacion de nutrientes y bioactivos:
Evaluacion de solventes - Aceites

~
! ChikeS8co | 1gwma te measte + 1) mi soferin o 5 s spiscian os vers

'

ooto
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Recuperacion de nutrientes y bioactivos:
Evaluacion de solventes - Proteinas

Fltrar,

_ | centrifugar a
7| temperatura
ambiente

110 Calentar a
Hojuelas/agua G0°C por 30
.A]LISIS.I’ pH BS minuas

Concentracién proteina seluble: 0,53 maiml

Prueba Bradford

Concentrackin: 9,397

Recuperacion de nutrientes y bioactivos:
Evaluacion de solventes - Carbohidratos

o B
Chile sec0 =n
meteswn | Negativo
Prowina |
2

R

Caleniar en Calertaar o 55°C en HCI
aua 2 30°C 1M por 30 mn | Luego
por 10 mirutos 0.5 HCI por 30 mn

Am:ins ¥ l

soudion
boida

Célculo de |a concentracidn con prueba medificada H2504 al 5¢%
35.47 mg/ml 50.26 mg/ml 60.37 mg/ml
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Pretratamiento Recdica de Frutas Proceso de secado: Reduccion del
T Lavado con agua 40°C tamaiio de
y Verduras %
24 horas particula

Lotes de muestras
A. Cascaras de limén, cebolla, ajo, zanahoria,
papa, aguacate, platano. Semillas de chile
poblano y de aguacate. Tomate y
manzana.
. Cascara de aguacate, zanahoria y papa.
Tallos de cilantro y chile poblano. g
Extremos de calabaza y ejotes. -ilm:memto Sanatio ds Proceszoiec secado:
> Céscaras despifia. . L reﬁ?ger:sc:g: aej°C pa.rficula: 60 minutos.
D. Cascaras de naranja y limén. 0.5 mm

Humedad
Rango: 65 - 80%

Pendiente
Recuperar el agua eliminada en esta etapa
para utilizarla en otras fases del proceso.

Extraccion de aceites — Evaluacion de tiempo en bafio ultrasénico

Sustrato
Residuos mixtos de frutas y verduras (Lote A).
Cantidad: 1 gramo.
Solvente
ﬂ\

Alcohol isopropilico.

Proceso

Temperatura: 25°C

Relacién sélido-liquido: 1:10.
Tiempos: 5, 10, 15 y 20 minutos.

Absorbancia

Eleccién: 15 minutos.

51372 360 363 3% & 413 W0 433 406 W4 2 40 3 476 44 433 500 %08 G5 34 633 610 £43 E6R Se4 572 60 630 £ 604 417 630 623 6% G4 653 60 630 976 644 62 70

Longitud de onda (nm)
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Extraccion de aceites

Sustrato

Residuos mixtos de frutas y verduras (Lote A).

Cantidad: 5 gramos.

Solvente
Alcohol isopropilico.

Técnica
Bano ultrasonico

Proceso

Temperatura: 25°C

Tiempo: 15 minutos.

Relacién sélido-liquido: 1:10 primer extracto
1:5 segundo
1:2.5 tercero y cuarto.

Extraccion de aceites

Sustrato

Residuos mixtos de frutas y verduras (Lote A).

Cantidad: 30 gramos.

Solvente
Alcohol isopropilico.

Técnica
Bano ultrasénico

Proceso

Temperatura: 25°C
Tiempo: 15 minutos.
Relacién sélido-liquido: 1:2.
4 extracciones.

Observaciones

+ Seutilizaron 100 ml de Alcohol isopropilico.

* Serecuperaron 82 ml del alcohol.

+ Elmatraz permaneci6 en la incubadora a 40°C por 24
horas para eliminar el alcohol restante.
Se obtuvieron 1.01 gramos de aceite, equivalente al
20.2% de la muestra.

Se obtuvieron 0.73 g.

Se recuperaron 2.67 g de
aceite.

Observaciones

En total se utilizaron 250 ml del alcohol.

Se recuper6 el 80% del alcohol.

Se obtuvieron 3.408 g de lipidos (10.65% de la muestra).
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Caracterizacion de aceites - FTIR

1461.75cm-1

1268.26cm-1

1160.96cm-1

1742.31cm-1

1119.68cm-1

|
722.19cm-1

{000

Densidad
0.8519 g/ml

FTIR
Comparativo: Tipo aceite de ricino.

Caracterizacion de aceites — Analisis Termogravimétrico

Onset = 37.86.°C

— | TGA en dIL

8

p =54.030 JigIC \

3

Cp Extrapolated = 104.60 °C \

Cutva de masa
End = 149.97 A \\ \

8

.
X2 = de energia
Y2 =

8

S

Heat FlowEndo Down (MW) —— — =

Inicio de la reaccién de transformacién en 37.86 -
°Cy termina a los 149.97 °C con una Tg de

g

104.60 °C.

—

2892 S0
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Caracterizacion de aceites - FTIR

904 865.54cm-1

1642.25cm-1 918.94cm-1
804

70
1408.49cm-1

60
1340.85cm-1

3294.04cm-1
501 816.34cm-1

404
410.02cm-1

304 1027.52¢cm-1
95,

4000 ¥ 500 400

FTIR
Comparativo: Posible Tiol

7
514.35cm-1

Extraccion de aceites esenciales con hidrodestilacion

Residuos mixtos de frutas y
verduras

Resultados:

No se obtuvieron aceites esenciales. -C2Eu

Reclecci(’)n del hidrolato

Recoleccion del condensado
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Extraccion de proteinas

i
Residuos de Frutas y . - y Exfraccion de Extraccion de : T
T H Pretratamiento ]—P[Extraccson de acenes pectinas ]—b[ Fibra dietética }
J

Sustrato

Residuos mixtos de frutas y verduras (sin aceites).
Cantidad: 3.5 gramos.

kY -9

Barfio ultrasénico Buffer fosfatos pH 7.4 30 minutos. Negativo El pH final fue de 5.6
Agitacion magnética, Buffer fosfatos pH 7.4 60 minutos. Negativo El pH final fue de 5.2
bano maria.

Agitacion magnética, Buffer de carbonatos pH 60 minutos. Negativo El pH final fue de 9.2
bafio maria. 10

Agitacion magnética, Solucion deNaOH 1M, 60 minutos. Negativo El pH final fue de 5.3
bafio maria. mas adicion de NaOH

0.1 M para ajuste de pH.

pH inicial = 11.

Caracterizacion de proteinas - FTIR

1000 3500 3000 X 2000
Perkin-EImer ATR of Polymers Library cm-1
Name Description
——— Administrator 123  Sample 123 By Administrator Date Tuesday. October 08 2019
——— AP0002 ALGINIC ACID SODIUM SALT

FTIR
Comparativo: Alginato de sodio.
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Extraccion de pectinas

/

Residuos de Frutas y
verduras

; " . Extraccion de = e
Pretratamiento ]—D[Extracaon de aceites protafnias Fibra dietética

Sustrato

Residuos mixtos de frutas y verduras (sin aceites, sin
proteina). Cantidad: 2 gramos.

Lavar con HCI1 M

por 30 min a 85°C.

Relacion RFV: HCI
1:10

l

Sustrato

Condensado, residuo de la hidrodestilacién.
Cantidad: 100 ml.

Caracterizacion con FTIR:
Negativa
Prueba con EDX: Sales de C1

Solucion de acido citrico 0.03M
pH=18
Temperatura = 75°C

Filtrar

Acuosa:

Agitacion magnética, 60 minutos.
Filtrar y repetir.

Pectina:

l

RFV: lavar con HCI
0.5Mpor30 mina
85°C. Relacion 1:10

l

Al sobrenadante, agregar etanol absoluto.
Relacion 1:1 (viv).

Filtrar

Acuosa:

Pectinas|

Caracterizacion de pectinas - FTIR

103
1007

904

804

704

60

504

404

301

29.

1745.08cm-1
2930.41cm-1 867.27cm-1

1602.82cm-1

3277.55cm-1

514.78cm-1

1015.59cm-1 417.87cm-1

1047.59cm-1

40

FTIR

1000

Comparativo: No en biblioteca Perkin- Elmer
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Caracterizacion de pectinas — Analisis Termigravimétrico

8253

80 ‘

Onset = 41.89 °C

\ _X1=36.87°C

TGAen

Pectina

/1=28.0799 mW Ty Half Cp Extrapolated = 82.42 °C
et Delta Cp = 58.869 Jig™C

—

N —
End=12398°C ' v

K2=19522 ° Curva de energia

¥2 = 106.852( g

i

Curva de masa

\

2479

2885 S0 100 150 200 250 300 350
Temperature (*C)

Tiene un inicio de la reaccion de transformacion de 41.89 °Cy
termina a los 123.96 °C con una Tg de 82.42 °C.

Muestras:

A. 5 gramos del biopolimero (gel).
B. 10 gramos del gel.

C. 15 gramos del gel.

Secado a 40°C por 24 horas.

Resultados:
% Humedad =96%.
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Propiedades de pectinas

Se tomaron 0.1205 g de la primer biopelicula obtenida.
Se disolvieron en 5 ml de agua destilada en agitacién
magnética durante 15 minutos.

Incubadora a 40°C por 24 horas.

Obtencion de celulosa

Residuo FV sin
aceites, proteina,
pectinas.

Y
RFV: lavar con NaOH
1Mpor30 mina
85°C. Repetir 3
veces.

g

R SRR R ER

Filtrar

RFV: lavar con
NaClIO 1-2% por 60
min a 95 °C. Repetir

2 veces.

Ligninas

Filtrar

A 4

76-
Celulosa |
4000 3500 3000 2500 2000

cm-1

Nombre Descripdén
— celuosablanca Sample 114 ByAdministraor Date Tuesday, October 082019
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Esquema de la biorrefineria de residuos de frutas y verduras

Residuos de frutas y
verduras (RFV)

‘ Pretratamiento

l

Lavado con agua

Por cada gramo de
RFV, agregar 10 m!

l

[ ssusess
ek

Secar 3 40°C por 24
horas

Baflo utrasonico,

las repeticiones
25°C por 15 minutos

x3

Reducir el tamaio
-on una licuador

l

Secar los RFV sin

Residuos sélidos ’
L I

Secar a 40°C por 12
horas

Colectar el
sobrenadante

l

Reducir tamafio de
particuta con un
dor.

Usar rotoevaporador
para recuperar el
jel aiconol
isopropilico

l

Evaporar el aiconol

!

Aceites

Bafio uitrasonico, 30
‘minutos a 45°C

1, AN

Dejar entriar, fitrar o
contrifugar por 20
'min 3 10,000

Residuos = Fibra

l

Sobrenadante
¢tienen azicares?

Hacer prueba de
azicares y Bradford

Preciptacion acida
pH45

73

Obtencion de
polisacéridos
E

olucion e acido
citrico 0.03 M por 60
mina 75°C.

pH=2
Relacion 1.25 (wiv)

Solucion de NaOH 1
[M por 30 min a 85°C.

C. Repetir 2 veces

Fittrar

Hemicelulosa

Ligninas

integrales




Valorizacion de los residuos de la extraccion por arrastre de vapor

Los residuos generados en § Residuos solidos (A)
la extraccion de aceites

esenciales por medio de la

destilacion por arrastre de

vapor, son descartados al

finalizar el proceso.

Se evaluaron los residuos
liquidos (agua residual del
tanque (B) e hidrolato (D)),
asi como los solidos (A),

para determinar la Residuos liquidos:

viabilidad de ser utilizados ‘ Vo ‘. : Agua residual del tanque (B)  Hidrolato (D)

en el proceso de obtencién
de la pelicula.

A Tuogme, B: B, g
20are aseacisl, T Racaiessdn o bilel s

Residuos Solidos = Bagazo de limon (A)

Se evalué el bagazo de limén utilizado en la extracciéon del aceite esencial.
Nota 1: Los residuios fuevon donados por el Dr. Conrado.

La muestra fue sometida al siguiente procedimiento:

5 g deresiduo, previamente secado v triturado.

125 ml de dcido citrico 0.05 M. pH 2.6.

Calentar a 75°C por 1 h con agitacion magnética.

Filtrar para separar los residuos solidos de los liquidos.

Adicion de etanol al 96%, relacion 1:1 (v/v) a la fraccion liquida.
Reposo por 18 horas en refrigeracion a 4°C.

Filtracién con un colador de malla fina.

Colocacion del gel obtenido en caja Petri.

Secado en incubadora a 50°C por 36 horas.

OB NS YW

Rendimiento: 20.74%

A) Gel formado al adicionar etanol a La solucién. B) Film obtenido
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Residuo solido: FTIR — Film obtenido del bagazo de limén

2952 Sdomt

CH

1089 et

101332001

1000

57.44% sinular al acetato de potasio (biblioteca Porkin Elmer).

Valorizacion de los residuos de la extraccion por arrastre de vapor
Residuos liquidos - Agua residual del tanque (B)

Se evaluaron cuatro aguas residuales resultantes de la extraccion de
aceite esencial de limon, neem, eucalipto v laurel, Las aguas residuales
fueron colectadas del tanque del equipo de destilacion,

Nota 1: Las agieas residuales fueron donadas poy el Dy. Consado y por Kvistel Angulo.

Cada muestra fue sometida al siguiente procedimiento:
. 5ml del aguaresidual, previamente filtrado.
25 ml de acido citrico 0.05 M.
. Calentar a 75°C por 1 hr con agitacion magnética.
. Se adicioné 5 ml de etanol al 9%6%.
. Se dejaron 18 horas en refrigeracion a 4°C.
Centrifugar a 4°C a 14000rpm

Tabla 1. Fuente del agua residual v sus caracteristicas,
Fuente pHinicial Formaciénde gel = Rendimiento Muestras al finalizar paso 6. De izquisrda a desecha: Limén,
Limén 3.01 si 1% ey, Sl ewcalip,
Neem 59 No v Nota 2: El experimento se vealizo por duplicudo.
Eucalipto 59 No En o tercer corvida, se elininaron los pasas 2 y 3. No se

P — : presentwron cvnbios en los resultados ymostrados en In tabla 1.
Laurel 6
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Extraccion del polisacarido con bano ultrasonico

Sustrato

Bagazo de limdn, residuo de la extraccion por Método Tiempo (min) Temperatusa ("C)  Rendimdento (%)

arrastre de vapor. Ultrasémnico | 15 _ 40 | 1142%
Ultrasanico a0 40 1d6%

La mu%sgagl:.: fﬁra;;ﬂz ﬂfﬂmm' Farrilla eléctrica 1 74 0.74%
triturada.
125 ml de dcido citrico 0.05 M. pH 2.6,
Bano ultrasonico a 40°C por 15 o 30 min.
Adicion de etanal al 96%. R’_El‘am'_l.-l:i v /vl Notu: La tevperatiorn dentre del vase de precyprinde we alomzo los
RFP‘:'E"" por 18 horas en refrigeracion a 4°C. 4PC durante el proceso. Se recowienda renlizar de nweve ol
F'lh""d‘j,“ £oM coladorl de malla fina. experimenta donde, previawente, se caliente la solucidn Taste I

- Colocacion del gel obtenido en caja Petri. ternperatioa deseada para obseronr st amenta el rendimento,

. Secado en incubadora a 30°C por 36 horas.

Incorporacion de los residuos de la extraccion del aceite esencial de limoén
en el proceso de obtencion de la pelicula polisacarida.

La solucién de dcido citrico 0.05 M, utilizada en el

4@] proceso de extraccion del polisacarido, fue elaborada
con el hidrolato (agua residual del condensador) en

lugar de emplear agua destilada.
¥
Adcidn 0w sohicdn furants 12| Sozaren mulm«al
00 2500 GWCD nasl aS)'Cparibn
| S— —

v

Cammtara 75°Cy
00 0urenoa t h
—

v

Entiar a Nepanatara| CIonat Qlangl 95%.
antaete gor 1 h Redacidn 1.1 {av)
| —
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Formulacion de la pelicula: Adicion de polietilenglicol al gel

10g de gel = 10mi e
Pickotslo = 1 mi de
propienghcol con scete
O3 nieanja

R""“;‘: ‘ Agitar S mnutos |

Enfriar 3 temperatura JAdicionar etancl S8%
ambiente por 1 h Redacion 1.1 (uiv)

—
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Obtencion de una pelicula a partir de otra

@2 pidrotalo » 1mide |
o8 NarEna ‘

Adioén de soiucien
98 &30 ¢irco con A o 12 AQiat 25 minutos
mdrodato

. (Colocar en caa petn
c:ﬂl;m;‘r';‘g s : Secar en mcubadora
89 850"Cpordsh

‘ Bagazo de tmén 0.1 de pedicula + 25 m |

Prueba para determinarla
resistencia, Se rompié al
colocar una pesa de 30 gramos.

Not: Se elabord ot peliculs con

Enfrar & tesvpecatura [Adicionar elanol 96% 0.5g, enlugar de 0.1g. Se obtuvo
Subiorie por th Refacidn 1:1 (wn) espectro IR, aunque o se le

realizd prietws de resistencin

8
954

. 4, u
4iH . . 1328 42em

851
BlH

T5

2831 Béom-1
70 .

651
ED— 3324 BBom-1
55
54
454 1078 23em-1
Eliy
35
33

4000 2500 2000
cm-1

aO-H

Nesmbee

&= Felicula elibamdna partit de otra. pelicula polisacirida
o Paliculaabtedda a pactic dal gel.

78



Formulacion y elaboracion de peliculas

ID Pelicula Pelicula A Pelicula B Pelicula C

Polisacarido 20 ml al 2% piv 20 ml al 1% piv 20 ml al 1.3% piv

PVA 10 ml al 2% plv 10 ml al 2% piv 10 ml al 4% piv

Glicerol 0.45 ml 0.45 ml -

Mezclar el polisacarido y PVA a 75°C por 2 h, Luego anadir el glicerol. Agitay por 20 min.

Ereparscion Verter 25 ml en caja Petri. Secar a 55°C por 16 h.

Imagen

A0 3 EF.i FR R i) sl 12081 ] 400

Langitud da snda jesid)

—a& —8 Anctina

Feacsewy, & F_[201E). Chesical rodificaton of ciinis peess Stueoural, phiysical and shesabygial nghratioas. Nisernanoea inarm) of Bladmrioal woarroeaieuhes, 169, T3 T92
deeL0 LOLG] fléoenac 2017 11 060

79



Prueba

termogravimetria (TGA)

TGk an Polzscatide-Liman 38-0a2201

Com st s e s 1 o

CENIERIA
N TR

Otorgan el presente

« Tlrrcsicetsiite e be
a: Olivia Flores Pefialoza

Por formar parte del Comité Organizador del Global Women’s Breakfast: Empowering
Women in Chemistry, en el marco de las celebraciones del Afio Internacional de la Tabla
Periodica de los Elementos Quimicos.

ATENTAMENTE
‘POR LA REALIZACION PLENA DEL HOMBRE"

Mexicali, Baja California, 16 de mayo de 2018

Dr. Mario Alberto Curiel Alvarez Dra. Monica Carrillo Beltran
Director Instituto de Ingenieria Coordinadora-Mexicali
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Sociedad Quimica de México, A.C.

N
A AN

otorgs la presenar

“La quimica nos une” L.’ ‘M ICA
Constancia ;

Olivia Flores Penaloza

por su apoyo en la organizacién de la
Jormada Académica “Quimica sin fronteras”
en celebracion del
\'Aflo Iulcmac‘ionnl de la Tabla Periodica de los Elementos Quimicos
'

. »“"’} Mexicals, B.C., México, 26 de marzo de 2019

PINT OF SCIENCE MEXICO OTORGA LA PRESENTE CONSTANCIA A:

OLIVIA FLORES PENALOZA

Por fungir como Colaborodor en la Organizacion de lo |
segunda edicion del Festival Pint of Science-México, '
evento Infernacionol realizodo simullaneamente en 24
paises durante los dios 20 ol 22 de Mayo de 2019

| e Guti G st
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G
Crean alimentos nutritives a
mediante residuos de frutas y verduras
en el Instituto do hﬂenieﬂ'u UABC

\\)

=72

Divulgacion Bl progeto consiste en

@60

Proceserics de monero  Dbbanar e mazch de Mo

m&nm ermigoble coo of madia  inscleble pare fertiicer b
y con o%a costenids smbiente. harkas di wrigs, bogrends
e rutrientes que se Incsamastar ¢ vair nutri-
genaeen o0 b hagoees, mental an terifios g pastos.

Nota completaen:
http.//gaceta.vabe mx/node/165837fbelid=lwAR10E6pXSdWaqU2mKwiaB8XMYViZL zvaNfeus fiwgXalYaxafRogn62U
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A3 — Certificados y Constancias

CERTIFICADO

Registro Piblico del Derecho de Autor

Para los efectos de los anticulos 13, 162, 163 raccion L, 184 frazcian |, 168, 168, 209 fraccian Il y demdas rdativos de
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del Heglamanio do la Ley Fedeml de Dwecrho de Acioq amizuos 1, 3 macoon L & 8 facckn |y 9 de Regwmento Inteer cal Institto
Macional dod Dareche de Aulor, S0 expide of presants certficado

Numero de Registro: 03-2019-032810013300.01
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