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RESUMEN

En la actualidad los desechos generados en la industria alimentaria constituyen
un problema medioambiental debido a su volumen y a sus -caracteristicas
fisicoquimicas, siendo, en muchos casos, su disposicion y tratamiento muy costosos
para las empresas. Una alternativa promisoria es el desarrollo de estrategias
innovadoras para la recuperacion de los subproductos presentes en dichos desechos,
permitiendo la revalorizacion y utilizacion de los mismos en la generacion de diversas
tecnologias encaminadas a desarrollar nuevos productos, creando asi nuevas fuentes
de riqueza que aportan una mayor rentabilidad al proceso industrial de partida. Dentro
de este marco se tuvo como objetivo general estudiar a escala laboratorio la obtencion
o recuperacion de subproductos y derivados de la industria oleaginosa y evaluacion

de sus posibles aplicaciones.

Los objetivos especificos de esta tesis fueron:

®© Estudio de la recuperacién de ceras y de aceite residual provenientes de los
desechos del proceso de descerado en la elaboracion de aceite de girasol.

® Evaluacion de la cantidad y calidad del aceite recuperado, con el fin de
determinar la porcién de aceite que actualmente es perdido y su potencial
reutilizacion.

© Determinacion de la composicién y las propiedades fisicoquimicas de las ceras

de girasol recuperadas.



® Analisis de la viabilidad del uso de las ceras de girasol recuperadas para la
obtencion de peliculas comestibles partiendo de emulsiones acuosas de
pectina de bajo metoxilo y ceras de girasol.

A continuacion se detalla la organizacion del trabajo realizado.

En el Capitulo 1 se hace una introduccion general acerca de la produccion de
aceite de girasol en Argentina y la posicion de este pais en la exportacion del mismo.
Asi mismo se detallan los componentes mayoritarios y minoritarios del aceite,
enfocandose en las ceras de girasol y su valor agregado. A continuacion se describe
el proceso de extraccion y refinacion del aceite de girasol, con especial énfasis en la
etapa de descerado o winterizado, la que genera tortas de filtracion como residuo.
Finalmente se resume una de las aplicaciones de las ceras de girasol, la elaboracion

de peliculas comestibles.

En el Capitulo 2 se presenta la caracterizacion de tortas de filtracion
provenientes de dos industrias locales y el proceso de fraccionamiento a escala
laboratorio del material lipidico, obteniéndose aceite de girasol recuperado y ceras de
girasol purificadas. Ademas se analizan indices de calidad, color, composicion en
ceras y acidos grasos del aceite para evaluar su posible reincorporacion al proceso
de refinacion. Se caracterizan las ceras purificadas respecto a su color,
comportamiento térmico y perfil de ceras y su composicion en alcoholes grasos y
acidos grasos, con el fin de tener datos de interés para futuras aplicaciones en

alimentos.



En el Capitulo 3 se describe la elaboracion y caracterizacion de emulsiones
acuosas a base de pectina de bajo metoxilo y ceras de girasol purificadas (obtenidas
en el Capitulo 2), cuyo uso especifico sera la produccion de peliculas comestibles para
alimentos. Se realiza el andlisis de la estabilidad de las emulsiones en el tiempo,
identificando fendmenos de desestabilizacion y evaluando su cinética, asi como
también se presentan los resultados del estudio de las propiedades reologicas de las
emulsiones obtenidas, el tamafio de particula presente y su distribuciéon. También se
presentan imagenes confocal para la visualizacion de las ceras de girasol y su

dispersion en la matriz de pectina.

En el Capitulo 4 se expone la elaboracion y caracterizacion de peliculas
comestibles obtenidas a partir de las emulsiones estudiadas en el Capitulo 3,
analizando su resistencia al agua, permeabilidad al vapor de agua, propiedades
mecanicas y comportamiento térmico. Ademas se muestran imagenes donde se
observa en detalle la estructura de las mismas y la ubicacion de las ceras de girasol

en la matriz conformada por la pectina.

Por ultimo, en el Capitulo 5 se presentan las conclusiones generales originadas
del estudio experimental desarrollado en la presente tesis, las publicaciones a las que

dio lugar la tesis y las propuestas futuras de trabajo.



ABSTRACT

At present, the waste generated in the food industry is an environmental
problem due to its volume and its physicochemical characteristics; in many cases, its
disposal and treatment is very expensive for the companies. A promising alternative is
the development of innovative strategies for the recovery of the byproducts present in
such wastes, allowing their revaluation and use for the generation of technologies
aimed at developing new products, creating new sources of wealth that contribute
greater profitability to the industrial starting process. Within this framework, the general
objectives were to: a) study, at a laboratory level, the obtaining or recovery of oll

industry by-products and derivatives, and b) evaluate their possible applications.

The specific objectives of this thesis were:

® Study of the recovery of waxes and residual oil from the filtration cake, a waste
from the winterization process of sunflower oil.

® Evaluation of the quantity and quality of the recovered oil, in order to determine
the amount of oil that is currently lost and its potential for reuse.

® To determine the composition and physicochemical properties of the recovered
sunflower waxes.

® Analysis of the viability of the use of recovered sunflower waxes as an edible
coating developed from aqueous emulsions of low methoxy pectin and

sunflower waxes.

The organization of the present thesis is detailed below.



In Chapter 1 a general introduction about the production of sunflower oil in
Argentina and the country's position in the export of sunflower oil is presented. Also
the majority and minority components of the oil are detailed, focusing on sunflower
waxes and its added value. In addition, the sunflower oil extraction process and refining
is described, with special emphasis on the dewaxing or winterization step, which
generates as waste the filter cakes. Finally, it is summarized one of the applications of

the sunflower waxes, the elaboration of edible films.

Chapter 2 describes the characterization of filter cakes from two local industries
and the process of lipid material fractionation at laboratory level obtaining recovered
sunflower oil and purified sunflower waxes. In addition, quality indices, color, wax
content and fatty acid composition of oil are analyzed in order to evaluate its possible
reincorporation into the refining process. In order to have data of interest for future food
applications, purified waxes are characterized taking into account color, thermal

behavior, wax profile and its fatty alcohols and fatty acids composition.

Chapter 3 describes the preparation and characterization of aqueous emulsions
based on low methoxyl pectin and purified sunflower waxes (obtained in Chapter 2),
which specific use will be the production of food edible films. The analysis of its stability
over time, identifying phenomena of destabilization and evaluating its kinetics is
performed Results from the study of their rheological properties, particle size

distribution and confocal images are also presented.

In Chapter 4, the preparation and characterization of edible films obtained from

emulsions studied in Chapter 3 are exposed. The water resistance, water vapor



permeability, mechanical properties and thermal behavior of the films are analyzed. In
addition, images are shown where the structure of the films and the location of the

sunflower waxes in the matrix formed by the pectin are observed.

Finally, Chapter 5 summarizes the main conclusions and resulting publications

as well as proposes some future investigation lines.
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Introduccion General

CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

1.1 OBJETIVOS

El objetivo general de la presente tesis consiste en realizar un estudio a
escala laboratorio de procesos para la obtencidn o recuperacion de subproductos y
derivados a partir de residuos de la industria oleaginosa y evaluacion de sus

posibles aplicaciones.
Los objetivos especificos pueden definirse como:

© Estudio de la recuperacién de ceras y de aceite residual provenientes de los
desechos del proceso de descerado en la elaboracidén de aceite de girasol.

® Evaluacion de la cantidad y calidad del aceite recuperado, con el fin de
determinar la porcion de aceite que actualmente es perdido y su potencial
reutilizacion.

© Determinacion de la composicién y las propiedades fisicoquimicas de las
ceras de girasol recuperadas.

®© Analisis de la viabilidad del uso de las ceras de girasol recuperadas para la
obtencion de peliculas comestibles partiendo de emulsiones acuosas de

pectina de bajo metoxilo y ceras de girasol.
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1.2 GENERALIDADES DEL CULTIVO DE GIRASOL

El cultivo de girasol presenta la ventaja de adaptarse facilmente a diferentes
condiciones ambientales y se ha convertido en una buena alternativa en la practica
de rotacién que evita el agotamiento del suelo. Argentina cuenta con condiciones
agroecoldgicas de clima y suelo muy favorables para su siembra, siendo un cultivo
tradicional que cuenta con una amplia variabilidad genética, lo que hace que este
pais sea uno de los mayores productores de esta oleaginosa a nivel mundial. El
principal destino del grano de girasol en Argentina es la industrializacion para la
elaboracion de aceite, siendo empleado ademas en confiteria y productos

panificados.

El girasol (Helianthus annuus L.) es una de las especies mas antiguas
originarias de Norte Ameérica. Su desarrollo principal se produjo en la zona del
centro-este de Estados Unidos y norte de México cuyas evidencias datan desde los
anos 3000 a.c.. Fue introducido a Europa a comienzos del siglo XVI extendiéndose a

Francia, Italia, Holanda y Rusia.

El cultivo fue introducido en Argentina por inmigrantes rusos que llevaban las
semillas para consumo humano. Desde 1930 hasta 1959 se produjo una gran
expansion del cultivo en el pais reportandose en la primera campafia cerca de 400
hectareas sembradas. Desde 1972 aparecieron los primeros hibridos aumentando

los rendimientos en cantidad de semillas y aceite (Melgarejo, 2003).

Durante los ultimos anos el complejo aceitero argentino ha sido uno de los

sectores de la industria alimentaria que ha evidenciado mayor crecimiento, habiendo
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incrementado significativamente su capacidad de procesamiento. En Argentina, el
aceite de girasol es el segundo en importancia después del de soja. Por la magnitud
de su produccién, este pais posee las plantas de procesamiento mas grandes a nivel
mundial y con tecnologia de avanzada; ademas, sus costos de industrializacién son

excelentes y ostentan la mejor posicion a nivel mundial (Autino, 2007).

En Argentina el area potencialmente cultivable con girasol se extiende desde
la provincia de Chaco en el norte, hasta el sur de la region pampeana, siendo
Buenos Aires, Entre Rios, Santa Fe, La Pampa, Cdérdoba, Santiago del Estero y
Chaco las principales provincias que integran el area de produccion (Figura 1.1)
(ASAGIR, 2002). Las estadisticas nacionales reportan que para la campana
2015/2016 la siembra de girasol cubrio la totalidad del area estimada en 1,5 millones
de hectareas, registrando un aumento del 11,5% en comparacion al ciclo previo
(2014/2015) (Bolsa de Cereales, 2015) como se puede observar en la Figura 1.2,
donde a pesar de la caida en la campafia 2009/2010 se ha logrado incrementar las

hectareas de siembra.

Figura 1.1. Cultivo de Girasol. Areas sembradas en Argentina. Fuente: ASAGIR
(2002).
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Girasol en Argentina: Evolucion de Superficie Sembrada
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Figura 1.2. Evolucion de la superficie sembrada en Argentina. Fuente: Bolsa de
Cereales (2015).

Actualmente, la industria nacional produce 2,5 millones de toneladas de
semilla de girasol y 1,2 millones de toneladas de aceite crudo (campana 2015/2016),
consolidandose Argentina como el tercer productor mundial de semilla y aceite de
girasol, siendo solo superado por Ucrania y Rusia (National Sunflower Association,
2016; USDA, 2016) (Figura 1.3). Aproximadamente el 58% de la industrializaciéon de
la semilla se realiza en la Provincia de Buenos Aires, seguida por Santa Fe con el

26% y Cordoba con el 3% (Campafia 2015/2016) (Figura 1.4) (CIARA, 2015).
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Figura 1.3. Principales productores de grano de girasol. Afios 2015/2016. Fuente:
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Figura 1.4. Molienda de granos y produccion de aceite de girasol por provincia en
Argentina. Afio 2015. Fuente: CIARA (2015).

A nivel de exportacion de aceite de girasol Argentina se ubica en el tercer

lugar, después de Ucrania y Rusia (Figura 1.5) (USDA, 2016), comercializando

actualmente al exterior aproximadamente el 47% de su produccion (600 miles de

toneladas).
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Figura 1.5. Principales exportadores de aceite de girasol. Participacion sobre total
exportado. Afos 2015-2016. Fuente: (USDA, 2016).

1.3 CARACTERISTICAS DEL CULTIVO DE GIRASOL

El girasol pertenece a la familia de las Compositae (Asteraceas) y al género
Helianthus. Es un cultivo anual cuya altura puede variar entre 1 a 3 metros. Su
inflorescencia amarilla consiste en una cabeza circular o capitulo con un grupo de
flores que contienen aquenios, en cuyo nucleo se deposita el aceite, (Salas et al.,

2015) (Figura 1.6).

Los girasoles crecen en climas templados suaves, principalmente entre los 20
y 25 °C, extendiéndose a lo largo de ambientes variados desde zonas casi secas
(menos de 500 mm de precipitacion pluvial anual) hasta zonas muy humedas (1000
mm de precipitacion pluvial anual) (ASAGIR, 2002). Los cultivos de girasol poseen
una alta tolerancia a las fluctuaciones de temperatura diurna entre los 8 y 34 °C. En
América del Sur las condiciones climaticas mas adecuadas para el desarrollo de

cultivos se encuentran en Argentina y Uruguay (Grompone, 2011).
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Figura 1.6. Semillas de girasol.

El fruto o grano de girasol, también llamado aquenio, estda formado por el
embriéon o semilla, cubierta por tegumentos y por el pericarpio, usualmente llamado
cascara (Figura 1.7). Las dimensiones de los aquenios varian desde 7 a 25 mm de
largo y desde 4 a 13 mm de ancho (Seiler, 1997). La sintesis y acumulacién de
aceite se produce en las semillas, que junto con las proteinas y carbohidratos
representa el 70% del peso del fruto (Franchini y Hernandez, 2006; Grompone,
2011). La cascara de las semillas de girasol comprende el 21 al 30% del peso total
del fruto y se encuentra compuesta principalmente por celulosa, lignina y
hemicelulosa (Dorrell y Vick, 1997). El fruto de girasol contiene aproximadamente
0,3 g de ceral/kg y practicamente su totalidad se localiza en la cascara (Baumler et

al., 2007; Morrison, 1983).
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Figura 1.7. Corte transversal de un aquenio de girasol.

1.4 ACEITE DE GIRASOL

Como todos los aceites, el aceite de girasol se encuentra compuesto
mayoritariamente por triglicéridos (98-99%) en cuya molécula de glicerol tiene
esterificados sus tres grupos hidroxilos por tres acidos grasos (Grompone, 2011).
Las caracteristicas fisicas y de calidad final del aceite dependen fuertemente de su
composicion en acidos grasos, llamados también componentes mayoritarios, y de
componentes minoritarios, que a su vez son influenciados por la variedad de la

semilla, las condiciones ambientales, agrondmicas y de procesamiento.
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1.4.1 Componentes mayoritarios

Existe una dependencia significativa entre diferentes propiedades de los
triglicéridos y aspectos relacionados con la composicion en acidos grasos, como son
su distribucion dentro de la molécula, longitud de cadena, ubicacién, numero de

dobles enlaces y configuracioén (cis o trans) (O'Brien, 2008).

1.41.1 Acidos grasos

Los acidos grasos son los componentes mas importantes de los aceites y
determinan sus caracteristicas fisicas como densidad, comportamiento en el
almacenamiento y palatabilidad (Carbone et al., 2008); ademas de las propiedades
que caracterizan su calidad nutritiva, culinaria e industrial. El aceite de girasol
tradicional se encuentra compuesto principalmente por acido palmitico (C16:0),
estearico (C18:0), oleico (C18:1) y linoleico (C18:2), siendo estos dos ultimos los
mas representativos (900 g/kg de aceite) y encontrandose en cantidades
porcentuales de 15-30% (oleico) y de 55-75% (linoleico) (Miller y Fick, 1997;
Rosbaco, 2005). En la Figura 1.8 se muestra la estructura quimica de los acidos

grasos insaturados principales en el aceite de girasol.

El acido linoleico es un acido esencial para el cuerpo humano dado que
interviene en procesos metabdlicos y no es sintetizado por el organismo, pero
también debido a su insaturacién, aumenta la susceptibilidad del aceite a deterioro.
No obstante, el desarrollo de hibridos alto oleico ha permitido obtener aceites de
girasol con alto contenido de acido oleico que los hace menos susceptibles a la
oxidacion durante la refinacion (Zuil, 2015) y permite la coccidon de los alimentos a

mas alta temperatura, manteniendo sus cualidades organolépticas por mas tiempo.
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Las condiciones de clima (temperatura) durante el crecimiento del cultivo tienen un
efecto importante en la variacion de dicha composicion acidica, afectando la
actividad y la sintesis de la enzima oleil-CoA-desaturasa que desatura el acido oleico
para dar acido linoleico (Aglero et al., 1999). Es decir, semillas producidas en climas
frios normalmente contienen un 70% o mas de acido linoleico; en contraste, el aceite
producido en ambientes mas calidos puede contener tan sélo el 25% de acido
linoleico. Con el fin de variar el contenido de acidos grasos en el aceite, en los anos
80 se introdujeron cultivares con un alto contenido de &cido oleico (80%) alterando la
expresion de la enzima oleil-CoA-desaturasa y, en consecuencia, decreciendo los

porcentajes del total de acidos grasos saturados (Dorrell y Vick, 1997).

Lo anterior, permite clasificar al aceite teniendo en cuenta su composicién en
acidos grasos. ElI Cédigo Alimentario Argentino (CAA, 2013) establece la siguiente

clasificacion:

- Aceite de girasol convencional: Contenido de acido oleico sea como maximo
54,9% sobre el total de acidos grasos.

- Aceite de girasol medio oleico: Contenido de acido oleico entre 55,0 y 74,9%
sobre el total de acidos grasos.

- Aceite de girasol alto oleico: Contenido de acido oleico igual o mayor a 75,0%
sobre el total de acidos grasos.

- Aceite de girasol Alto Estearico-Alto Oleico (AEAQO): Contenido de acido
oleico igual o mayor a 60,0% y de acido estearico igual o mayor a 10,0%

sobre el total de acidos grasos.

10
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Figura 1.8. Estructuras quimicas de los acidos grasos insaturados principales en el

aceite de girasol.

1.4.2 Componentes minoritarios

En el aceite de girasol es de gran importancia la presencia de componentes
de proporciones menores, diferentes a los triglicéridos. El contenido de los mismos
provee informacion altamente especifica acerca de la identidad de un aceite y puede
usarse para caracterizarlo o conocer las etapas de procesamiento a través de las
cuales se ha obtenido (Ferrari et al., 1996). Entre los componentes minoritarios del
aceite de girasol crudo se encuentran diacilgliceroles, fosfolipidos, glicolipidos,
acidos grasos libres, alcoholes alifaticos, ceras, hidrocarburos, compuestos
fendlicos, carotenoides, clorofila, trazas de metales, tocoferoles y fitoesteroles
(Velasco y Ruiz-Méndez, 2015). Los dos ultimos tienen un impacto positivo sobre las
propiedades tecnoldgicas y nutricionales del aceite de girasol, en cambio otros como
los acidos grasos libres tienen un efecto pro-oxidante (Miyashita y Takagi, 1986) vy,
junto con los fosfolipidos y ceras deben ser eliminados en el proceso de refinacion

por su influencia en la calidad y estabilidad de los aceites comestibles (Balmler et
11
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al., 2010; Carelli et al., 2002). Los procesos de extraccion del aceite de girasol deben
llevar a maximizar la recuperaciéon de componentes menores que son deseados,
mientras que en la refinacion lo ideal es minimizar las pérdidas de éstos y maximizar

la eliminacién de los no deseados (Anderson, 2005).

1.4.21 Ceras de girasol

En el fruto de girasol, las ceras se ubican principalmente en la cara externa
del pericarpio o cascara, llamado también cuticula, en concentraciones de hasta un
3% en peso de semilla (Baumler et al., 2006; 2007; Carelli et al., 2002). Dicho
contenido puede variar dependiendo del hibrido, del origen de la semilla y de las

condiciones ambientales (Morrison, 1983).

La Figura 1.9 muestra la seccion longitudinal del fruto, la distribucion de los
tejidos en el pericarpio y la ubicacion de la cuticula y de las ceras epicuticulares
(CEC) en el fruto. La cuticula tiene la funcién principal de actuar como barrera contra
la pérdida de agua no controlada de los frutos (Riederer y Schreiber, 2001).
Resultados de Franchini y Hernandez (2006) muestran un incremento en el espesor
de la cuticula y en la cantidad de ceras en el fruto de girasol en plantas sometidas a
déficit hidrico. Se ha estudiado la relacién entre fechas de plantacién e irrigacion de
los cultivos de girasol con el contenido de ceras, apreciando una correlacién positiva
entre el porcentaje de cascara de la semilla y el contenido de ceras en el aceite
extraido, asociando un porcentaje menor de cascara con un bajo contenido de
ceras; pero también afectando el contenido de aceite en la semilla, es decir, cuando
el porcentaje de cascara aumento, el contenido de aceite en la semilla disminuyé

(Morrison et al., 1984). En el procesamiento de la semilla de girasol, un

12
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descascarado mas eficiente de las semillas conllevaria a extraer menor cantidad de
ceras (Morrison, 1983), lo que permitiria prescindir de la etapa de winterizado o
descerado en el proceso de refinaciéon; pero también resultaria una torta mas
compacta y con menor porosidad, lo que dificultaria la extraccién del aceite
remanente en ella mediante solvente (De Figueiredo et al., 2014). Por tales razones,
el descascarado parcial de las semillas, dejando entre un 10-12% de cascara
residual, es bastante comun en la industria oleaginosa y presenta ventajas como: un
aceite de mejor calidad por el bajo contenido de ceras, disminucion de la erosion de
las prensas y mejor calidad de la harina extraida por el aumento en el contenido de
proteinas (Subramanian et al., 1990). La aptitud del fruto de girasol para ser
descascarado se ve afectada en cierta medida por diferentes variables como son las
caracteristicas estructurales de la cascara, el tamafno y densidad del grano y su
contenido de humedad y de aceite. Ademas, el tipo de hibrido y las condiciones
ambientales son importantes para obtener semillas de girasol de la calidad

adecuada para el proceso de descascarado (Di Leo et al., 2004).

A C CEC: Depésitos de cera
sobre la cuticula
o
Semilla i S——1
=
El| o ] o] o |
/ Pared Celular Células epidérmicas
1
Pericarpio: Celulosa+Lignina
Cuticula+CEC
Tegumento
seminal

Figura 1.9. A. Seccidn longitudinal del fruto de girasol, B. Corte transversal

pericarpio, C. Esquema de la epidermis.
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Las ceras son extraidas junto con el aceite, y su cantidad puede variar de
acuerdo al hibrido, al origen y conservacién de la semilla, al proceso de
descascarado del fruto y si el método de extraccidon es por presion o por solventes
(Carelli et al., 2002; Carrin y Carelli, 2010). Se han reportado valores de ceras entre
0,02 y 0,35% m/m en aceite crudo de girasol (Martini y Afoén, 2000) y de

aproximadamente 0,06% m/m para aceites de girasol refinados (Morrison, 1983).

1.4.2.1.1 Composicion de las ceras de girasol
Las ceras de girasol son ésteres saturados de cadena larga (en un rango de
36 a 60 atomos de carbono, C36-C60) derivados de alcoholes grasos y acidos

grasos (Figura 1.10) (Baumler et al., 2007; Carelli et al., 2002; Martini et al., 2008).

O O

I I
CH,(CH,),OH + CH,(CH,) C—OH —_____, CH,CH,),C— O(CH,),CH,

Alcohol graso Acido graso Cera

Figura 1.10. Sintesis de cera a partir de acido graso y alcohol graso.

Las ceras solubles en el aceite son aquellas ceras que contienen menos de
40 atomos de carbono en su estructura ( < C40), encontrandose en su mayoria en
aceites refinados (Carelli et al., 2002; Henon et al., 2001), mientras que las ceras
parcialmente solubles en el aceite contienen entre 40 y 42 atomos de carbono (C40-
C42), y las ceras no solubles o cristalizables, con mas de 44 atomos de carbono
( > C44), se eliminan parcial o totalmente por medio del proceso de refinacion en la

etapa de descerado (Carelli et al., 2012).
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1.4.2.1.2 Valor agregado y usos de las ceras de girasol

Se ha reportado una gran variedad de usos de las ceras de girasol en la
industria cosmética, formando geles de aceite duros, muy homogéneos y estables
térmicamente que se aplican en el elaboracion de lapices para labios y en productos
para el cuidado de la piel donde también modifican su textura y confirieren
consistencia (Endlein y Peleikis, 2011; Koster Keunen, 2016). Ademas, en los
ultimos anos se ha difundido la incorporacion de ceras de girasol en productos para
cuidado de mascotas (Natural Dog Company, 2016) y su uso se ha expandido a la

produccion de papel, envases de alimentos etc. (Hamilton, 1995).

Las ceras han sido utilizadas en la industria alimentaria como proteccion
contra la desecacion durante el almacenamiento de frutas (Hagenmaier, 2005),
siendo su uso en recubrimientos por inmersién uno de los métodos de preservacion
y proteccion mas antiguo de las frutas (Villada et al., 2007) y encontrandose en
expansion su aplicacion en la formulacion de emulsiones para la preparacion de
recubrimientos comestibles para alimentos (Baumler et al., 2013; 2014; Hamilton,
1995). El uso como ingrediente en la alimentacién del ganado mezclado con el grano

y ensilaje también ha sido reportado (Grompone, 2005).

1.4.3 Proceso de extraccion industrial del aceite de girasol

Antes de entrar al proceso de extraccion, las semillas son acondicionadas de
acuerdo a su contenido de humedad, secando las mismas si asi lo requieren, con el
fin de alcanzar la humedad deseada (aprox. 6%) (Melgarejo, 2003) y también

eliminando impurezas o materia extrafia que pueda provenir de la cosecha.
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La cascara es separada de la semilla por impacto. Es importante resaltar que
un descascarado excesivo provoca pérdidas de aceite y un descascarado

insuficiente reduce la eficiencia de la extraccion de aceite (Dorrell y Vick, 1997).

La extraccion del aceite de girasol se realiza combinando un método de
extraccion por presion y una posterior extraccién usando solventes organicos
(hexano). Primero, el aceite crudo se obtiene por prensado de las semillas,
obteniéndose un material denominado torta o “expeller” que posee aun un alto
contenido de aceite ocluido. Dicha torta se transforma en collets mediante
“‘expanders” que permiten incrementar su porosidad y percolacion para luego extraer
el aceite remanente mediante solvente caliente que entra en contacto con los collets
por lavado en contracorriente o por inmersion. En el extractor se pone en contacto el
material con el solvente, el cual disuelve el aceite formando asi una mezcla llamada
miscela. La miscela, aceite mas solvente, se separa en sus componentes mediante
destilacion, en donde el hexano es vaporizado, condensado y recirculado y el aceite
obtenido se une al aceite extraido previamente mediante prensado. Aunque el aceite
obtenido por prensado contiene una alta concentracion de harinas finas, que pueden
ser separadas por decantacién vy filtracion (Dijkstra y Segers, 2007), su calidad
puede ser mas alta que la correspondiente al aceite obtenido a partir de la extraccién
por solventes ya que posee una cantidad menor de compuestos minoritarios menos
solubles en aceite (Anderson, 2005). Por el contrario, la extraccién por solvente
utiliza actualmente hexano, el cual, ademas del aceite, extrae otros componentes
llamados minoritarios que afectan el sabor, aroma, color, composicién y apariencia
del aceite y deben ser eliminados mediante varias etapas de refinado antes de que

éste sea incorporado a productos alimenticios y/o se venda a los consumidores. El
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diagrama de flujo del proceso de extraccién de aceite de girasol se muestra en la

Figura 1.11.

Semillas de girasol

Acondicionamiento de
la semilla

Descascarado

Semilla sin cascara

Extraccion de aceite
por prensado

Torta o expeller

Extraccion de aceite
por solvente

Aceite crudo prensa

Miscela

Separacion aceite-
solvente

Figura 1.11. Diagrama de flujo del proceso industrial extraccion aceite de girasol.

1.4.4 Aceite de girasol refinado

Para refinar el aceite de girasol crudo se han desarrollado e implementado
varios procesos que son necesarios debido a las diferentes propiedades quimicas de
las sustancias que se desean eliminar. Existen dos métodos de refinacion
ampliamente difundidos: quimico o fisico, cuya aplicacion depende de la naturaleza
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del aceite, de sus propiedades y de su composicion. Aunque las dos tecnologias
tienen el mismo objetivo, lograr un aceite de calidad adecuada para el consumo, el
refinado fisico es usado principalmente en aceites de bajo peso molecular, siendo el

refinado quimico el método mas comun en aceite de girasol (Dorrell y Vick, 1997).

El refinado quimico comprende una etapa de neutralizacion con hidréxido de
sodio que remueve acidos grasos libres, algunos fosfolipidos y otros compuestos. En
el refinado fisico, los mismos son removidos llevando el aceite a temperaturas altas
en la etapa de desodorizado (240 - 260 °C), lo que puede promover su deterioro

(Charrouf et al., 2008).

En la Figura 1.12 se muestran las distintas etapas tipicas del refinado quimico
al que el aceite de girasol suele ser sometido, aunque pueden existir ciertas
variantes segun la composicién y propiedades del mismo. En la etapa de
desgomado del aceite de girasol, se remueven fosfolipidos presentes en el aceite
crudo, asi como también compuestos solubles en agua como azucares y glicolipidos
y la mayoria de las impurezas, como son residuos de harinas que generalmente
interfieren en los procesos siguientes (Dijkstra, 2015). El desgomado proporciona al
aceite crudo una condicién adecuada para el almacenamiento a tiempos
prolongados y prepara al aceite para el refinamiento fisico y/o la produccién de
lecitina (Anderson, 2005). En la actualidad, el desgomado acuoso se usa solo para
eliminar fosfolipidos hidratables en agua y los que no son hidratables pueden ser
eliminados mediante desgomados con acido citrico y gel de silice que también

contribuyen a reducir los niveles de fésforo en el aceite.
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Desgomado

<
~
Blanqueado

[
I

Desodorizacion

Almacenamiento

Aceite de girasol
refinado

Descerado o " "
; Torta de filtracion
winterizado

Figura 1.12. Diagrama de flujo del proceso de refinacion del aceite de girasol.

Como ya se ha explicado anteriormente, para remover los acidos grasos

libres, ademas de sustancias mucilaginosas, fosfolipidos y pigmentos del aceite

crudo, se agrega hidroxido de sodio en la etapa de neutralizacion. Este proceso se

realiza a una temperatura no mayor a 74 °C. Los acidos grasos libres precipitan en

forma de jabones y son removidos por separacidon mecanica (centrifugacion).

Después el aceite es lavado con agua caliente para eliminar el exceso de jabones y

secado al vacio para reducir los niveles de humedad (Charrouf et al., 2008). El

aceite refinado debe tener un contenido de humedad de 0,1%, una acidez expresada
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en acido oleico de 0,02% (CAA, 2013) y un contenido de jabén de 50 ppm como

niveles maximos (Carrin y Carelli, 2010).

En la etapa de blanqueado, se eliminan colores no deseados (carotenoides y
clorofilas) usando agentes adsorbentes y se prepara al aceite para procesos
posteriores. Para esta etapa es importante varios factores como: tipo de adsorbente
a utilizar, tiempo, temperatura y humedad del aceite. Luego el aceite es filtrado

usando membranas, telas o coadyudantes (O'Brien, 2008).

El aceite de girasol, como otros aceites vegetales, posee sabores y olores
caracteristicos que permanecen durante su procesamiento y, al ser indeseables,
deben ser eliminados en la etapa posterior de desodorizado. En esta etapa,
aplicando calor y vacio por un tiempo determinado, sustancias como peréxidos,
acidos grasos libres, aldehidos, cetonas y alcoholes son eliminadas aprovechando
sus diferencias de presion de vapor respecto al aceite. Es asi que la desodorizacién
permite obtener un aceite suave y sin olor, sin afectar apreciablemente la calidad del
mismo, lo que va a influir en su vida util y en la aceptacion frente al consumidor

(Anderson, 2005; Dijkstra, 2015).

Posteriormente, el aceite se suele someter a una etapa de descerado con el
fin de reducir el contenido de ceras y evitar el enturbiamiento del aceite,
especialmente cuando son almacenados o exportados en zonas de bajas
temperaturas. La etapa de descerado sera descripta con mayor detalle en la seccién
1.4.4.1. La estabilidad y almacenamiento del aceite refinado tienen mucha

importancia, dadas las reacciones de deterioro, principalmente oxidativas, que se
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pueden producir durante un almacenamiento prolongado. Con el fin de reducir
dichas reacciones, el aceite se mantiene bajo una atmésfera de nitrogeno
(reemplazando al oxigeno) a baja temperatura y protegido de la luz solar (Carrin y

Carelli, 2010).

1.4.41 Descerado o winterizado

Entre los componentes minoritarios naturales de las semillas oleaginosas que
son extraidos junto con el aceite se encuentran, entre otros, las ceras (Carelli et al.,
2012; Martini y Anon, 2000). Estos compuestos son ésteres de acidos grasos y
alcoholes grasos, que si poseen 44 o mas atomos de carbono (C > 44) cristalizan y
causan turbidez cuando el aceite es enfriado, interfiiendo con su procesamiento y
comercializacion (Carelli et al., 2002). Estas ceras se conocen como “ceras
cristalizables” y se eliminan en esta etapa de descerado o “winterizado” a fin de
obtener un aceite completamente claro, que no se vea afectado por las temperaturas
de almacenamiento (Carrin y Carelli, 2010). Las ceras no son nocivas para la salud,
pero resultan inaceptables para el consumidor, por ello, es una practica habitual en

las industrias eliminar estos compuestos durante el proceso de refinacion.

En la actualidad existen distintas alternativas para separar las ceras del
aceite, todas ellas involucran diferentes condiciones de cristalizaciéon (temperaturas,
tiempos de residencia y presencia de inhibidores naturales, entre otras) con el fin de
lograr nucleacion de las ceras a bajas temperaturas y una posterior separacion, que
puede realizarse por filtracion, centrifugacién, separacion por fases, etc. Una buena

separacion tiene que asegurar la formacion de cristales que puedan ser filtrados o
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centrifugados facilmente con un minimo de retencion de aceite (Rivarola et al.,

1985).

En estos procesos de descerado industrial, basados en la cristalizacion de las
ceras, la temperatura del aceite se mantiene entre 4 - 6 °C durante 6 - 8 horas,
iniciandose el desarrollo y crecimiento del cristal. El punto de solidificacion y el
tiempo de cristalizacion y maduracion son factores necesarios a controlar durante el
proceso (Morrison y Robertson, 1975). Por ello se han diferenciado dos etapas en la
cristalizacion de las ceras: nucleacion y crecimiento de los cristales. La velocidad de
nucleacién depende de la composicién del aceite, de la temperatura de nucleacion,
de la agitacion y de la velocidad de enfriamiento. Bajas velocidades de enfriamiento
producen cristales mas estables y la viscosidad del aceite se mantiene lo
suficientemente baja como para permitir el movimiento de nucleos y el crecimiento
de cristales. Respecto a la segunda etapa, la velocidad de crecimiento de los
cristales se ve afectada por: a) la agitacion, que debe ser lenta para no fragmentar el
cristal y b) las secuencias tiempo-temperatura de cristalizacién reguladas con la
diferencia de temperatura entre el refrigerante y el aceite, que deben ser controladas

a fin de no desarrollar cristales inestables (O'Brien, 2008).

La filtracion es uno de los métodos mas usados para separar las ceras
cristalizadas del aceite y es esencial para obtener un aceite con bajo contenido de
ceras residuales y buena estabilidad en frio. Un coadyudante de filtracion o tierra
filtrante (tierras diatomeas), que actie como agente de nucleacion, puede ser
agregado al aceite frio en una cantidad dosificada, siendo recomendada una dosis

del 0,1% (Anderson, 2005; Leibovitz y Ruckenstein, 1984). Antes de la filtracion, el
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aceite se calienta cuidadosamente a 20 °C con el fin de disminuir su viscosidad y
facilitar la separacion (Charrouf et al.,, 2008). Esta mezcla se lleva a un filtro de
presion de hojas que permite separar fisicamente el aceite y las ceras. Las mismas
son retenidas en la torta de filtracion, que, por su remocion perioddica, se convierte en
una corriente secundaria de residuo en la industria oleaginosa compuesta
principalmente por tierras filtrantes, aceite de girasol y ceras. Para funcionar sin
problemas, la filtracion debe llevarse a cabo a una velocidad promedio asegurada,
evitando que la torta de filtracion ofrezca una resistencia alta al flujo y asi esa
velocidad pueda mantenerse (Dijkstra y Segers, 2007). Estos procesos
convencionales permiten obtener aceites de muy buena estabilidad en frio, pero
presentan como inconveniente que la separacién resulta muy lenta y compleja,
requiriendo mucha mano de obra, por lo que para plantas de alta capacidad puede
ser una desventaja seria. También son métodos poco adecuados si los aceites
crudos poseen un alto contenido de ceras (> 500 mg/kg). Como una alternativa
algunas industrias han combinado el “winterizado” con el desgomado o el

refinamiento alcalino.

1.4.5 Residuos del proceso

En la actualidad la reduccién, tratamiento, disposicién y aprovechamiento de
los de residuos sélidos generados en la industria alimentaria cobran gran relevancia,
concentrandose en el desarrollo de estrategias innovadoras como la recuperacién o
reutilizacion de estos residuos que permitan mitigar el impacto ambiental de las
actividades industriales y dar valor agregado a los constituyentes de dichos

desechos. Lo anterior, requiere en primer lugar el planteamiento de la importancia
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potencial de la recuperacién, tanto a nivel ambiental como econémico, para luego

desarrollar metodologias adecuadas que permitan llevarla a cabo.

El procesamiento de semillas oleaginosas para la obtencién de aceites,
presenta corrientes secundarias con componentes cuya recuperacién y potencial
aplicacion industrial generaria subproductos de mayor valor agregado, a la vez que
resolveria en muchos casos un problema medioambiental y generaria mas fuentes

de trabajo. Entre los subproductos mas importantes se encuentran:

Harinas proteicas: Son el subproducto obtenido de la remocion del aceite de
la semilla. Sus caracteristicas dependen del proceso de extraccion, del tamafio y de
la calidad de la semilla. Estdn compuestas principalmente de proteinas (260-500
g/kg) cuyo valor nutricional es muy bueno, fibra cruda (120-350 g/kg) y materia grasa
(10-90 g/kg) (Park et al., 1997). Debido a su alto contenido de fibra se ha limitado su
uso como alimento humano y se utiliza en cantidades significativas en piensos para

rumiantes como fuente de proteina (Le Clef y Kemper, 2015).

Céscaras: Son un subproducto de bajo peso especifico (0,1 ton/m3)
proveniente de la etapa de descascarado de las semillas. Contienen alto contenido
de fibra, bajo contenido de grasa (2-20 g/kg) y de proteina, por lo que no tienen un
importante valor comercial. Generalmente se usan como combustible de calderas
dado su alto valor energético (17.000 kJ/kg) (Le Clef y Kemper, 2015; Park et al.,
1997). Industrialmente, el aprovechamiento de la cascara de girasol es un problema
de no facil solucién. Segun estudios realizados por Fanesi et al. (2016), los

rendimientos de ceras en cascaras de cinco hibridos de girasol cultivados en
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Argentina estuvieron comprendidos entre 0,53 y 1,56 g cera/100 g cascara de girasol
b.s. (base seca), siendo prometedora la recuperacién de ceras de este residuo para

su posterior transformacion en productos industriales de alto valor agregado.

Tortas de Filtracion: Provenientes de etapas de blanqueo y winterizado. Su
alto contenido graso dificulta el manejo posterior debido a su alto potencial de
autocalentamiento y posterior ignicion (Zschau, 1995). En la actualidad la industria
se ha visto forzada a disponer estos residuos de manera eficiente, tendiendo, entre
otras estrategias, a la recuperacion de su alto contenido de aceite (tierras de

blanqueo) y de ceras (tierras de winterizado) (Barbesi y Brooks, 2002).

1.4.5.1 Torta de filtraciéon proveniente de la etapa de winterizado

El contenido de materia grasa de la torta de filtracion resultante del proceso
de descerado o “winterizado” puede oscilar entre 50 a 60%, constituyéndose en
material de partida para la recuperaciéon de subproductos. Dada su alta composicién
en aceite, en la actualidad, la torta de filtracion es vendida para alimentacién de
pollos y también puede ser usada como combustible (Dijkstra, 2015). La
recuperaciéon de la fraccién lipidica a partir de este desecho permitiria disminuir las
pérdidas de aceite, como asi también recuperar las ceras cristalizadas para su uso
industrial, ofreciendo asi un beneficio econémico. Dichas ceras podrian ser utilizadas
en la industria cosmética, en la produccion de papel, envases de alimentos, etc.
(Hamilton, 1995). Como se menciond anteriormente, entre estas aplicaciones en el
area alimentaria, se destaca el uso de las ceras en el recubrimiento de frutas por

inmersién, siendo éste uno de los métodos de preservacion y proteccion mas
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antiguos, practicado desde principios del siglo Xll (Baldwin, 1994; Pérez-Gago et al.,

2008; Villada et al., 2007).

1.5 APLICACION DE CERAS DE GIRASOL EN PELICULAS COMESTIBLES
Debido a la creciente demanda por parte de los consumidores respecto de
alimentos de calidad, saludables y seguros, en la actualidad se investiga
intensamente en el campo de peliculas y recubrimientos comestibles. En muchos
casos, estos recubrimientos o peliculas se elaboran a partir de materiales
abundantes en la naturaleza, e incluso a partir de algunos materiales que
actualmente se consideran desperdicios. Los recubrimientos lipidicos son los que
mejores resultados han dado en poscosecha, mediante su utilizacion se reducen la
respiracion y deshidratacion y se mejora el brillo de los frutos. Sin embargo, los
recubrimientos formados solo por lipidos son muy fragiles y friables, por lo que se
han de aplicar en combinacidén con una matriz de soporte no lipidica. Las ceras mas
utilizadas en esta aplicacién son las de carnauba, de abeja, parafina, de salvado de
arroz y de candelilla, en combinacion con otros lipidos o polisacaridos; pero en la
actualidad practicamente sélo se utiliza la cera de carnauba. Este tipo de
recubrimientos también son utilizados como agentes de microencapsulacion,
especificamente para sustancias relacionadas con olores y sabores usadas como

condimento (Tharanathan, 2003).
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CAPITULO 2
RECUPERACION DE CERAS

DE GIRASOL

2.1 OBJETIVO

El objetivo de este capitulo es determinar la composicion de la torta de filtrado
del proceso de descerado de aceite de girasol, centrandose en la recuperacion y
caracterizacion de las ceras y evaluando la cantidad y calidad del aceite recuperado,
con el fin de determinar la porcion de aceite que actualmente es perdido y su potencial

reutilizacion.

2.2 INTRODUCCION

En el proceso de extraccion de aceite de girasol, compuestos menores tales
como ceras, tocoferoles y fosfolipidos se extraen junto con el aceite. Entre ellos,
debido a su alto punto de fusién y a su baja solubilidad en aceite, las ceras tienden a
cristalizar a temperatura ambiente, por lo que se consideran material no deseado al
provocar turbidez en los aceites refinados. Como se mencioné en la seccion 1.4.4.1,
la etapa de winterizado o descerado del aceite, es un método convencional para la

eliminacién de ceras, cuya primera fase implica el enfriamiento del aceite desgomado
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acompafado de agitacion mecanica ligera para provocar la cristalizacion de las ceras,
seguida por una separacion de ellas mediante filtracion utilizando un coadyudante o
tierra filtrante (Dorrell y Vick, 1997). El residuo de este proceso, que se considera un
residuo industrial, se llama “torta de filtraciébn” y consiste en una mezcla de tierras de
filtracion, aceite (50 a 60%) y ceras. Si su composicion estd bien definida y es
razonablemente constante, la torta de filtracion puede servir como material de partida
para el aislamiento de la cera (Dijkstra y Segers, 2007). La viabilidad de que el aceite
recuperado vuelva al proceso de refinacién y que las ceras sean aisladas para su
aplicacion en diferentes campos industriales, es una gran oportunidad que contribuiria
en la disminucion de la pérdida de estos materiales y ademas en darles valor

agregado.

Como ya se ha mencionado, las ceras de girasol son compuestos de cadena
larga, de 36 a 60 &tomos de carbono, principalmente ésteres de alcoholes grasos y
acidos grasos. La clasificacion de las ceras respecto a su solubilidad en aceite ha
permitido conocer cuales serian las ceras causantes de una mayor turbidez en el
aceite y por lo tanto determinar su eliminacién. Es asi que el contenido en el aceite de
las ceras parcialmente solubles (C40-C42) y las ceras cristalizables (> C44) se reduce
significativamente mediante el proceso de descerado generdndose un residuo rico en
ceras de girasol, cuya variedad de aplicaciones y usos ha sido descripto en la seccion

1.4.2.1.2.

Es asi que las ceras de girasol se pueden obtener de los residuos de refinaciéon
de su aceite, proporcionando la posibilidad de una nueva aplicacion y revalorizacion

de estos residuos, sin embargo, hay escasos datos en la literatura acerca de su
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composicién. Por otra parte, la caracterizacion de los componentes principales de este

residuo permitira la evaluacion de su aplicabilidad y aumentar su valor de mercado.

2.3 METODOLOGIA
2.3.1 Muestras y su caracterizaciéon

Las muestras de desecho o tortas de filtracion del proceso de winterizacidon
fueron proporcionadas por dos empresas locales (MD1 y MDZ2). La determinacion del
contenido de humedad y contenido lipidico (%b.s.) se realizaron de acuerdo a los
métodos IUPAC 1.121y 1.122 (IUPAC, 2013). Ambas determinaciones se realizaron

por triplicado como parte de la caracterizacion de la materia prima.

2.3.2 Fraccionamiento de la muestra de desecho y recuperacion de ceras

El material de desecho que contiene ceras, aceite y tierra filtrante fue
fraccionado para obtener ceras purificadas usando n-hexano como solvente. Primero,
las muestras de desecho (MD1 y MD2) fueron lavadas con n-hexano caliente (50 °C)
durante 30 minutos. La solucion caliente fue filtrada para remover las particulas
insolubles o tierra filtrante. Después de este proceso, se obtuvo una fraccion lipidica
compuesta por una amplia porcidon de aceite y ceras. Dicha porcion fue fraccionada
para obtener ceras purificadas (CP1, CP2) y aceite recuperado (AR1, AR2), logrando
la cristalizacion y precipitacion de las ceras a baja temperatura (-18 °C) en presencia
de n-hexano, seguida de centrifugacion y separacion de la fase solvente-aceite. El
aceite recuperado fue separado de esta fase mediante destilacion y las ceras fueron
desolventizadas bajo corriente de nitrégeno en campana de extraccion. La Figura 2.1
sintetiza mediante un diagrama de flujo el procedimiento descripto. La Figura 2.2

muestra las fotografias de las ceras recuperadas durante lavados sucesivos con
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hexano frio y la precipitacion de las ceras de girasol, mientras que la Figura 2.3

muestra las ceras obtenidas al finalizar la purificacion.

Tierras de filtracion

Calentamiento
T=50°C, t =30 min.

Filtracion Tierras filtrantes
Aceite + Ceras

Cristalizacion

Centrifugacion

Ceras + Hexano Destilacion

Hexano Desolventizacion Aceite recuperado (AR)

Ceras purificadas (CP)

Hexano

Figura 2.1. Diagrama de flujo fraccionamiento muestra de desecho y recuperacion

de ceras de girasol.
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Figura 2.3. A. Ceras de girasol con solvente. B. y C. Ceras de girasol obtenidas.

2.3.3 Métodos Analiticos
2.3.3.1 Indices de calidad del aceite recuperado

El valor de acidez o acidos grasos libres fue determinado segun el método
oficial IUPAC 2.201 (IUPAC, 2013), el valor peréxido (PV) e indice de anisidina fueron
determinados segun las normas AOCS Cd 8-53 y AOCS Cd 18-90, respectivamente

(AOCS, 1994). Todas las determinaciones fueron realizadas por duplicado.

2.3.3.2 Composicion en acidos grasos aceite recuperado
La composicién de acidos grasos fue determinada por cromatografia gaseosa

(CG) de los ésteres metilicos obtenidos por transesterificacion con solucién
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metandlica fria de hidroxido de potasio (COI/T20 Doc. No 33) (International Olive
Council (CQl), 2015a). Los metil ésteres de &cidos grasos fueron analizados por CG
de acuerdo al método AOCS Ce 1e-91 (AOCS, 1994). Los analisis se realizaron por
duplicado, efectuandose dos inyecciones por cada muestra independiente. En la Tabla
2.1 se resumen las condiciones utilizadas en la determinacion cromatografica de

acidos grasos.

Tabla 2.1. Condiciones de operacion empleadas en la determinacién de acidos

grasos.

Cromatografo gaseoso  Agilent 7820A

Supelco SP2380 (30 m de longitud, 0,25 mm de diametro

Columna

interno, 0,25 um de espesor; Supelco Inc., Bellefonte, PA, USA)
Gas carrier Hidrégeno a 0,55 mL/min
Programacion de 170 °C (15 minutos), incrementar a 4 °C/minuto hasta
temperatura 210 °C (10 minutos)
Inyector split/splitless en modo split

Volumen deinyeccion 5l

Detector Detector de ionizacién de llama FID

Procesador de datos EZChrom Elite Compact

2.3.3.3 Andlisis de ceras

La composicion de ceras del aceite recuperado y de las ceras purificadas fue
determinada siguiendo una modificacién propuesta por Carelli et al. (2012) del método
del Consejo Oleicola Internacional (COI) para determinacion de ceras. La modificacion
del método COI /T.20/Doc. No 18/Rev. 2 (International Olive Council (COIl), 2003)
consiste en el uso de una doble fase de adsorbente de gel de silice hidratada y gel de
silice impregnado con nitrato de plata como fase sélida en la cromatografia de

columna (CC) (Figura 2.4) seguido por analisis por cromatografia gaseosa (CG). De
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este modo se aisla y cuantifica solo las ceras alifaticas eliminando la interferencia de

ésteres de esteroles (Carelli et al., 2012).

Figura 2.4. CC para analisis de ceras.

Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico, excepto n-hexano,
n-heptano y éter etilico, los cuales fueron grado cromatogréfico (J.T. Baker Inc.,
Phillipsburg). Gel de silice 60, tamafio de particula 0,06-0,200 mm, malla 70-230 (Art
7734, Merck, Darmstadt, Germany) fue secada a 500 °C por 4 horas, hidratada con
2% de agua y estabilizada por 12 horas antes de su uso en CC. El gel de silice
impregnado con nitrato de plata fue preparado vertiendo una solucién de nitrato de
plata (5 g disueltos en 240 mL de agua destilada) sobre 100 g de gel de silice 60 extra
pura (Art. 7754, Merck, Darmstadt, Germany) en un recipiente de ceramica,
calentandolo desde temperatura ambiente hasta 170 °C en una estufa eléctrica y

activandolo durante la noche. Luego, el gel de silice impregnado con nitrato de plata
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fue enfriado lentamente a 50 °C en el horno (a la oscuridad) y almacenado en la
oscuridad en una botella sellada. Los estandares de ceras (99% de pureza) que fueron
usados en los andlisis cromatogréficos se detallan en la Tabla 2.2. El estandar C32

fue usado como estandar interno para el andlisis cuantitativo.

Tabla 2.2. Conjunto de estandares utilizados analisis de ceras.

Atomos de Carbono Nombre

C32 Araquidato de laurilo (Cs2He405)
C34 Palmitato de esterilo (Cs4HssO2)
C36 Estearato de esterilo (CzsH7202)
C38 Araquidato de oleilo (C3gH7402)
C40 Araquidato de araquilo (CaoHsgoO2)
C42 Araquidato de behenilo (Cs2HgaO2)
C44 Behenato de behenilo (CssHgsO2)

La fraccion de cera fue aislada por CC en una columna de vidrio (diametro
interno = 15 mm, longitud = 400 mm), con una doble fase sélida de gel de silice
impregnado en nitrato de plata (3 g) colocados en el fondo de la columna y 2% de gel
de silice hidratada (12 g) colocados en el tope (Carelli et al., 2012). El fondo de la
columna que contiene el gel de silice impregnado en nitrato de plata fue cubierto con
papel aluminio para protegerlo de la luz. Aproximadamente 300 mg de aceite
recuperado o 3 mg de ceras purificadas (pesadas con cuatro cifras decimales) y dos
gotas de una solucion 1% de colorante Sudan | en n-hexano se cargaron en la
columna con la ayuda de dos porciones de 2 mL de n-hexano. Las ceras se eluyeron
con n-hexano/éter etilico (99:1 v/v) a una velocidad de flujo de 3 mL/min. La elucion

de los ésteres de ceras finalizd cuando el colorante alcanzé una marca hecha en el
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vidrio de la columna en la interfase entre el gel de silice hidratado 2% y el gel de silice
impregnado con nitrato de plata. La fraccion con las ceras eluidas y el solvente fue
evaporada a sequedad para luego ser rehidratada en n-heptano para el analisis

cromatografico.

En la Tabla 2.3, se resumen las condiciones utilizadas en la determinacion

cromatografica de ceras.

Tabla 2.3. Condiciones de operacion empleadas en la determinacion cromatografica

de ceras.

Cromatografo gaseoso Perkin Elmer Auto System XL

HP-5 (5% difenil and 95% dimetil-polisiloxano), silice fundida
Columna de 15 mm de longitud x 0,32 mm de didmetro interno y 0,25

mm de espesor (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA)

Gas carrier Hidrégeno a 3 mL/min

Temperatura inicial: 80 °C (1 min) - 20 °C/min hasta
240 °C - 5 °C/min hasta 325 °C (6 min) - 20 °C/min hasta 340
°C (27 min)

Inyector “on column”

Programacion de

temperatura

Programacion del inyector .
80 a 320 °C a 20 °C/min

“on-column”
Volumen de inyeccion 5ul
Detector Detector de ionizaciéon de llama FID
TotalChrom Workstation 51 version 6.3.1 (Perkin Elmer, MA,
Procesador de datos
USA)
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2.3.3.4 Determinacién de la composicién en acidos grasos y alcoholes
grasos de las ceras obtenidas
La determinacion de los componentes de las ceras purificadas requirié su
saponificacion (Figura 2.5), extraccion de las fases saponificable e insaponificable,
separacion de los alcoholes en la fraccion insaponificable por cromatografia de capa
fina, y posterior analisis de los &cidos grasos y los alcoholes grasos por CG (Carelli et

al., 2002).

La técnica de separacion se bas6é en el método COI
(COI/T.20/Doc.No.26/Revl) (International Olive Council (COIl), 2015b) con algunas
modificaciones realizadas para asegurar una completa saponificacion y una buena
recuperacion de los analitos. Las ceras (aproximadamente 80 mg) fueron
saponificadas con 100 mL de KOH 2N durante 6 horas, seguido de tres lavados con
80 mL de éter etilico y un lavado seguido con tres porciones de 50 mL de agua
destilada. La fraccion hidro-alcohdlica (saponificable) contiene &cidos grasos,

mientras que la fraccidn etérea (insaponificable) contiene los alcoholes grasos.

Los &cidos grasos fueron convertidos en metil ésteres por esterificacion acida
catalizada de acuerdo al método estandar IUPAC 2.301 (IUPAC, 2013). Los alcoholes
grasos fueron separados de la fase insaponificable por cromatografia de capa fina de
acuerdo al método COI (COI/T.20/Doc.No.26/Revl) (International Olive Council (COl),

2015b). Las determinaciones fueron realizadas por duplicado.
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Figura 2.5. Saponificacion de las ceras de girasol.

2.3.3.5 Condiciones de CG para determinar acidos grasos en ceras

La composicién de acidos grasos fue determinada por cromatografia gas-
liguida de los ésteres metilicos de acuerdo al método AOCS Ce 1e-91 (AOCS, 1994).
El analisis cromatografico se realiz6 utilizando el mismo gas carrier y columna
cromatografica (SP-2380) usada para en la determinacion de los ésteres metilicos de
los acidos grasos del aceite recuperado. Sin embargo, para la determinacién de los
acidos grasos que componen las ceras purificadas, la programacion de temperatura
de la columna fue distinta, a saber: Temperatura inicial de 170 °C mantenida 15
minutos, incremento a 4 °C/min hasta la temperatura final de 260 °C, la que es
mantenida 7 minutos. Se transmetilaron dos muestras independientes, las cuales
fueron inyectadas por duplicado. En la Tabla 2.4 se detalla la composicion de los
estandares de ésteres metilicos de acidos grasos con una pureza del 99% provistos

por Sigma Chemical Co.
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2.3.3.6

convertidas en

Tabla 2.4. Conjunto de estandares utilizados para el andlisis de acidos grasos.

Atomos de Carbono, Nombre y Formula Estandares Acidos Grasos

C8:0 Acido Caprilico

C17:0 Acido Margarico

(CH3(CH,)sCOOH) (CH3(CH,)1sCOOH)
C10:0 Acido Céaprico C18:0 Acido Estearico
(CH3(CH,)sCOOH) (CH3(CH,)16COOH)
C12:0 Acido Laurico C18:1 Acido Oleico
(CH3(CH,)10COOH) (CH3(CH2):CH=CH(CH,);COOH)
C14:0 Acido Miristico C18:2 Acido Linoleico
(CH3(CH,)12COOH) (CH3(CH2)4CH=CHCH,CH=CH(CH,);COOH)

C14:1 Acido Miristoleico

C20:0 Acido Araquidico

(CH3(CH2)sCH=CH(CH,);COOH) (CH3(CH2)1sCOOH)
C15:0 Acido Pentadecanoico C22:0 Acido Behénico
(CHs(CH2)15COOH) (CHs(CH2)20COOH)
C16:0 Acido Palmitico C23:0 Acido Tricosanoico
(CH3(CH2)14COOH) (CH3(CH2)22COOH)
C16:1 Acido Palmitoleico C24:0 Acido Lignocérico
(CH3(CH2)sCH=CH(CH2);COOH) (CH3(CH,)22COOH)

Condiciones de CG para determinar alcoholes grasos en ceras

Las soluciones estandar de alcoholes y las muestras de alcoholes fueron

trimetilsiliiéteres y analizadas de acuerdo al

método COl

(COI/T.20/Doc.No.26/Rev1) (International Olive Council (COI), 2015b). En la Tabla 2.5
se detallan los estdndares de alcoholes grasos con una pureza del 99% conteniendo

20 a 30 &tomos de carbono que fueron adquiridos en Sigma Chemical Co.

Se realizaron dos inyecciones por cada muestra independiente. En la Tabla 2.6

se muestran las condiciones de operacion para la determinacién de alcoholes grasos.
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Tabla 2.5. Conjunto de estandares utilizados para el analisis de alcoholes grasos.

Atomos de Carbono Nombre y formula
C20:0 1-Eicosanol (CzoH420)
C22:0 1-Docosanol (C22H460)
C24:0 1-Tetracosanol (C24Hs00)
C25:0 1-Pentacosanol (C2sHs20)
C26:0 1-Hexacosanol (C2sHs40)
C27:0 1-Heptacosanol (C,7Hss0)
C28:0 1-Octacosanol (CzsHssO)
C30:0 1-Triacontanol (CzoHs20)

Tabla 2.6. Condiciones de operacion empleadas en la determinacion de alcoholes

grasos.

Cromatdgrafo gaseoso

Agilent 7820A

Supelco SE-54 Capilar de silice fundida (30 m x 0,25 mm de

Columna diametro interno) con un espesor de 0,25 um (Supelco, Inc.,
Bellefonte, PA)
Gas carrier Hidrégeno a 2,4 mL/min

Programacion de

temperatura

Temperatura inicial 170 °C, incrementar a 7 °C/min hasta 300
°C (31 minutos)

Inyector

split/splitless en modo split

Volumen de inyeccidn

5ul

Detector

Detector de ionizacién de llama FID

Procesador de datos

EZChrom Elite Compact
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2.3.3.7 Comportamiento térmico de ceras de girasol recuperadas

El perfil de fusion de las ceras purificadas fue determinado por Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC), con un equipo Perkin Elmer Pyris | (USA).
Aproximadamente 8 mg de ceras purificadas se colocaron en una capsula de aluminio,
la cual fue herméticamente sellada; las cdpsulas se ubicaron dentro de la camara del
equipo y se calentaron desde 10 °C hasta 120 °C a 5 °C/min. Se obtuvieron los
siguientes pardmetros: Temperatura de inicio (Ton), Temperatura del pico (Tp) y

cambio de entalpia (AH).

2.3.3.8 Medicion de color aceite y ceras

Para cada muestra de aceite recuperado y ceras purificadas, se midieron los
valores de los parametros CIE-Lab: L*, a* y b*. El equipo usado fue un colorimetro
Hunter Lab Ultra Scan XE con Software Universal (Hunter Associates Laboratory, Inc.,
11491 Sunset Hills Road, Reston, VA, USA). Para cada muestra de AR y CP se
efectuaron dos determinaciones independientes reportandose el valor promedio y su

desviacion estandar.

2.3.3.9 Analisis estadistico
Las diferencias significativas se analizaron realizando ANOVA de dos vias y
Test de Fisher (a = 0.05), usando el software para analisis estadistico InfoStat version

2011 (Di Rienzo et al., 2011).
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2.4 RESULTADOS Y DISCUSION
2.4.1 Tortas de filtrado: caracterizacién y fraccionamiento

Enla Tabla 2.7 se muestran los resultados de la caracterizacién de las muestras
de torta de filtracion MD1 y MD2 (humedad inicial y contenido lipidico). Ambas
muestras exhibieron un alto contenido lipidico (superior al 50%), lo que sugiere que la

recuperacion de dicho contenido retenido en ellas es prometedora.

Tabla 2.7. Caracterizacion inicial de las muestras de torta de filtrado.

Analisis MD1 MD2
Contenido de humedad inicial (%) (b.s.) 0,14 £ 0,01 0,20 £ 0,02
Contenido lipidico (%) (b.s.) 75,35+ 0,77 58,21 £1,03

La porcion lipidica fue fraccionada en aceite recuperado y ceras purificadas,
como se describid en la seccidon experimental 2.3.2. El material recuperado de MD1
consistié en 88,1% aceite y 11,9% de ceras purificadas, mientras que el contenido de
ceras del material recuperado de MD2 alcanzé el 8,9%. Por lo tanto, y teniendo en
cuenta el resultado de la caracterizacion de las muestras provistas mostrado en la
Tabla 2.7, el desecho del proceso de descerado esta constituido por un alto porcentaje
de aceite que se perdié en ese proceso y que se encuentra retenido en la torta de
filtracion (MD1 = 66%, MD2 = 53%), los cuales son valores ligeramente mas altos que

los reportados en la literatura (50-60%) (Dijkstra y Segers, 2007).

2.4.2 Aceites recuperados
Los indices de calidad de los aceites recuperados, AR1 y AR2, se muestran en

la Tabla 2.8.
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Tabla 2.8. indices de calidad aceite recuperado. Muestras AR1 y AR2.

Acidez x 108 Valor Per6xido indice de

(% acido oleico) (meqgO2/kq) Anisidina

AR1 8,46 + 0,08 26,88 + 2,65 6,92 + 0,31
AR2 2,92 +0,30 6,91+ 0,36 3,11+ 0,27

Para ambos aceites recuperados (AR1 y AR2), los valores de acidez se
encuentran dentro de los limites permitidos por el Cédigo Alimentario Argentino (CAA,
2013; Codex Alimentarius, 1999) para aceites virgenes (valor maximo: 2,0 % acido
oleico) y aceites refinados (valor maximo: 0,2 % &cido oleico). Los valores de acidez
extremadamente bajos indican que el aceite, previo a la etapa de descerado, fue
sometido a neutralizacion o a otras etapas previas de refinacién para la completa
remocién de &cidos grasos libres. Segun datos brindados por el proveedor, las
condiciones de proceso en la refinacion de los aceites de las muestras soélo se
diferenciaron en haber tenido la etapa de desodorizacion antes (MD2) o después
(MD1) del winterizado. Esto explica el bajo indice de peroxidos de AR2,
encontrandose en el rango exigido para aceites refinados (<10 meqO2/kg) (CAA,
2013). Por el contrario, AR1 presenté un valor superior al limite maximo establecido
para aceites virgenes (15 meqO2/kg) (CAA, 2013; Codex Alimentarius, 1999) y un
indice de anisidina mayor que AR2. Estos resultados reflejan el mayor deterioro de
AR1, contribuyendo al mismo su alta susceptibilidad a la oxidacion por su alto

contenido de acidos grasos insaturados (Tabla 2.9).

Ademas, otros factores como los cambios de temperatura del aceite crudo
durante tiempos relativamente largos de almacenamiento antes de la refinacion, la

disponibilidad de oxigeno y la concentracibn de compuestos menores con
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caracteristicas antioxidantes o pro-oxidantes también tienen una marcada influencia

en la estabilidad a la oxidacion y el deterioro del aceite (Crapiste et al., 1999).

Tabla 2.9. Composicion de 4cidos grasos de muestras de aceite recuperado.

Acido graso AR1 (%) AR2 (%)
C14:0 0,1+0,0 Tr
C16:0 6,4+00 3,600
Clé6:1 01+00 0,1+0,0
C17:0 Tr Tr
Cl7:1 Tr 0,1+0,0
C18:0 3,1+0,0 32+0,0
C18:1 340+0,1 879x0,0
C18:2 548+0,1 3,3%x0,0
C18:3 0,1+0,0 Tr
C20:0 02+00 03£0,0
C20:1 0,1+00 0,2%0,0
C22:0 0,7+0,0 09%0,0
C23:0 Tr Tr
C24:0 02+00 03+0,0
C26:0 0,2+0,0 n.d.

n.d. = no detectado. Tr = trazas (<0.1%)

Las dos muestras, AR1y AR2, presentaron aproximadamente el 10% de &cidos

grasos saturados. AR1 presentd &cido linoleico (C18:2) como su &acido graso

insaturado principal, mientras que AR2 tuvo un contenido significativamente mas alto

de acido oleico (C18:1) (Tabla 2.9). Esta amplia diferencia en composicion de acidos

grasos podria deberse al tipo de semilla de girasol procesada, tradicional o hibridos

de girasol alto-oleico (Carrin y Carelli, 2010), y a la alta dependencia de dicha

composicion con la temperatura de crecimiento del cultivo de girasol (Aguero et al.,

1999; Garces et al., 1992). La influencia de estos dos factores en la composicion de
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acidos grasos del aceite de girasol permite evaluar el comportamiento del aceite
respecto a cambios oxidativos durante la refinacion y almacenamiento. Debido a su
composicién, el aceite de girasol alto-oleico (AR2) es menos sensible a los cambios
oxidativos y ademas, bajo condiciones térmicas como la fritura, presenta mayor
resistencia al deterioro termoxidativo que el aceite de girasol tradicional (Dobarganes

et al., 1993).

Respecto al color de los aceites recuperados AR1 y AR2, se observaron
diferencias significativas en luminosidad (L*, p<<0,01) y en los ejes rojo/verde (a*, p
p<<0,01) y amarillo/azul (b*, p<<0,01) (Tabla 2.10). Las dos muestras presentaron alta
luminosidad y la presencia de un componente verde (valores negativos de a*), pero
también una marcada diferencia en el componente amarillo, siendo AR1 mas amarillo

gue AR2 (valores positivos de b*).

Tabla 2.10. Parametros de color de las muestras de aceite recuperado.

MUESTRA L* a* b*
AR1 92,82+0,16 2 -3,57+£0,022 19,68 £ 0,14 °
AR2 94,74 + 0,34 -2,83+0,04° 9,03+0,052

Valores para el mismo componente en la misma columna seguido de letras diferentes son

significativamente diferentes (p<0.05) por el Test de Fisher.

El color en los aceites esta relacionado con la presencia de sustancias como
carotenos que imparten los colores amarillo y rojo, clorofilas que le otorgan un tono
verdoso, ademas de proteinas e hidratos de carbono que le dan un color marrén
degradado (O'Brien, 2008). Dichos pigmentos pueden estar presentes en la semilla 'y

ser solubles en el aceite (Charrouf et al., 2008). El color puede variar dependiendo
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también de los tratamientos a los que se somete en la refinacion, especialmente en
etapas como neutralizacion, desodorizacién y blanqueado, tendiendo el aceite crudo
a ser ambar claro, mientras que el aceite refinado tiene un color amarillo pélido
(O'Brien, 2008). El color del aceite es un pardmetro importante para monitorear su
calidad, pues durante el procesamiento la apariencia del producto puede indicar la
presencia de un problema ya sea por oscurecimiento o falta de cambio del color. En
la actualidad el “marketing” ha promovido el uso de aceites mas claros o mas blancos
para su uso en ensaladas y margarinas (O'Brien, 2008). Respecto al color como
parametro de calidad, las diferencias en la componente amarilla de las muestras de
aceite AR1 y AR2 pueden estar relacionadas también con los mayores valores en los
indices de calidad presentada por AR1 (como lo indican las mediciones descritas en
la Tabla 2.8), dado que la pigmentacion mas alta puede ser causada, entre otras
cosas, por la presencia de productos de oxidacion. A fin de reducir los mismos, las
condiciones de almacenamiento de las tortas de filtracion resultan importantes si se

desea recuperar el aceite que se pierde en ese proceso.

Los resultados de indices de calidad y de color de los aceites recuperados de
las tortas de filtracion, indican que éstos podrian ser reinsertados en el proceso de
refinacion, teniendo antes especial cuidado en la conservacion de las tortas hasta su

recuperacion.

La composicion en ceras de las muestras AR1 y AR2 se muestra en la Tabla
2.11, la metodologia usada (Carelli et al., 2012), permitio la cuantificacion de ceras de
gran longitud de cadena identificando ceras de hasta 60 atomos de carbono (C60). El

contenido total de ceras en AR1 (1356 + 253 mg/kg) fue superior que en AR2 (604 +

55



Recuperacion de Ceras de Girasol

35 mg/kg). Para ambas muestras, la fraccion de ceras mayoritaria correspondié a
ceras cristalizables o insolubles en aceite (= C44) (AR1: 1116 mg/kg, AR2: 530 mg/kg),
mientras que la fraccion soluble y parcialmente soluble (C34-C43) representdé menos
del 20%. Contenidos y perfiles similares de ceras fueron reportados por varios autores
para aceites crudos de girasol (Carrin y Carelli, 2010; Henon et al., 2001; Pérez et al.,

2004).

Dado que las ceras se encuentran localizadas principalmente en la cascara, el
contenido de las mismas en el aceite depende en gran manera del porcentaje de
cascaras adheridas a la semilla y al mayor o menor descascarado de las mismas antes
de la extraccién (Baumler et al., 2007; Carelli et al., 2002). Ademas del tipo de hibrido,
origen y conservacion de la semilla, la temperatura y el método de extraccion influyen
de manera marcada en el contenido de ceras en el aceite crudo. Los aceites extraidos
mediante prensado contienen menor cantidad de ceras que los extraidos utilizando
solventes (Brevedan et al., 2000). Ademas, las condiciones de proceso de las etapas
de refinacion influyen en mayor o menor proporcion en el contenido de ceras,
obteniendo diferencias en su composicién comparadas con el aceite crudo. Etapas
como el desgomado tienen un efecto pequefio en el contenido total de ceras, mientras
qgue el blanqueado y la desodorizaciéon contribuyen en mayor proporcién en la

disminucién de su contenido (Carbone et al., 2008).
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Tabla 2.11. Composicion de ceras de los aceites recuperados.

Cera AR1 (%peso) AR2 (%peso)
C34 0,3+0,1 0,6 +0,1
C36 1,4+0,1 2,4+0,2
C38 1,2+0,1 1,7+0,2
C40 55+0,5 5,0+0,6
c41 0,4+0,0 0,2+0,0
C42 8,0+04 23x04
C43 0,8+0,0 0,2+0,0
Cc44 19,5+0,4 4,8+0,2
C45 20x0,2 1,0+£0,1
C46 20,4+ 0,7 16,0+ 0,5
C47 2,1+0,3 2201
C48 156 +£0,3 20,6 +0,4
C49 1,7£0,1 24+0,2
C50 8,5+0,2 14,2 £ 0,2
C51 0,7+0,1 13+0,1
C52 5,9+0,6 11,9+0,3
C53 0,4+0,0 1,0£0,0
C54 28%0,2 58+0,1
C55 0,2+0,0 0,5+0,1
C56 1,3+£0,1 3,0+£0,2
C57 0,2+0,0 0,3+0,0
C58 0,5+0,1 16+0,1
C59 0,2+0,1 0,5+0,1
C60 0,2+0,1 0,8+0,2
Contenido total (mg/kg) 1356 + 253 604 + 35
(Fr:]z;clﬁg))n soluble y parcialmente soluble 240 + 57 74+ 11
Fraccion insoluble (mg/kg) 1116 £ 196 530 £ 27

De acuerdo a la informacidon suministrada por los proveedores de las tortas de

filtrado (MD1 y MD2), las semillas fueron descascaradas antes de la extraccion del

aceite, dejando entre un 10-12% de cascara total. Respecto a las condiciones de
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proceso en la refinacion de los aceites, como ya se menciond, las muestras soélo se
diferenciaron en haber tenido la etapa de desodorizacion antes (MD2) o después
(MD1) del winterizado. Por lo tanto, las diferencias de contenido de ceras entre las
muestras AR1y AR2 pueden atribuirse principalmente a caracteristicas de origen, tipo

de hibrido y a la desodorizacién anterior o posterior al winterizado.

2.4.3 Ceras purificadas
En la Tabla 2.12 se muestran los resultados del perfil de ceras en las muestras

de ceras purificadas CP1 y CP2.

Las muestras estuvieron compuestas principalmente por ceras en el rango de
40 a 60 a&tomos de carbono. Los andlisis evidenciaron altos porcentajes de C44, C46,
C48, C50y C52 para CP1 (Tabla 2.12 - Figura 2.6A), mientras que en la muestra CP2,
las ceras predominantes fueron C46, C48, C50, C52 y C54 (Tabla 2.12 - Figura 2.6B).
En ambas muestras, las ceras con mas de 44 atomos de carbono (ceras cristalizables)
constituyeron el 80% del total de ésteres de ceras, siendo estos valores similares a
otros resultados reportados en la literatura (Baumler et al., 2007; Baumler et al., 2013;
Carellietal., 2012). Baumler et al. (2007) encontraron un perfil de ceras similar cuando
analizaron la contribucién de la cascara al contenido de ceras en el aceite de girasol.
También observaron que la fraccion cristalizable estuvo compuesta principalmente de
ceras con numero par y mayores a 40 atomos de carbono, con altos porcentajes de
C44, C46 y C48. Dicha porcién de ceras tienden a cristalizar y causar turbidez cuando
el aceite es enfriado, interfiriendo en el procesamiento del aceite y su comercializacion

(Carrin y Carelli, 2010).
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Tabla 2.12. Porcentajes relativos de ceras identificadas en las muestras de ceras

purificadas.

Cera

CP1 (%peso)

CP2 (%peso)

C40
ca1
c42
c43
ca4
c45
C46
ca7
c48
c49
C50
c51
C52
C53
C54
C55
C56
C57
C58
C59
C60

0,3+0,0
0,1+0,0
6,6+0,4
1,1+01
234+0,6°
2,2+0,1°
24,9+0,2°
16+0,02
16,3+0,4°2
1,1+0,02
9,2+0,2°2
09+0,0¢%
6,3+0,22
0,5+0,0%
30+0,12
0,2+0,0%
1,3+0,12
0,1+0,0%
0,5+0,0%
0,2+0,0%
0,2+0,0%

n.d.

n.d.

Tr

Tr
19+0472
0,6+0,12
139+24+%
1,9+0,22
223+22°
2,1+0,1°"
18,8 +0,3°
22+0,1°"
16,1+1,2°
1,4+0,1°
9,3+16°
0,8+0,1°
4,7+13°
0,4+0,1°
2,3+0,7°
0,3+0,0°
1,1+0,3°"

Se muestran los valores medios de dos muestras independientes analizadas por duplicado. Valores

para el mismo componente en la misma fila seguido de letras diferentes son significativamente

diferentes (p<0.05) por el Test de Fisher. Tr = trazas (<0.1%). n.d. = no detectado
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Figura 2.6. Cromatogramas de ceras de girasol recuperadas, A. CP1 B. CP2.

S| = Estandar Interno.

En la Tabla 2.13 se presenta la composicion en alcoholes y &cidos grasos en las

muestras CP1y CP2.

Los alcoholes grasos que componen las ceras de girasol recuperadas CP1 y
CP2, estuvieron en el rango de 18 a 34 atomos de carbono para ambas muestras
(Tabla 2.13 — Figuras 2.7). Los principales alcoholes encontrados en CP1 y CP2,
fueron C24, C26 y C28, constituyendo alrededor del 70% del total de alcoholes grasos.
No se encontraron diferencias significativas (p << 0,01) en el perfil de alcoholes grasos

entre las dos muestras.
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Tabla 2.13. Porcentajes relativos alcoholes grasos y acidos grasos identificados en

las muestras de ceras purificadas.

Alcohol Acido
CP1 (%peso) CP2 (%peso) CP1 (%peso) CP2 (%peso)
graso graso
C18:0 0,2+0,0 n.d. C14:0 1,3+0,0° 09+0,2°
C20:0 1,1+0,12 1,1+0,12 C16:0 16,2+ 0,8° 95+1,7¢%
C21:0 0,1+0,0° 0,1+0,0° Clé6:1 09+0,0° 09+0,1°
C22:0 9,0+0,6° 86+26* C17:0 1,1+0,0° 09+0,0°
C23:0 1,0+0,12 1,0+£0,0° C18:0 49+02°? 51+0,8¢%
C24:0 305+15¢2 294+6,8% C18:1 20,2+1,1%2 426+89°
C25:0 25+0,12 24+0,12 C18:2 22,1+1,3° 59+12%2
C26:0 26,2+04%2 26,3+09*% C20:0 0,4+0,12 0,8+0,12
C27:0 0,8+0,12 0,8+0,22 C18:3 2,8+0,1° 0,2+0,12
C28:0 129+0,72 135252 C20:1 0,1+00%2 0,1+0,0%2
C29:0 0,7+0,1% 0,7+0,3%2 C20:2 0,9+0,12 0,9+0,3%?
C30:0 7,6+0,82 8,1+30%2 C22:0 0,6+0,12 10+0,12
C31:0 05+0,12 0,5+05%2 C23:0 0,8+0,0%2 0,5+0,2%2
C32:0 580,72 6,3+322 C24:0 0,3+0,02 1,1+0,0°
C33:0 0,2+0,0% 0,3+0,2°2 C24:1 2,1+0,1°" 0,3+0,0%
C34:0 0,8+0,1% 0,8+0,12 C26:0 25+0,02 24+1.2°2
C27:0 0,7+0,02 0,8+0,12
C28:0 55+05%2 6,2+3,12
C29:0 0,5+00% 0,5+0,3%2
C30:0 46+0,8¢2 6,2+28?2
C31:0 16+0,02 24+082
C32:0 47+171°% 56+29%2
C34:0 51+14%2 53+28%2

Los valores son la media de dos muestras independientes analizadas por duplicado. Valores para el

mismo componente en la misma fila seguido de letras diferentes son significativamente diferentes

(p<0.05) por el Test de Fisher. n.d. = no detectado
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Figura 2.7. Cromatograma alcoholes grasos en ceras de girasol recuperadas A.
CP1. B. CP2.

Por su parte, los &cidos grasos constituyentes de las ceras, estuvieron en el
rango de 14 a 34 &tomos de carbono, siendo mayoritarios los &cidos grasos de 16, 18,
30, 32 y 34 atomos de carbono en ambas muestras (Tabla 2.13 — Figura 2.8). La
presencia de ceras impares podria ser explicada por la presencia de pequefias
cantidades de compuestos con numeros impares de carbono. Los resultados son
similares a los reportados por otros autores en estudios en sedimentos de aceite de
girasol y fraccion de ceras de aceite (Carelli et al., 2002; Martini et al., 2008; Soomro
y Sherazi, 2013). Se encontraron diferencias significativas (p << 0,01) entre las
muestras respecto a los perfiles de ceras y &cidos grasos, que pueden ser atribuidas
a los diferentes hibridos estudiados, ya que la muestra de ceras CP2 present6 una
cantidad mayor de &cido oleico que la proveniente de un aceite de girasol
convencional (CP1). La composicion en &cidos grasos es también altamente
controlada por factores genéticos y ambientales. En estudios de genotipo y localidad
realizados por Aguero et al. (1999), se reportan valores de acido oleico y rendimiento

del grano de hibridos de girasol igual o mas altos que los encontrados en hibridos
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tradicionales, siendo influenciados por la temperatura de la noche en el periodo de

llenado del grano (Izquierdo et al., 2006).
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Figura 2.8. Cromatogramas acidos grasos en ceras de girasol recuperadas A. CP1.
B. CP2.

El comportamiento térmico de CP1 y CP2 obtenido mediante analisis de DSC
es presentado en la Figura 2.9. Puntos de fusién entre 76 y 77 °C para ceras de girasol
purificadas han sido reportados por Leibovitz y Ruckenstein (1981) y por Baumler et
al. (2013), mientras Liu et al. (1996) reportaron valores mas bajos (73 °C). La curva
del termograma DSC para CP1, mostré un pico de temperatura de fusion de 76,7 °C,
mientras que la muestra CP2 exhibié dicho pico a una temperatura ligeramente mas
alta (80,53 °C). La entalpia de fusion de las dos muestras, asociada con el cambio de
fase y determinada por el area del pico, fue de 202,77 J/g y 204,35 J/g para CP1y
CP2, respectivamente. Ademas, la muestra CP1 mostré una temperatura de inicio Ton
mas baja que CP2. Esto puede ser atribuido a la longitud de la cadena de las ceras y
al grado de insaturacion de los acidos grasos. Es sabido que la temperatura de fusion
de los ésteres de ceras se incrementa con la longitud de las cadenas, requiriendo
mayor energia para fundir, mientras los acidos grasos insaturados pueden fundir a

temperaturas mas bajas, con menos energia. La muestra de ceras CP1 present6 una
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cantidad mas pequefa de ceras con cadenas mas largas y mayores insaturaciones
comparadas con CP2 (Tabla 2.12). Los valores de entalpia de fusién estuvieron en el
orden de los reportados por Baumler et al. (2013) pero fueron mas altos que los
reportados por Liu et al. (1996) (190 J/g), sugiriendo diferencias en la composicion de

las muestras analizadas.
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Figura 2.9. Comportamiento térmico de ceras de girasol A. CP1 B. CP2.

El analisis del color de las ceras purificadas (CP1 y CP2) report6 diferencias
significativas en luminosidad (L*, p << 0,01) y en los ejes rojo/verde (a*, p < 0,05) y
amarillo/azul (b*, p << 0,01), Tabla 2.14. Las dos muestras presentaron luminosidad
alta y bajos valores de +a* y +b*. Las ceras CP1 fueron menos amarillas que CP2, lo
que podria ser beneficioso en ciertas aplicaciones tales como recubrimientos

comestibles de interés en alimentos.
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Tabla 2.14. Pardmetros de color de las muestras de ceras recuperadas.

MUESTRA L* a* b*
CP1 88,41+ 1,07° 8,48 + 0,06 2 7,61+141°
CP2 85,49 +0,93 2 8,61+0,16° 9,49+0,99°

Valores para el mismo componente en la misma columna seguido de letras diferentes son

significativamente diferentes (p<0.05) por el Test de Fisher.
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2.5 CONCLUSIONES

La caracterizacion inicial de las tortas de filtracion suministradas indic6 un alto
contenido lipidico en las dos muestras (mayor al 50%). El fraccionamiento de dicho
material fue posible (aceite recuperado y ceras purificadas) resultando en un alto
porcentaje de aceite que se pierde en el proceso de descerado y que esta retenido en

la torta.

El contenido de &cidos grasos oleico y linoleico en los dos aceites recuperados
fue diferente posiblemente debido al tipo de semilla procesada y a las condiciones

ambientales (temperatura) en las que crecio el cultivo de girasol.

Los andlisis de indices de calidad y de color de los aceites recuperados
sugirieron que estos pueden ser reincorporados en el proceso de refinacion,
reduciendo asi las pérdidas. Sin embargo, se debe tener especial cuidado en el
almacenamiento de las tortas de filtracion, dado que la composicion en acidos grasos
de los aceites y la conservacion de la misma, tienen una marcada influencia en el nivel

de deterioro del aceite que se encuentra atrapado en este residuo.

El contenido de las ceras en la porcién lipidica de las tortas de filtracidon
depende de las caracteristicas de origen del cultivo de girasol, tipo de hibrido y de las
etapas de refinaciébn del aceite antes del proceso de descerado. El analisis del
contenido y perfil de ceras en los aceites recuperados mostro resultados similares a
los reportados en bibliografia para aceites crudos. Las muestras de las ceras

purificadas estuvieron compuestas por una alta proporcién de ceras cristalizables
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(C > 40), con algunas diferencias observadas en el perfil de ceras y sus componentes
(acidos grasos y alcoholes grasos) atribuibles principalmente al distinto origen de la

semilla procesada, entre otros factores.

La diferencia en el comportamiento térmico de las dos muestras de ceras
purificadas radico en la longitud de la cadena de ceras presentes y en el grado de
insaturacion de sus &cidos grasos, indicando un mayor punto de fusién para la muestra

compuesta por cadenas mas largas de ceras y menores insaturaciones.

La caracterizacion de las ceras purificadas permiti6 una comprension mas
profunda de su composicién, la cual es de extrema importancia para su uso potencial
en diferentes industrias y tecnologias. Esto es también de gran relevancia ambiental,
dado que los componentes del material de desecho generado por el proceso de
winterizacion (tierras, aceite y ceras) podrian ser recuperados y reusados, dandoles

valor agregado.
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CAPITULO 3
EMULSIONES ACUOSAS A PARTIR

DE PECTINA Y CERAS DE GIRASOL

3.1 OBJETIVO

El objetivo de éste capitulo es desarrollar emulsiones acuosas de pectina de
bajo metoxilo y ceras de girasol, que seran la base para la elaboracion de peliculas
comestibles para alimentos, analizar su estabilidad, propiedades reolbégicas y

microestructurales.

3.2 INTRODUCCION
3.2.1 Generalidades de las peliculas comestibles a partir de emulsiones

En la actualidad el interés y la preocupacion por el impacto ambiental de los
residuos generados por los envases sintéticos y la demanda creciente de consumo de
alimentos seguros de alta calidad y larga vida util, han impulsado la busqueda de
alternativas enfocadas a la investigacion de envases o0 peliculas comestibles
elaboradas con materiales que posean propiedades Unicas (Janjarasskul y Krochta,
2010). Es asi que, a fin de controlar la calidad y estabilidad de los productos

alimenticios, entre las propiedades buscadas en los materiales formadores de
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peliculas se incluyen su habilidad para proteger al alimento y contribuir en la reduccion
de cambios bioquimicos causados por la transferencia de vapor de agua, etileno y
oxigeno entre el alimento y su medio circundante (Debeaufort et al., 1998; Guilbert et

al., 1995).

Las investigaciones se han centrado en el desarrollo y evaluacién de dichas
peliculas comestibles utilizando cuatro tipos principales de materiales: lipidos, resinas,
polisacéaridos y proteinas (Baldwin et al., 1995), y otros componentes derivados de
fuentes renovables; cada uno de los cuales posee propiedades funcionales de
acuerdo a su naturaleza y que pueden ser complementarias para mejorar las
caracteristicas de las peliculas y brindar la proteccion necesaria al producto
dependiendo de su necesidad. Asi mismo, junto con la gran variedad de materiales,
se han analizado diferentes métodos o técnicas de elaboracion que permiten lograr

mejores resultados respecto a la aplicabilidad de las peliculas en los alimentos.

Dentro de la formulacién de peliculas comestibles es necesario que uno o
varios componentes formen una matriz cohesiva y continua, y para ello, el uso de
polisacaridos (como celulosa, almidén, pectina, gomas vegetales, alginatos,
carragenano, agar, etc.) ha sido muy difundido debido a su gran aporte estructural
(Guilbert et al., 1995), capacidad de adherencia y, ademas, por sus buenas
propiedades de barrera a los gases; aunque, por su caracter hidrofilico, son barreras
débiles al vapor de agua (Mellinas et al., 2016). Es por esta ultima caracteristica de
los polisacéridos que pueden combinarse con la naturaleza hidrofobica de los lipidos,
los cuales proveen buenas propiedades de barrera a la humedad (Kester y Fennema,

1989; Maftoonazad et al., 2007), logrando asi complementar y controlar las
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propiedades finales de las peliculas. Al respecto, Schultz et al. (1949) han demostrado
que los acidos grasos y las ceras son sustancias hidrofébicas muy eficientes, limitando

la transferencia de vapor de agua.

Una de las estrategias para asociar dichas propiedades que ofrecen los
polisacaridos y los lipidos, es la elaboracion de emulsiones, las cuales permiten lograr
la dispersion del componente hidrofébico en una matriz acuosa (Baumler et al., 2013).
Ademas de ser un método interesante industrialmente, debido a que involucra pocas
operaciones en su preparacion (Pérez-Gago y Krochta, 1999), permite que la
asociacion de las propiedades de los materiales que la conforman se realice de
manera complementaria y se puedan minimizar las desventajas de uno u otro

componente (Debeaufort et al., 1998).

3.2.2 Pectina

La pectina es uno de los polisacaridos mas usados en la formulacion de
peliculas comestibles. Es considerada como el polisacarido mas complejo en su
estructura y funcionamiento, formando parte (junto con celulosa y hemicelulosa) de la
construccion de la pared celular de las plantas, influyendo en su textura e interviniendo
en su crecimiento, desarrollo, adhesion celular, unién de iones, estructura y porosidad
de la pared, etc. (Jarvis, 1984; Mohnen, 2008) (Figura 3.1). Su fuente natural
mayoritaria son las frutas, siendo ampliamente utilizada en la industria de alimentos y
bebidas como agente gelificante, espesante y estabilizador debido a su capacidad de

formar gel en condiciones acidas (Nesic, 2014).
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Figura 3.1. Pectina en la pared celular de las plantas.

3.2.2.1 Estructura quimica

La pectina es una familia de polisacéaridos ricos en acido galacturénico con
uniones a-1,4; identificandose y caracterizandose tres grupos que se piensa se
encuentran en todas las especies de pectinas: homogalacturonano (65% de la
estructura de la pectina), ramnogalacturonano | (25-30%) y el galactronano sustituido
ramnogalacturonano Il (10%). Se cree que estos tres polisacaridos pueden estar
unidos covalentemente para formar una red péctica a través de la matriz de la pared
celular (Willats et al., 2001). EI modelo esquematico de la Figura 3.2 muestra un
esqueleto formado por homogalacturonanos unidos por enlaces a-1,4, conteniendo
varios azucares como arabinosa, galactosa y arabinogalactanos o polimeros neutros

gue se unen para formar cadenas laterales (Albuquerque et al., 2016).
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Figura 3.2. Estructura esquematica de la pectina. Fuente: Albuquerque et al.
(2016).

El grupo homogalacturano es el polisacarido péctico mas abundante,

conteniendo acido galacturénico parcialmente metil esterificado y acetilado, cuyo

grado varia segun la fuente (Nesic, 2014) (Figura 3.3). El grado de esterificacion (GE)

de la pectina es la relacién entre los grupos de acidos galacturonicos esterificados y

la cantidad total de grupos de &cidos galacturénicos presentes en la estructura de la

pectina. Es asi como la pectina se divide en dos grupos basados en su GE: pectinas

de alto metoxilo (HM) con GE > 50% y pectinas de bajo metoxilo (LM) con GE < 50%.

La pectina HM forma geles termo reversibles en condiciones acidas y en presencia de

60% (m/m) de sacarosa. Mientras que la pectina LM forma geles por la interaccion

entre los iones calcio (Ca*?) y sus grupos carboxilos (Rinaudo, 2008).
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Figura 3.3. Estructura primaria de homogalacturonano. Fuente: Ridley et al. (2001).

3.2.2.2 Propiedades funcionales de la pectina

Comercialmente la pectina es extraida de la piel de frutas citricas y orujo de
manzana, cuya industria se ha desarrollado en el aprovechamiento de subproductos,
utilizando materiales de desecho generados en la produccion de jugos de frutas y
bebidas a base de jugos (May, 1997). La pectina ha sido utilizada en variedad de
alimentos como agente gelificante, espesante y estabilizante. La funcionalidad de la
molécula de pectina es determinada por un numero de factores, en los que se incluye

el GE y su tamafio molecular (Thakur et al., 1997).

La pectina es ampliamente conocida por sus propiedades gelificantes, que

hacen de ésta un ingrediente importante en muchos productos alimenticios. Como ya
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se menciono, la pectina LM tiene la habilidad de formar geles en presencia de cationes
divalentes como el Ca?*, mientras la pectina HM los forma en presencia de azlcar y
bajo condiciones &cidas. Las caracteristicas del gel formado dependen de la
generacion de una red tridimensional continua de polimero reticulado, donde la
existencia de una union intermolecular estable es muy importante, ademas de zonas
de union de las moléculas del polimero, segmentos de intercomunicacién y agua

atrapada en la red polimérica (Jarvis, 1984; Thakur et al., 1997).

Asimismo, la pectina, como todos los polisacaridos, por su caracter hidrofilico
exhibe una pequefa actividad superficial en la interface agua-aceite, por lo cual
generalmente no es considerada como un agente emulsificante en si (Akhtar et al.,
2002). Sin embargo, se ha estudiado su capacidad para estabilizar emulsiones aceite
en agua (O/W) (Dickinson, 2009; Drusch, 2007; Neirynck et al., 2004), demostrando
gue es un componente capaz de reducir la tension interfacial entre la fase lipidica y la
fase acuosa, pudiendo ser eficiente en la preparacion de emulsiones (Leroux et al.,
2003). Es asi que la pectina es clasificada tanto dentro de los polisacaridos mas

usados como dentro de los agentes estabilizantes en los alimentos (Dickinson, 2009).

3.2.3 Ceras de girasol

Como se ha descripto en la seccion 1.4.2.1, las ceras de girasol se encuentran
principalmente en la cascara del fruto, con un contenido de hasta el 3% en peso
(Baumler et al., 2006; Carelli et al., 2002). Las ceras pasan al aceite en los procesos
de extraccion del mismo, siendo cristalizadas y retenidas en el desecho proveniente

del proceso de winterizado del aceite de girasol. Como se analizé en el Capitulo 2,
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seccion 2.4.3, dichas ceras son ésteres de acidos grasos y alcoholes grasos cuya

composicidon se encuentra entre 40 y 60 atomos de carbono.

En la actualidad, las ceras de girasol tienen un uso muy amplio en la
formulacion de productos cosméticos como lapices para labios (Hamilton, 1995),
mascarillas y emulsiones confiriéndoles textura y mejorando su dureza y facilidad de
desmolde, especialmente en barras para labios (Koster Keunen, 2016). La utilizacion
de ceras comerciales (carnauba, candelilla, de abeja, etc.) en la elaboracion de
peliculas comestibles para la proteccién de productos frescos ha sido muy amplia
debido a su alta hidrofobicidad (Hagenmaier, 2005). Las frutas recubiertas de ceras
han sido estudiadas en relacion a su deterioro, especialmente en el enfriamiento y
pardeamiento, teniendo en muchos casos menos deterioro y una menor tasa de
respiracion que las muestras no recubiertas (Hagenmaier y Shaw, 1992). Las ceras
son consideradas como una de las barreras mas eficientes en la transferencia de
vapor de agua (Callegarin et al., 1997; Rhim y Shellhammer, 2005) y una de las
técnicas para la incorporaciéon de estos materiales hidrofobicos en las peliculas
comestibles es la elaboracion de emulsiones, en donde dicho material lipidico es
soportado y dispersado en matrices cuyo contenido principal son polimeros naturales,
otorgando, de esta manera, mejores propiedades funcionales a la pelicula comestible
(Galus y Kadzinska, 2015; Kester y Fennema, 1986; Panchev et al., 2009; Paredes-
Lépez et al., 1974; Pérez-Gago y Krochta, 2001; Tharanathan, 2003). La elaboracion
de emulsiones y la utilizacion de ceras de girasol en la elaboracién de peliculas

comestibles para alimentos ha sido reportado por Baumler et al. (2014).
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3.2.4 Emulsiones
Se define por emulsion a la mezcla homogénea de dos liquidos inmiscibles, uno
de los cuales se dispersa como pequefias gotas esféricas (fase dispersa) en un medio
continuo liquido (fase continua) (McClements, 1999). Existen tres tipos principales de
emulsiones (Dalgleish, 2004) (Figura 3.4):
® O/W Aceite en agua: gotas de aceite suspendidas en la fase acuosa continua.
® WI/O Agua en aceite: gotas de agua dispersas en la fase aceite continua.

®© WI/O/W Agua en aceite en agua: emulsién cuyas gotas contienen a su vez gotas

de agua.
Fase acuosa (W) Fase acuosa (W)
Fase aceite (O) x Fase {9“9 (0]
@ e
., ° o
® & ® @
e D
@ ® P
@
@ o ©®
wy/o wyo/w

Figura 3.4. Emulsiones O/W, W/O y W/O/W.

Muchos alimentos convencionales existen naturalmente o son elaborados
como emulsiones. En la Tabla 3.1 se presentan ejemplos tipicos de emulsiones
alimentarias, su método de preparacion y el mecanismo que poseen para mantenerse

estables (Dickinson, 1987).
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Tabla 3.1. Coloides alimentarios tipicos.

Alimento Tipo de Método de preparacion Mecanismo de
emulsién estabilizacién
Leche o Producto natural Membrana proteica
Crema A+O/W Centrifugacion Membrana proteica +
estabilizacion de particulas
de aire
Helado A+O/W Homogenizacion Membrana proteica +
estabilizacion de particulas
de aire + red de hielo
Manteca y W/O Batido y cristalizacion Red de cristales de grasa
margarina
Salchichas oW Mezclado a alta velocidady  Por proteina y polisacaridos
homogenizacion
Productos o Mezclado a baja velocidad y  Matriz de proteina gelificada
carnicos cortado
Productos de A+O/W Mezclado Almidén y red de proteina

panaderia

A = Aire. Fuente: Dickinson (1987).

Cuando dos liquidos inmiscibles entran en contacto, tienden a adoptar el estado

mas estable termodinamicamente, minimizando asi el area de contacto entre las fases

y observandose una separacion de la fase aceite (arriba) y acuosa (fondo) por su

diferencia de densidades (Figura 3.5). El proceso de formacion de emulsiones

requiere el suministro de energia, llevandose a cabo mediante la agitacion mecanica

intensa de homogeneizadores (Walstra, 1993), que permiten romper la fase aceite o

la fase acuosa en pequefias gotas que permanecen dispersas a traves del otro liquido

y también reducir el tamafio de las gotas en una emulsion preexistente (Dalgleish,

2004; McClements, 1999).
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Homogeneizacién
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Dos liquidos inmiscibles no Emulsion de fase aceite dispersa
emulsificados en la fase acuosa O/W

G

Figura 3.5. Formacion de emulsiones.

3.24.1 Agentes emulsionantes y espesantes

Las emulsiones son termodindmicamente inestables y, para retardar su
desestabilizacion, es muy comun la incorporacion de dos clases de agentes:
emulsionantes y/o agentes espesantes (0 estabilizantes). Los agentes emulsionantes
son sustancias anfifilicas de bajo peso molecular (monoglicéridos, polisorbatos,
lecitina, etc.) (Dickinson, 1992; Krog y Sparso, 2004) que disminuyen rapidamente la
tension interfacial entre la fase aceite y la fase acuosa, se unen fuertemente a la
interfaz, protegiendo a las gotas formadas de fendmenos de desestabilizacion y
previniendo la separacion de la emulsion; logrando asi, en el proceso de
homogeneizacion, la disrupcion de una de las fases para la formacion de gotas
mientras la otra fase fluye alrededor de las mismas. De esta manera, el liquido con la
mayor tension superficial tenderé a formar la fase dispersa, mientras que el de menor

formara la fase continua de la emulsion (Dickinson, 2009; Vaclavik y Christian, 2008).
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Los agentes espesantes 0 estabilizantes son en su mayoria polisacéaridos, los
cuales son predominantemente hidrofilicos y no presentan una actividad superficial
significativa (BeMiller y Whistler, 1996); sin embrago, poseen la habilidad de
incrementar la viscosidad de la fase continua de la emulsion, modificando su textura
y confiriéndole una estabilidad a largo plazo (Dickinson, 2003). Los polisacaridos mas
ampliamente usados como agentes estabilizantes en alimentos son goma arabiga,
almidones modificados, celulosas modificadas, algunas clases de pectina y algunos

galactomananos (Dickinson, 2009).

3.2.5 Estabilidad fisicoquimica de emulsiones

Como ya se ha indicado en la seccion 3.2.3.1, las emulsiones son sistemas
termodinamicamente inestables desde el punto de vista fisicoquimico y en funcién de
su estabilidad cinética, tienden a separarse en dos fases inmiscibles (Comas et al.,
2006; Saether et al., 2004). Dada la complejidad y variabilidad de estos sistemas, la
mayoria de los problemas en la tecnologia de las emulsiones estan relacionados con
su estabilizacion y desestabilizacion. Por esta razon, es necesario comprender
detalladamente estos mecanismos para conducir a avances significativos que logren

resultados tecnologicamente aplicables (Saether et al., 2004).

La estabilidad de una emulsion hace referencia a la habilidad que tiene la
misma para resistir cambios en sus propiedades a través del tiempo, de tal manera
qgue si dichas propiedades cambian mas lentamente, mas estable es la emulsién
(McClements, 1999). Algunos factores como el agente emulsionante, el tamafio de
particula o gota, cambios de pH o fuerzas ibnicas, viscosidad, adiciébn de

estabilizantes, procesos de calentamiento y enfriamiento, almacenamiento y
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manipulacion de las emulsiones, afectan la estabilidad de las mismas (Vaclavik y

Christian, 2008).

Los procesos de desestabilizacion o inestabilidad pueden ser fisicos o
quimicos. La inestabilidad fisica resulta en una alteracion en la distribucion espacial u
organizacion estructural de las moléculas, mientras que la quimica, implica una
alteracion en la estructura quimica de las moléculas (McClements, 1999). Dichos
procesos pueden ser explicados teniendo en cuenta como las moléculas interaccionan
entre si para formar una variedad de arreglos estructurales. Cada molécula individual
dentro de una emulsion puede estar rodeada por moléculas del mismo tipo, de un tipo
diferente o por contraiones, puede acumularse en una interfase entre dos fases o

puede ser parte de un agregado molecular disperso en otra fase (Israelachvili, 2011).

3.2.5.1 Interacciones moleculares en emulsiones

Factores como la naturaleza de las materias primas, condiciones en el método
de elaboracién y su posterior manipulacién en el almacenamiento, influyen en la
organizaciéon estructural de las moléculas en las emulsiones y por lo tanto en su
estabilidad. A fin de entender y predecir los comportamientos de desestabilizacion en
las emulsiones resulta necesario conocer el origen y la naturaleza de las fuerzas
moleculares que son responsables de mantener las moléculas juntas y como estas
fuerzas actuan orientando varios tipos de estructuras en las emulsiones. Segun
Israelachvili (2011) los cuatro tipos de fuerzas principales que actdan a nivel molecular

son:
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©® Interacciones covalentes:

Estas interacciones se encuentran relacionadas con reacciones quimicas y
bioquimicas que ocurren durante el procesamiento y almacenamiento de los
alimentos, las cuales implican la ruptura y formacion de enlaces covalentes (Fennema,
1996). Dichas reacciones estan influenciadas por el ambiente fisico de las moléculas,
siendo algunas de ellas de caracter benéfico para la calidad del producto, mientras
que otras alteran notablemente propiedades globales (fisicoquimicas vy
organolépticas) del sistema, resultando en alteraciones en su estructura quimica

(McClements, 1999).

©® Interacciones electrostaticas:

Ocurren entre especies moleculares que tienen una carga eléctrica
permanente, tales como iones y moléculas polares. Los iones poseen una carga
positiva 0 negativa y las moléculas polares poseen un dipolo eléctrico. Estas
interacciones tienen un papel muy importante en las propiedades de las emulsiones
porque muchos de sus componentes son idnicos o dipolares (agua, azucares, sales,

proteinas, polisacaridos, surfactantes, acidos y bases) (Fennema, 1996).

@® Interacciones de Van der Waals:

Son las fuerzas atractivas o repulsivas entre moléculas y actian entre todo tipo
de especies moleculares, ya sean idnicas, polares o no polares (Israelachvili, 2011).
Estas fuerzas son aditivas y dependen del radio de las particulas, de su material, de

la distancia y el fluido entre ellas (Walstra, 1996).
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©® Interacciones estéricas:

Son fuerzas repulsivas que se generan cuando dos moléculas, que contienen
especies adsorbidas en su superficie, se acercan o entran en contacto (debido al
movimiento browniano) y sus electrones se superponen. Esta repulsion se incrementa
rapidamente cuando la separacion entre ellas es menor que la suma de sus radios
(Das y Kinsella, 1990), provocando alejamiento de las moléculas y contribuyendo a la

estabilizacion.

3.25.2 Fendmenos de desestabilizacion

Fenomenos como sedimentacion, cremado, floculacion, coalescencia,
inversion de fases y maduracion de Ostwald son ejemplos de inestabilidad fisica (Guo
et al., 2014; McClements, 1999; Robins, 2000; Rousseau, 2000) (Figura 3.6), mientras
que la oxidacion y la hidrdlisis son ejemplos comunes de inestabilidad quimica
(Fennema, 1996). En la practica, comunmente, se evidencia el acoplamiento de varios
de estos fendmenos, cuyo conocimiento e identificacion contribuye significativamente

al control y mejoramiento de la estabilidad de las emulsiones (McClements, 1999).
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Figura 3.6. Fendmenos de desestabilizacion de emulsiones.

3.25.2.1 Sedimentacion y Cremado

Sedimentacion y cremado son fendmenos fisicos reversibles que implican la
migracion de las particulas o gotas (Comas et al., 2006; Pan et al., 2002) debido a la
diferencia de densidades entre las fases y a la fuerza gravitacional. Cuando la
densidad de la fase dispersa es mayor que la densidad de la fase continua, las

particulas tienden a moverse hacia abajo, lo cual es conocido como sedimentacion
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(Robins, 2000) (Figura 3.7 A). Por el contrario, si la densidad de las particulas o gotas
es menor que la del liquido circundante, éstas tienden a moverse hacia arriba, es
entonces que ocurre el fendmeno de cremado (Das y Kinsella, 1990) (Figura 3.7 B).
En el ambito alimentario, esta separacion gravitacional en los productos es indeseable
para el consumidor, viéndose afectados atributos como apariencia, textura, sabor y la

sensacion en la boca (McClements, 1999).

Emulsion estable Sedimentacion

Emulsion estable Cremado

Figura 3.7. A. Sedimentacion. B. Cremado.
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3.25.2.2 Coalescenciay Floculacion

En las emulsiones, las particulas o gotas se encuentran en continuo
movimiento, produciendo choques con particulas cercanas debido a efectos de
energia térmica, gravedad y fuerzas mecéanicas. Cuando se producen estos choques,
las particulas pueden seguir agregadas o no, dependiendo de la magnitud de las
fuerzas de atraccion y repulsion, y a su vez de la distancia entre ellas (McClements,
1999; Rousseau, 2000). La floculacion y coalescencia son dos tipos principales de
agregacion en las emulsiones, siendo fenomenos fisicos irreversibles que incluyen
cambios en el tamafio de la particula o gota (Lemarchand et al., 2003; Pan et al.,

2002).

En el mecanismo de floculacion, dos o mas particulas o gotas interaccionan por
fuerzas de atraccion y se agregan sin perder su identidad (Figura 3.8 A); mientras que
en el fendmeno de coalescencia, dos o0 mas particulas o gotas se unen para formar
una sola de mayor tamarfo (Figura 3.8 B), causando cremado o sedimentacion a
mayor velocidad debido al incremento de su tamafo (Das y Kinsella, 1990;
McClements, 1999). Para que ocurra la coalescencia debe superarse una barrera de
energia inicial (Rousseau, 2000), induciéndose la rotura de una pelicula delgada entre
las particulas cercanas, de tal manera que si un orificio se forma, las gotas tienden

rapidamente a fluir para unirse (Walstra, 1996).
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Emulsion estable Floculacion

Emulsion estable Coalescencia

Figura 3.8. A. Floculacion. B. Coalescencia.

3.25.2.3 Inversion de fases

En este proceso el sistema cambia de una emulsion O/W a W/O o viceversa
(Figura 3.9) siendo una etapa deseable en elaboracién de productos como la manteca
y margarina, mientras que para otros, es un proceso indeseable porque tiene efectos
negativos en la apariencia, textura, estabilidad y sabor del producto final. Es un
mecanismo complejo dado que implica aspectos de floculacion, coalescencia y
formacién de la emulsion. Se conoce como punto de balance al punto donde ocurre la
inversién de las fases, el mismo supone estados coloidales intermedios dado que
puede tener regiones donde predominen emulsiones O/W, W/O y emulsiones

multiples.
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Figura 3.9. Fendbmeno de inversion de fases.

3.25.24 Maduracion de Ostwald

En este mecanismo, las gotas de mayor tamafio crecen a expensas de las mas
pequefias (Figura 3.10), debido a una diferencia de la energia libre interfacial entre
ellas que impulsa el transporte de masa del material disperso soluble a través del
medio continuo (Das y Kinsella, 1990), resultando en la desaparicion lenta de las gotas
pequefias con el tiempo. Desde el punto de vista de estabilidad, este proceso es casi
siempre indeseable porque las gotas mas grandes tendrdn mayores velocidades de
sedimentacion o cremado (Schramm, 2006). En emulsiones O/W este fenGmeno no
es muy importante, porque los triglicéridos tienen muy poca solubilidad en agua y la
velocidad de maduracion es extremadamente lenta, pero incrementa a medida que
las moléculas del lipido son mas pequefias y mas polares en la emulsion (Walstra,
1987). Es decir, dicha velocidad puede controlarse reduciendo la solubilidad de la fase
dispersa en la continua, con una distribucion estrecha de tamafio de las gotas y

disminuyendo la tension interfacial entre éstas con el uso de agentes emulsionantes.
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Este fendmeno es importante en alimentos congelados y emulsiones alimentarias que

contienen aire disperso, tales como helado (Das y Kinsella, 1990).

Grandes gotas crecen

E——

Pequenas gotas se contraen

Figura 3.10. Maduracion de Ostwald.

3.25.3 Estabilidad en emulsiones formadoras de peliculas comestibles
Las peliculas obtenidas a partir de emulsiones se ven afectadas por las
caracteristicas de la fase continua y dispersa, como son viscosidad, pH, fuerza idnica,
tamafo y densidad de las particulas; estas propiedades inciden en gran medida sobre
fendmenos de desestabilizacion, y también afectan la microestructura final de la matriz
de las peliculas que define sus propiedades de barrera (Pérez-Gago y Krochta, 1999;
Sanchez-Gonzalez et al., 2009). Dichas propiedades son aportadas por componentes
hidrofobicos (lipidos) de la fase dispersa que deben estar distribuidos de manera
homogénea en la matriz (Debeaufort y Voilley, 1995). Si una pelicula se moldea a
partir de una emulsion inestable, las dos fases pueden empezar a separarse durante

el secado, creando un gradiente de concentracion de lipidos a través del espesor de
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la pelicula, lo cual afecta la velocidad de transferencia de vapor de agua y por ende

su permeabilidad (Shellhammer y Krochta, 1997).

La estabilidad de las emulsiones es una caracteristica muy importante para
determinar su eficiencia en la elaboracibn de peliculas comestibles, cuyas
caracteristicas finales son sensibles a la calidad y a las variaciones fisicoquimicas que
ocurran en éstas. Los andlisis de estabilidad y el conocimiento de fendmenos de
desestabilizacion que se producen en las emulsiones permiten optimizar condiciones
de proceso a fin de que dichos fendmenos no representen un inconveniente para la
posterior aplicacion comercial de las peliculas comestibles (Mellinas et al., 2016;

Panchev et al., 2009; Pavlath y Orts, 2009).

3.254 Reologia de emulsiones como formadoras de peliculas comestibles

En el campo alimentario, es posible relacionar las propiedades reoldgicas con
atributos sensoriales especificos que permiten disefiar un producto con caracteristicas
requeridas por el consumidor. En el ambito de procesos, el conocimiento del
comportamiento reoldgico de los fluidos proporciona herramientas para el disefio de
operaciones que involucran tuberias, procesos de agitaciéon o empaque (McClements,

1999; Rao, 2005).

La reologia de las emulsiones formadoras de peliculas comestibles es una
manifestacion directa de fuerzas de interaccion que ocurren en el sistema (Tadros,
1994), variando con la concentracién de sus componentes y convirtiéndose en una
herramienta muy atil que brinda informacion acerca de su organizacion estructural

(ibanoglu, 2002). Una alteracion en las propiedades reoldgicas de la fase continua
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influye en la reologia de toda la emulsion; por el contrario, la reologia de la fase
dispersa tiene una menor influencia en la emulsion debido a que las particulas o gotas
estan cubiertas por una membrana viscoelastica que les imparte propiedades

similares a esferas rigidas (Tadros, 1994; Walstra, 1996)

Una vez formada la emulsion, el conocimiento de la reologia de la misma es
muy importante en la etapa de aplicacion de ésta a los alimentos para la formacion de
la pelicula. La eleccion o el disefio de la técnica de aplicacion (ejemplo: inmersion,
cepillado o pulverizacion) dependera de las propiedades reoldgicas de las emulsiones
(Chen et al., 2009), influyendo en la apariencia, uniformidad y presencia o ausencia
de defectos en la pelicula, que afectan las propiedades protectoras de la misma.
Ademas, una alta viscosidad de las emulsiones puede dificultar el secado de las
capas; mientras una baja viscosidad, por efecto de la gravedad, no brindaria una

adecuada adherencia al producto (Peressini et al., 2003).

3.3 METODOLOGIA
3.3.1 Materiales

Para la elaboracion de las emulsiones acuosas se usaron pectina citrica de bajo
metoxilo (GENU PECTIN tipo LM 104 AS) y ceras de girasol purificadas (CP1, CP2),
las cuales fueron obtenidas a partir de las tortas de filtracibn del proceso de

winterizado del aceite de girasol (Seccion 2.3.2 Capitulo 2).

3.3.2 Preparacién de las emulsiones
Las emulsiones fueron preparadas mediante hidratacion de la pectina de bajo

metoxilo en agua destilada en tres concentraciones: 1, 2 y 3% m/m, calentando a
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85 °C (temperatura superior al punto de fusion de las ceras de girasol) en un bafio de
agua por 15 minutos hasta disolucién completa de la pectina. Las ceras se afiadieron
en tres proporciones: 0,1, 0,2 y 0,3 g de ceras/g de pectina. Todas las muestras se
homogenizaron por 10 minutos usando un Homogenizador Pro 200 (Pro Oxford
Scientific Inc.) a 12000 rpm y manteniendo la temperatura a 85 °C para evitar la
solidificacion de las ceras. Se llamaran E1 y E2 a las emulsiones obtenidas con CP1

y CP2 respectivamente.

3.3.3 Caracterizacion de emulsiones
3.3.3.1 Estabilidad fisicoquimica

La estabilidad de las emulsiones fue monitoreada usando un TURBISCAN MA
2000 (Formulaction, Toulouse, France), que consta de un cabezal de deteccidon que
se mueve de arriba hacia abajo a lo largo de una celda cilindrica de vidrio de fondo
plano que contiene la muestra a analizar. El cabezal esta compuesto por una fuente
de luz pulsada cercana al infrarrojo (longitud de onda, A = 850 nm) y dos detectores
sincronicos. El detector de luz transmitida (T) recibe la luz que pasa a través de la
muestra (0° desde el haz incidente) mientras que el detector de luz retrodispersada o
backscattering (BS) recibe la luz dispersada por la muestra a 135° desde el haz
incidente. El cabezal explora toda la longitud de la muestra (aproximadamente 70

mm), adquiriendo datos de T y BS cada 40 um (Mengual et al., 1999) (Figura 3.11).
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Figura 3.11. Principio de medicion TURBISCAN MA 2000.

Después de la preparacion de cada emulsion, aproximadamente 7 mL de la
misma fueron colocados dentro de una celda a temperatura ambiente (Figura 3.12).
Se adquirieron datos de T y BS cada 40 um hasta una altura maxima de 70 mm. Por
la opacidad de las muestras se utilizo el detector BS. Los perfiles obtenidos muestran
una curva que representa el porcentaje de luz BS o T en funcioén de la altura de la
muestra en la celda en mm. Cuanto mayor sea el valor de %BS, también lo es la
cantidad de luz dispersada por las particulas y la turbidez de la muestra. Las
mediciones a lo largo de las celdas cilindricas fueron repetidas aproximadamente cada
15 minutos durante las dos primeras horas de preparada la emulsién, después a
intervalos de tiempo mas extendidos (45 minutos, 1 hora, una vez al dia) hasta
completar aproximadamente 42 dias (1008 horas). Las celdas fueron preparadas por

triplicado.
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Preparacion de la Celdas cilindricas con la
emulsion muestra

Equipo TURBISCAN

Figura 3.12. Elaboracion de emulsiones y su disposicién en Equipo TURBISCAN.

3.3.3.2 Cinéticas de desestabilizacién

Utilizando el equipo TURBISCAN MA 2000, también fue posible evaluar la
cinética de desestabilizacidon de los fendmenos involucrados en las emulsiones. En el
caso de los procesos que implican migracién de las particulas, donde los perfiles
muestran picos positivos o negativos de %BS (sedimentacion y cremado), la cinética
se evalué midiendo el espesor del pico (peak thickness) al 50% de la altura a
diferentes tiempos en la zona de estudio; mientras que para los fendmenos que
implican variacion de tamafio de las particulas (coalescencia o floculacion), la cinética
fue medida teniendo en cuenta el cambio de los valores medios %BS en funcion del

tiempo (Herrera, 2012).
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3.3.3.3 Reologia de las emulsiones

Se determinaron las caracteristicas reoldgicas de las emulsiones y de
emulsiones control (sin ceras de girasol) mediante un reémetro de esfuerzo controlado
Anton Paar Physica MCR 301 con una geometria de cilindros concéntricos (Diametro
del rotor = 26,658 mm, altura del rotor = 40,000 mm, diametro del vaso = 28,920 mm,
volumen de muestra = 13 mL). Los ensayos fueron realizados a 25 °C sin esfuerzo

previo. El rango de velocidad de deformacién usada fue 0,1 - 100 s™.

3.3.3.4 Distribucion del tamafio de particula

El tamafio medio de las particulas en las emulsiones se obtuvo a través de un
analizador por difraccion laser HORIBA LA-950 V2. El tamafio medio fue expresado
como el diametro medio en volumen. La amplitud de la distribucion o indice de
dispersion (Span = S) permitio tener una medida del grado de dispersion de los datos
alrededor de la media e independientemente del tamafio medio. Este parametro fue

calculado como (Palazolo et al., 2004):

d(v,09)-d(v,0,1)

§ = d(v,0,5)

(Ec. 3.1)

Donde d(v,0,9) y d(v,0,1) son los percentiles de volumen de 90 y 10% de la
distribucion de tamafo, mientras que d(v,0,5) es el percentil de volumen del 50%,

conocido también como la mediana de la distribucion.

3.3.3.5 Microscopia Laser Confocal
Las muestras fueron observadas usando un microscopio laser confocal

espectral Leica modelo TCS SP2 equipado con tres lineas laser (480, 543 y 633 nm)
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y configurado con un microscopio estativo invertido DM IRE2 que consta de un lente
objetivo HCX PL APO 63x 1.2w CORR y una velocidad de escaneo de 400 Hz. El laser
usado fue el de He/Ne a 543 nm, obteniéndose imagenes 2D con un formato de 1024
x 1024 pixeles mediante software Leica Confocal (LCS, Leica Microsystems). Durante
la preparacion de las muestras se incorporo el marcador Rojo Nilo, el cual facilito la

observacion de sustancias lipidicas.

3.3.3.6 Analisis estadisticos

Las diferencias significativas se analizaron realizando ANOVA de dos vias y
Test de Fisher (a = 0,05), teniendo como factores el contenido de ceras de girasol y
el contenido de pectina, y usando el software para analisis estadistico InfoStat version

2011 (Di Rienzo et al., 2011).

3.4 RESULTADOS Y DISCUSION

Las emulsiones obtenidas, E1 y E2, fueron opacas debido a la presencia de
ceras, siendo esta caracteristica mas evidente a medida que su contenido aumento.
En la Figura 3.13 se muestran las emulsiones contenidas en las celdas cilindricas para

andlisis de estabilidad.
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Proporcion de ceras
PECTINA 1% Proporcién 0,1 Proporciéon 0,2 Proporcién 0,3

Figura 3.13. Emulsiones acuosas de pectina y ceras de girasol.

3.4.1 Andlisis de tamafo de particula
Las distribuciones de tamafio de particula de todas las emulsiones fueron

normal logaritmicas, como se puede observar en la Figura 3.14.
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Figura 3.14. Distribucion de tamafio de particula con valores medios. E1: A); B), C).
E2: D), E), F).
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En estas distribuciones la media geométrica se considera como la posicion mas
representativa de la poblacién. En la Tabla 3.2 se muestra la media geométrica de los
diametros de particula de las emulsiones E1 y E2. Los valores estuvieron entre los

rangos de 4,36 - 6,64 um para E1y 3,68 - 5,08 um para E2.

Tabla 3.2. Media geométrica (um) y desviacion estandar de la media geométrica

(um) del tamafio de particula en emulsiones acuosas de pectina y ceras de girasol

ElyE2.
Pectina Proporcion de ceras (g ceras/g pectina)
(% m/m) 0,1 0,2 0,3
1 5,97 +0,28 > B 6,37 £ 0,08 ¢ 5,54 +0,042¢
El 2 6,64 + 0,06 ¢ 5,57 +0,01>8 543+0,0128
3 4,76 £ 0,03 ©A 4,65 + 0,05 A 4,36 £ 0,03 24
1 4,77 £ 0,04 A 3,70+ 0,02 &A 3,68+0,0824
E2 2 5,05+ 0,02 8B 4,73 +0,06 >B 5,08 + 0,06 P
3 4,74 £ 0,02 & A 4,92 +0,03 ¢ 4,74 + 0,038

Valores medios + desviacion estandar, n = 3. Valores en la misma fila seguidas por diferentes
letras en mindscula (efecto adicién de ceras) son significativamente diferentes (p<0,05) por el
Test de Fisher. Valores en la misma columna seguidas por diferentes letras en mayuscula

(efecto adicion de pectina) son significativamente diferentes (p<0,05) por el Test de Fisher.

El andlisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA doble, observandose, en los
dos tipos de emulsiones, interaccion entre los factores (p<< 0,01), por lo cual el
andlisis fue particionado. Para las emulsiones E1, el incremento en el contenido de
pectina de 2% a 3% (Tabla 3.2, ver columnas letras mayulsculas) en todas las
proporciones de ceras resultd en valores mas bajos de didmetro medio de particula,
indicando que una mayor cantidad de pectina en las emulsiones contribuy6 a la
estabilizacion de las particulas sin la formacion de agregados; este hecho fue menos

evidente al considerar este parametro en las emulsiones E2, observandose incluso un
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leve incremento en el didmetro medio geométrico con el contenido de pectina cuando
la proporcion de ceras fue de 0,2 g cera/g pectina. Al considerar el efecto del
incremento de pectina del 1 al 2%, en E1 y E2 no se observa un comportamiento
uniforme en la variacion del tamafo de particula. Este hecho puede deberse a que el
valor de la media de una poblacion se ve afectada por el grado de dispersiéon de los
datos. Como se observa en la Figura 3.14 y Tabla 3.3 que presenta datos de Span o
amplitud de las distribuciones, el grado de dispersion en muestras con 1% m/m de

pectina es mayor.

Considerando el efecto de la adicion de ceras de girasol en las emulsiones E1
y E2 (Tabla 3.2, ver filas, letras minUsculas), se observa diferencias significativas entre
los valores medios del tamafio de particula de las muestras (p << 0,01). En E1 se
evidencia una disminucion de los valores medios con el agregado de ceras
especialmente en los niveles de pectina de 2 y 3%; mientras que en E2 no se observo

una tendencia definida.

En la Figura 3.14, se observa que, tanto en E1 como en E2, a medida que el
contenido de pectina incremento, las distribuciones fueron menos amplias y con mayor
altura (mayor valor de porcentaje en volumen), lo cual indicé la existencia de menores
dispersiones. Dicho comportamiento se confirma con la reduccién significativa
(p << 0,01) de los valores de Span o amplitud de la distribucién (Tabla 3.3), los cuales
muestran un menor grado de dispersiéon de los datos cuando la cantidad de pectina
fue mayor. Este hecho indica que las emulsiones elaboradas con 2 y 3% m/m de
pectina, contienen mayor cantidad de particulas en un rango de tamafio mas reducido

comparado con el obtenido en emulsiones con 1% m/m de pectina. El efecto del
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agregado de ceras en los valores de Span fue muy variado sin causar un

comportamiento especifico.

Tabla 3.3. Span (S) o amplitud del tamafio de particulas en emulsiones

acuosas de pectina y ceras de girasol E1 y E2.

Pectina Proporcién de ceras (g ceras/g pectina)

(% m/m) 0,1 0,2 0,3
1 1,98 + 0,08 @B 1,86 + 0,03 ¢ 2,04 £0,05¢
El 2 1,30 £ 0,01 &4 1,41 +0,01 B 1,32+0,01 "8
3 1,22 £0,01 A 1,10 £ 0,02 @A 1,12 +0,01 24
1 1,97 £ 0,07 ¢ 1,85+ 0,08 > ¢ 1,63+0,022¢
E2 2 1,68 + 0,06 ©B 1,54 + 0,03 B 1,48 £ 0,04 &8
3 1,29+0,01 24 1,30 £ 0,01 @A 1,31+ 0,01 >A

Valores medios + desviacion estandar, n = 3. Valores en la misma fila seguidas por diferentes
letras en mindscula (efecto adicién de ceras) son significativamente diferentes (p<0,05) por el
Test de Fisher. Valores en la misma columna seguidas por diferentes letras en mayuscula

(efecto adicion de pectina) son significativamente diferentes (p<0,05) por el Test de Fisher.

Los analisis anteriores realizados sobre las distribuciones obtenidas permiten
destacar el importante papel estabilizador de la pectina en las emulsiones, influyendo
en el tamafo medio de las particulas y en su uniformidad. Lo anterior esta de acuerdo
con el modelo propuesto por Leroux et al. (2003), que explica el poder estabilizante
de las moléculas de pectina, rodeando las particulas lipidicas y causando inhibicion
de la nucleacion y, por lo tanto, la disminucidn del tamafio de las particulas (Baumler

et al., 2013).

El analisis de tamafo de particula en las emulsiones es punto de partida muy
importante para la elaboracion de peliculas comestibles, dado que el contenido de

particulas lipidicas dispersas uniformemente en el sistema influye en la reduccién de
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la trasferencia de agua en el recubrimiento. Estudios realizados por Pérez-Gago y
Krochta (2001) muestran una correlacion lineal entre la disminucion en el tamafio de
particula de la emulsién y una reduccion en la permeabilidad de agua de las peliculas

elaboradas con proteinas de suero y cera de abejas.

3.4.2 Estabilidad fisicoquimicay cinéticas de desestabilizacion

Las Figuras 3.15 y 3.16 muestran los perfiles de %BS en funcién de la altura
de la muestra (mm) correspondientes a las emulsiones E1 y E2, respectivamente. Los
perfiles de estabilidad obtenidos en todas las emulsiones E1 y E2, mostraron el
acoplamiento de tres fendmenos principales de desestabilizacion: sedimentacion,
coalescencia y cremado. También fue posible analizar el nivel de clarificacion en las
muestras, que aungue no es catalogado como un fenomeno de desestabilizacion en

si, es una consecuencia de la migracion de las particulas.
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Figura 3.15. E1. Perfiles %BS. Proporcién ceras de girasol A) 0,1 B) 0,2 C) 0,3.

Escala de tiempo en horas.
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Figura 3.16. E2. Perfiles %BS. Proporcién ceras de girasol A) 0,1 B) 0,2 C) 0,3.

Escala de tiempo en horas.

De acuerdo con los resultados y para un mejor andlisis de ellos, los perfiles

fueron divididos en tres zonas en funcion de la longitud de la muestra en el tubo y de

los fendmenos de desestabilizacion encontrados (Tabla 3.4). Una vez identificadas las

zonas de estudio y los fendmenos en cada una de ellas, fue posible analizar también

su cinética de desestabilizacion, evaluando el efecto de la adicion de ceras de girasol

y del contenido de pectina en la estabilidad fisicoquimica de las emulsiones E1 y E2.
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Tabla 3.4. Zonas de estudio de estabilidad de emulsiones.

Longitud de la ) _
Zona Fendmeno analizado
muestra (mm)

Zona 1 6-25 Sedimentacion y clarificacion
Zona 2 25-60 Coalescencia
Zona 3 60 — 67 Cremado

O] Zona 1: Sedimentacion y clarificacion

El fendmeno de sedimentacion fue identificado principalmente en las
emulsiones (E1 y E2) preparadas con 1% m/m de pectina (Figuras 3.15 y 3.16),
observandose valores positivos de %BS, que fueron disminuyendo a medida que se
incrementd la proporcién de ceras de girasol, llegando a obtener valores positivos muy
pequefios de %BS cuando la proporcion de ceras fue 0,3, asi como también valores
negativos que indican la manifestacion paulatina de clarificacién en las muestras. En
estos perfiles, para este mismo nivel de pectina (1% m/m) y proporciones de cera de
0,1y 0,2, fue posible observar que los valores positivos de %BS en E1 y E2 surgen a
diferentes tiempos, tomando lugar el fenbmeno de sedimentacion después de 24y 72
horas en E1; mientras que para E2 comienza a registrarse a tiempos mas grandes
(144 — 270 horas). En las Figuras 3.17 y 3.18 se presenta una ampliacién de la zona

para observar los tiempos mencionados.
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Figura 3.17. E1y E2. Perfiles %BS. Ampliacion zona de sedimentacion Pectina 1%.

Proporcién ceras de girasol: 0,1. Escala de tiempo en horas.
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Figura 3.18. E1 y E2. Perfiles %BS. Ampliacién zona de sedimentacion Pectina 1%.
Proporcién ceras de girasol: 0,2. Escala de tiempo en horas.

La diferencia de los tiempos de inicio de la sedimentacion entre las dos
emulsiones (E1y E2) cuando el porcentaje de pectina fue de 1% m/m, puede deberse
principalmente a que los valores medios de tamafio de particula en E1 son mayores
gue E2 (Tabla 3.2), lo que produce que la velocidad de sedimentacién sea mayor. Este

hecho va de acuerdo a los planteado por la Ley de Stokes, donde la velocidad de
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sedimentacion es proporcional al cuadrado del tamafio de particula (Ec. 3.2) (Mengual

et al., 1999; Schramm, 2006).

- 2
Vg = g(ps—p)d

™ (Ec. 3.2)

Donde V¢ es la velocidad de sedimentacion, g es la gravedad, ps es la densidad
de las particulas o fase dispersa, p es la densidad de la fase continua, d es el didmetro

de la particula y u es la viscosidad del fluido.

La raz6n mas importante en la reduccion del fenomeno de sedimentacién en
las emulsiones asociado con el incremento en la cantidad de ceras de girasol, tiene
su origen en la menor cercania entre las particulas; de manera que a medida que las
particulas de mayor tamafio migran hacia la parte superior, éstas chocan y se agregan
con las de menor tamafo, produciéndose un movimiento hacia la parte superior

(cremado) y no hacia la parte inferior (sedimentacion) (McClements, 1999).

Cuando el porcentaje de pectina fue de 2% m/m vy la proporcion de ceras fue
de 0,1, los perfiles de las emulsiones (Figuras 3.15 y 3.16) mostraron valores positivos
de %BS, siendo mas altos en E1, cuyo inicio se evidencia a aproximadamente 72
horas de medicion; mientras que en E2, fueron mas notorios a las 600 horas (Figura
3.19). Esta diferencia también se encuentra asociada a que la velocidad de
sedimentacién se relaciona de manera proporcional con el tamafio de las particulas
(Ec. 3.2), cuyos valores medios son mayores para E1 (Tabla 3.2). Para este mismo
porcentaje de pectina (2% m/m), cuando se incrementaron las proporciones de cera

(0,2 y 0,3), los valores negativos de %BS indican una aparicion paulatina del proceso
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de clarificacién, el cual se incrementa con el agregado de ceras. Dicho proceso

también fue evidente en las emulsiones E1 y E2 elaboradas con 3% m/m de pectina.
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Figura 3.19. E1y E2. Perfiles %BS. Ampliacion zona de sedimentacion Pectina 2%.

Proporcién ceras de girasol: 0,1. Escala de tiempo en horas.

La influencia de las ceras de girasol en el fenomeno de sedimentacion de E1y

E2 con 1% m/m de pectina, puede observarse a través de su cinética (Figura 3.20).
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Se observan mayores velocidades de desestabilizacion en las emulsiones con
proporcion de ceras 0,1; siendo el fendmeno de sedimentacion contrarrestado con el
aumento de éstas. Dicho efecto es mas notorio en E1, cuya velocidad de
desestabilizacion es mayor comparada a E2 y por lo tanto su nivel de reduccion

también cuando la proporcion de ceras aumento.
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Figura 3.20. Cinética de desestabilizacion. Sedimentacion. Efecto contenido

de ceras de girasol. Pectina 1% m/m. Zona 1. A. E1 B. E2.

Evaluando el efecto del contenido de pectina en la cinética sedimentacion en
emulsiones E1 y E2 con proporcion de ceras de 0,1 (Figura 3.21), se puede observar
también una reduccion del proceso de sedimentacion, asociado a las propiedades
estabilizantes que posee la pectina y al aumento de la viscosidad en el sistema, siendo
practicamente insignificantes los valores de ABS positivos encontrados en el nivel mas

alto de pectina (3% m/m).
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Figura 3.21. Cinética de desestabilizacién. Sedimentacion. Efecto contenido
de pectina. Proporcion 0,1. Zona 1. A. E1 B. E2.

En la Figura 3.22 se presenta la influencia de las ceras de girasol en la cinética

de clarificacion. Las emulsiones E1 y E2 con 2% m/m de pectina y proporciones 0,2 'y

0,3 (Figura 3.22 A) exhibieron un comportamiento similar, disminuyendo su velocidad

de desestabilizacion aproximadamente a las 150 horas (6 dias) de medicidén, mientras

que las emulsiones E1 y E2 con 3% m/m de pectina (Figura 3.22 B) alcanzaron dicha

disminucién aproximadamente a las 600 horas (25 dias) de medicion.

Tiempo (h)
0 50 100

150

Tiempo (h)
200 400 600

800 1000

E1. Proporcidn 0,2
=== E1, Proporcion 0,3
=== E2. Proporcidn 0,2
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ABS (peak thickness) (%)

-25 4

El. Proporcién 0,2
=== E1. Proporcién 0,3
=== E2. Proporcién 0,2
=== E2. Proporcién 0,3

B

Figura 3.22. Cinética de desestabilizacion. Clarificacion. Efecto contenido de ceras

de girasol. Proporciones 0,2 y 0,3. Zona 1. A. Pectina 2% m/m B. Pectina 3% m/m.
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Zona 2: Coalescencia

En los perfiles de estabilidad de todas las emulsiones E1 y E2, excepto en las
elaboradas con 1% m/m de pectina y proporcion 0,1 de ceras, fue posible observar
valores negativos de %BS en la zona media de la muestra (Figuras 3.15 y 3.16).
Dichos valores fueron inducidos por una disminucion progresiva de la retrodispersion
cuando aumento el tamafio de las particulas, caracteristico de un fenémeno de
coalescencia, el cual fue mas pronunciado a medida que se incrementé el contenido

de ceras y de pectina.

La evolucion comparativa o cinética del proceso de coalescencia para E1y E2
se presenta en la Figura 3.23. Las emulsiones E1 y E2 exhibieron efectos similares,
siendo promovido dicho proceso por la adicion de ceras y por el contenido de pectina
(valores cada vez mas negativos). En todos los niveles de pectina, las velocidades de
desestabilizacion en emulsiones preparadas con una proporcion 0,3 de ceras fueron
las mas altas, observandose en mayor medida en emulsiones con 1 y 2% m/m de
pectina, donde se evidencia una disminucion de la velocidad de desestabilizacion
aproximadamente en la tercera parte del tiempo de medicién (400 horas) (Figura 3.23
A, B, D, E). Lo contrario ocurre en las emulsiones con 3% m/m de pectina y la
proporcion mas alta de ceras de girasol (Figura 3.23 C y F), donde a aproximadamente
400 horas de medicion la velocidad de coalescencia se incrementa (mayor pendiente

en la curva).
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Figura 3.23. Cinética de desestabilizacion.

Coalescencia. Efecto del contenido de

ceras de girasol y pectina. Zona 2. E1 / % m/m pectina: A/1, B/2, C/3. E2 | % m/m
pectina: D/1, E/2, F/3.

El proceso de coalescencia en las emulsiones esta determinado por el

rompimiento de la membrana interfacial que rodea las particulas, generando la unién
de éstas luego de su colision (seccién 3.2.4.2.2). Si la capa de la fase continua que

rodea las particulas es delgada y débil, la probabilidad de que el fenémeno de
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coalescencia ocurra es alta. Por lo tanto, el aumento en las velocidades de
desestabilizacion de coalescencia en las emulsiones con proporciones mas altas de
ceras, puede deberse a que la cantidad de pectina no fue suficiente para lograr una
completa saturacion de la superficie de las particulas y el aumento en la viscosidad
de la fase continua no redujo el movimiento generado en las particulas a través de
tiempo. Es asi que se obtiene una membrana interfacial débil que ofrece poca
resistencia a la union de estas particulas, las cuales debido a su movimiento
browniano, la gravedad o fuerzas mecanicas tienden a colisionar y, por lo tanto, a
unirse entre si. Ademas el tiempo prolongado de contacto (1008 horas) entre las

particulas juega un papel importante en la evolucion de este proceso.

Zona 3: Cremado

En todos los perfiles de estabilidad de las emulsiones E1 y E2 (Figura 3.15 y
3.16), hacia la parte superior de la muestra, en una pequefia porcion (10 mm), se
observa un aumento en la sefial de %BS (picos positivos) indicando la presencia del
fendmeno de cremado, el cual fue mas notorio a mayores tiempos de medicién y cuyo

inicio se produce entre las 24 a 48 horas.

La Figura 3.24 muestra la cinética de desestabilizacion del fenémeno de
cremado. Las emulsiones E1 y E2 registraron efectos similares. En todos los casos,
la adicion de ceras generd baja estabilidad de las emulsiones respecto a este
fendbmeno, disminuyendo su velocidad a tiempos de aproximadamente 200 horas (8

dias).
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Figura 3.24. Cinética de desestabilizacion. Cremado. Efecto del contenido de ceras

de girasol y pectina. Zona 3. E1 / % m/m pectina: A/1, B/2, C/3. E2 | % m/m pectina:
D/1, E/2, FI3.

La presencia de un amplio rango de diferentes tamafios de particula en las

emulsiones (polidispersion) contribuye a la presencia del fenémeno de cremado, dado
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gue las particulas de mayor tamafio tienden a migrar mas rapidamente hacia la parte

superior. Sin embargo, aunque las distribuciones de tamafio de particula (Figura 3.14)

indican que existe una mayor dispersion cuando el contenido de pecina fue menor, el

fenébmeno de cremado encontrado en las emulsiones E1 y E2 sefiala que este

comportamiento no depende principalmente de la mayor o menor polidispersion, dado

gue en todas las emulsiones E1 y E2 este proceso ocurre a tiempos similares. Un

ejemplo de la zona de cremado ampliada se muestra en la Figura 3.25. El proceso de

coalescencia (aumento de tamafio de particula), el cual se manifiesta de manera mas

pronunciada con el tiempo, si contribuye en mayor medida con dicha migracién y con

la presencia paulatina de clarificacion en el fondo del tubo.
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Figura 3.25. E1. Perfiles %BS. Ejemplo ampliacién zona de cremado Pectina 2%.

Proporcién ceras de girasol: 0,2. Escala de tiempo en horas.
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3.4.3 Anadlisis reolégico de las emulsiones
En la Figura 3.26 se muestra el esfuerzo de corte (Pa) en funcién de la
velocidad de deformacion (s) para las emulsiones acuosas de pectina y ceras de

girasol E1 y E2.
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Figura 3.26. Comportamiento reoldgico de las emulsiones. A) E1, 1% m/m Pectina,
B) E1, 2% m/m Pectina, C) E1, 3% m/m Pectina, D) E2, 1% m/m Pectina, E) E2, 2%

m/m Pectina, F) E2, 3% m/m Pectina.
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En todos los casos fue posible observar una relacion lineal entre el esfuerzo de
corte y la velocidad de deformacion, encontrandose valores mas altos de esfuerzo de
corte a medida que el contenido de pectina aumento, lo cual es atribuido a las
propiedades espesantes de este polisacarido. Sin embargo, la adicién de ceras s6lo
implicé un incremento en el esfuerzo de corte en las emulsiones E1 y E2 con 2y 3%
m/m de pectinay E2 con 1% m/m de pectinay proporcion 0,3; sugiriendo el bajo aporte
de las ceras de girasol en el menor nivel de pectina (1% m/m) comparado con su

control.

El modelo mas apropiado para explicar el comportamiento reoldgico de las

emulsiones fue el Modelo de Potencia Oswald Weale:

T=Ky"

donde 1 es el esfuerzo de corte, y es la velocidad de deformacién, K es el indice de
consistencia y n es el indice de comportamiento de flujo. Los valores de n de todas
las emulsiones E1 y E2 fueron cercanos a 1 (Tabla 3.5), indicando una aproximacion
a fluidos newtonianos. Las viscosidades aparentes obtenidas con el Modelo de la
Potencia para E1 y E2 se muestran en la Tabla 3.5. En todos los casos, las
viscosidades de E2 fueron mas altas que las encontradas en E1. Los datos fueron
analizados con ANOVA doble, teniendo como factores el contenido de ceras de girasol
y de pectina en las muestras. Respecto a las emulsiones E1, no se encontraron
diferencias significativas (o = 0,05) entre el contenido de ceras (p = 0,9997) ni entre la
interaccién de los tratamientos (p = 0,3993), pero si entre el contenido de pectina

(p << 0,01), resultando en valores de viscosidad mas altos con su incremento.
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El andlisis estadistico de las viscosidades de las emulsiones E2, determino la
existencia de interaccion entre el contenido de pectina y de ceras (p << 0,01), por lo
cual el analisis fue particionado. El mayor contenido de pectina y de ceras de girasol
significaron un aumento en las viscosidades de E2 (p << 0,01), observandose sin
embargo, una pequefa variacion de los valores en emulsiones con 2% m/m de

pectina.

Tabla 3.5. indices de comportamiento de flujo (n) y viscosidades aparentes (Pa.s)
basadas en el Modelo de la Potencia para emulsiones acuosas de pectina y ceras

de girasol.
Pectina Proporcion de ceras (g ceras/g pectina)
(% m/m) 0,1 0,2 0,3
indice de comportamiento de flujo (n)
1 1,0875 + 0,0074 0,9627 + 0,0267 1,0363 + 0,0452
El 2 1,0229 + 0,0252 1,0191 + 0,0004 1,0378 + 0,0033
3 1,0031 + 0,0017 0,9989 + 0,0020 1,0033 + 0,0008
1 1,0307 + 0,0698 0,9997 + 0,0065 0,9969 + 0,0206
E2 2 1,0105 + 0,0127 1,0046 + 0,0071 1,0093 + 0,0069
3 1,0059 + 0,0041 1,0061 + 0,0148 1,0561 + 0,0094
Viscosidad Aparente (Pa.s)
1 0,0070 + 0,0002 &4 0,0077 +0,0006 A 0,0080 + 0,0006 4
El 2 0,0231 +0,0011 %8  0,0244 + 0,0010>®  0,0230 + 0,0019 2 B
3 0,0587 + 0,0004 & ¢ 0,0575 + 0,0001 &€ 0,0577 + 0,0004 &€
1 0,0076 + 0,0007 #A  0,0086 + 0,0000 @#  0,0098 + 0,0003 >~
E2 2 0,0301 + 0,0009 &  0,0296 + 0,0003 >  0,0325 + 0,0002 2 B
3 0,0731 +0,0002 & ¢ 0,0773 +0,0020 > ¢ 0,0777 +0,0002 > ¢

Valores medios + desviacion estandar, n = 2. Valores en la misma fila seguidas por diferentes

letras en mindscula (efecto adicién de ceras) son significativamente diferentes (p<0,05) por el

Test de Fisher. Valores en la misma columna seguidas por diferentes letras en mayuscula

(efecto adicion de pectina) son significativamente diferentes (p<0,05) por el Test de Fisher.
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Las propiedades reoldgicas globales de las emulsiones O/W son influenciadas
por los componentes de la fase continua, es decir, que un aumento en la viscosidad
de ésta, es proporcional a la viscosidad de toda la emulsion. Claramente, el contenido
de pectina en las emulsiones E1 y E2 influyé significativamente en las propiedades

reologicas globales del sistema.

Es importante resaltar que aunque las emulsiones fueron mas viscosas
principalmente con el aumento de pectina, no se evidencio una influencia alta de ésta
caracteristica en la estabilidad global de las emulsiones. A pesar que dicho aumento
en la viscosidad del sistema puede implicar la reduccion del movimiento de las
particulas y por lo tanto la disminucion de ciertos fendmenos de migracion debido a la
gravedad (sedimentacion o cremado) o de agrupamiento (coalescencia), el tiempo
prolongado de estudio y el aumento en la proporcion de ceras indico que dicha

reduccion del movimiento de las particulas no fue tan evidente en el caso de estudio.

3.4.4 Andlisis imagenes Microscopia Confocal

En las Figuras 3.27 y 3.28 se muestran las fotografias de las emulsiones E1 y
E2, respectivamente, tomadas mediante microscopia confocal. En todas las
emulsiones fue posible visualizar las ceras de girasol, observando la buena dispersion
y distribucion de las mismas en el medio sin notar la formacién de agregados. Esto
confirma la capacidad estabilizante de la pectina respecto a las particulas de cera, las
cuales logran distribuirse de manera homogénea y uniforme en el medio. Como ya se
ha mencionado antes, en las emulsiones cuyo objetivo final es la elaboracién de
peliculas comestibles, la buena dispersion del componente lipidico en la matriz tiene

un efecto significativo en las propiedades de barrera finales de la pelicula.
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Proporcién 0,1 Proporcién 0,2 Proporcién 0,3

Figura 3.27. Imagenes de microscopia laser confocal. Emulsiones E1. A) Pectina
1% m/m B) Pectina 2% m/m C) Pectina 3% m/m.
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Proporcién 0,1 Proporcién 0,2 Proporciéon 0,3

—
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Figura 3.28. Imagenes de microscopia laser confocal. Emulsiones E2. A) Pectina

1% m/m B) Pectina 2% m/m C) Pectina 3% m/m.
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3.5 CONCLUSIONES

El analisis de las propiedades fisicas de emulsiones acuosas de pectina y ceras
de girasol para la elaboracién de peliculas comestibles es de gran importancia, ya que
de éstas dependen sus caracteristicas finales para brindar una adecuada proteccion

a los alimentos.

La obtencion de las peliculas comestibles a partir de emulsiones permitieron la
dispersiéon del componente lipidico (ceras de girasol) en la matriz polimérica (pectina),
para ello, fue necesario que las emulsiones presenten un alto grado de estabilidad que
no permita afectar las propiedades finales de barrera de las peliculas. Los fenébmenos
de desestabilizacion como sedimentacion, coalescencia y cremado estuvieron
presentes. Con el aumento en el contenido de pectina y ceras, el fendmeno de
sedimentacién en las emulsiones fue disipado y los fenémenos de coalescencia y
cremado se hicieron mas evidentes a pesar del aumento en la viscosidad de las
emulsiones. Estos fendmenos de desestabilizacibn se evidenciaron a tiempos
prolongados de ensayo, a las 24 horas o mas de elaborada la emulsién. Por lo que se
puede concluir que dichas emulsiones presentan una buena estabilidad para ser

utilizadas en la produccion de las peliculas.

El tamafio de particula de las emulsiones fue afectado por el contenido de ceras
y de pectina, obteniéndose, en la mayoria de los casos, tamafios de particula menores
principalmente cuando el contenido de pectina fue mayor; proceso que se relaciona
con la capacidad estabilizante de este polisacarido sobre las particulas de ceray que

evita la formacién de agregados, evidenciandose una distribucion de tamafio con
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menor amplitud y mayor altura, lo que indica que dichas emulsiones poseen menor

dispersion.

El analisis reologico indicé una aproximacion de las emulsiones a fluidos
newtonianos. El esfuerzo de corte y la viscosidad aumentaron con el contenido de
pectina y tuvieron valores variables con la adicion de ceras, lo que muestra que las
propiedades reologicas de la emulsion dependen significativamente de la reologia de

la fase continua.

El andlisis de las micrografias revelo la presencia de cristales de cera y una
buena dispersion atribuida a la capacidad estabilizante de la pectina, lo cual es de
suma importancia en la posterior capacidad permeante de la pelicula una vez

elaborada.
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CAPITULO 4

PELICULAS COMESTIBLES

4.1 OBJETIVO

El objetivo de este capitulo es la elaboracion de peliculas comestibles a partir
de emulsiones acuosas de pectina de bajo metoxilo, ceras de girasol y glicerol
(plastificante), evaluando su estructura, resistencia al agua, propiedades mecénicas y

determinando su comportamiento térmico.

4.2 INTRODUCCION

En el mercado global alimentario, los requerimientos de la industria, movidos
por las necesidades del consumidor, han hecho necesario que se exploren nuevos
caminos en el empaque de alimentos, buscando materiales que brinden proteccion,
seguridad y confiabilidad a la hora de consumirlos y que ademas contribuyan al medio

ambiente.

En la actualidad, el envasado y empaque de alimentos se realiza utilizando
materiales convencionales, caracterizados por su gran disponibilidad, costo
relativamente bajo, buen comportamiento mecanico y buenas propiedades de barrera

(Siracusa et al., 2008). Los plasticos, materiales provenientes de productos
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petroquimicos, son los mas usados en esta industria, siendo los mas importantes:
tereftalato de polietileno (PET), policloruro de vinilo (PVC), polietileno (PE),
poliestireno (PS) y poliamida (PA), entre otros. Sin embargo, éstos causan efectos
adversos al medio ambiente dado que no todos son totalmente reciclables o
biodegradables, originando riesgos a la salud humana y a los ecosistemas (Mahalik y
Nambiar, 2010). Esta situacién ha incentivado la investigacion acerca del uso
alternativo o de manera sinérgica, de materiales degradables y comestibles
provenientes de fuentes renovables o derivados de subproductos o residuos de la
industria alimentaria (Debeaufort y Voilley, 1995). Estos nuevos materiales deben
proteger al alimento actuando como barrera a la transferencia de agua, gases y
solutos de alimentos, como asi también mejorar su apariencia y brindar resistencia e
integridad estructural en el proceso de manipulacion de los mismos (Guilbert et al.,
1995). En este campo, se han desarrollado diversos estudios innovadores acerca de
peliculas comestibles y recubrimientos, que surgen como nuevas aplicaciones o como
refuerzo de tecnologias ya existentes (Hansen y Plackett, 2008; Janjarasskul y

Krochta, 2010; Mellinas et al., 2016; Razavi et al., 2015).

4.2.1 Peliculas comestibles

Una pelicula comestible puede definirse como una o varias capas delgadas de
material comestible preformado que pueden ser colocadas sobre los alimentos y a su
vez actuar como barrera a la transferencia de agua, gases y solutos (McHugh, 2000).
Las peliculas comestibles se diferencian de los recubrimientos comestibles dado que
éstos, a partir de las soluciones, se forman directamente sobre el alimento por

diferentes métodos pasando a constituir parte del mismo, mientras que las peliculas
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son autosoportadas, formandose sobre una superficie y separandose de la misma

cuando esta elaborada (Falguera et al., 2011).

El objetivo principal de las peliculas es proteger al alimento de deterioros
quimicos y fisicos como la oxidacion, crecimiento microbiano, pérdida y/o cambio de
aromas y sabores y deshidratacion, los cuales son promovidos por la migracion de
vapor de agua, oxigeno, etileno, etc. (Pavlath y Orts, 2009). Para lograr dicha
proteccién es necesario analizar la interaccién del alimento con el medio circundante

y que la pelicula en su formulacion incluya componentes capaces de complementarse.

42.1.1 Breve historia de las peliculas comestibles

Las ceras fueron los primeros materiales usados para recubrir frutas, su uso
data desde los siglos XII y Xl cuando en China aplicaban ceras a naranjas y limones
(Hardenburg, 1967), notando que las frutas recubiertas podian ser almacenadas por
un tiempo mas prolongado que las no recubiertas. Después, en Inglaterra, se reporta
el uso de manteca de cerdo o grasas para prolongar la vida util de los productos
carnicos (Labuza y Contreras-Medellin, 1981). Desde el siglo XV una pelicula
comestible proteica obtenida de parte de la grasa de leche de soja hervida llamada
yuba, ha sido tradicionalmente usada en Asia (Han y Gennadios, 2005). En el siglo
XIX la sacarosa se aplic6 como un recubrimiento protector en nueces, almendras y
avellanas para prevenir la oxidacion y rancidez durante el almacenamiento
(Debeaufort et al., 1998). En ese mismo siglo, en la década de los afios 30, se dispuso
comercialmente cera fundida de parafina como recubrimiento comestible de
manzanas y peras (Park, 1999); y, ademas, a partir de esa década, se usé una

emulsion de ceras y aceite en agua para mejorar la apariencia de las frutas, controlar
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su maduracion y retardar la pérdida de agua, uso que luego seria reportado por Erbil
y Muftugil (1986) en el recubrimiento de duraznos. También se han realizado trabajos
que incluyeron el uso de polisacaridos, alginatos, carragenanos, celulosa, pectina,
almidén para mejorar la calidad de carnes (Labuza y Contreras-Medellin, 1981). En
los dltimos 40 afios se han venido desarrollando metodologias y formulaciones,
ademas de la caracterizacién de peliculas y recubrimientos comestibles utilizando
materiales biodegradables que también provienen de fuentes de desecho. Se han
estudiado diferentes materiales como almidon (Jiménez et al., 2012), derivados de
celulosa (Hansen y Plackett, 2008), quitosano (Elsabee y Abdou, 2013), gomas
(Razavi et al., 2015), proteinas (Gennadios, 2004), polisacaridos y lipidos (Garcia et
al., 2000; Rhim y Ng, 2007), entre otros, con los que se han obtenido peliculas para

empaque de alimentos frescos o procesados con el objetivo de extender su vida util.

4.2.2 Propiedades funcionales de las peliculas comestibles

Las peliculas comestibles proporcionan al alimento muchos beneficios en
términos de proteccion, manteniendo y mejorando su calidad fisica, quimica y
microbiolégica, brindandole resistencia e integridad estructural, color y suavidad en su
superficie y siendo portadoras de ingredientes activos. Entre las propiedades

funcionales méas importantes se encuentran:

® Reduccion de la pérdida de humedad vy transporte de gases

Los fendbmenos de migracion de diferentes componentes son uno de los
principales responsables de los cambios fisicoquimicos y de deterioro que sufren los
alimentos durante su almacenamiento y distribucion, e influyen en su calidad

nutricional y microbiolégica (Nguyen et al., 2001) (Figura 4.1). Dichos fendbmenos
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pueden ocurrir entre el alimento y su medio circundante, entre el alimento y los
materiales de embalaje o entre ingredientes heterogéneos en el propio producto
alimenticio (Krochta, 1997). Las peliculas comestibles pueden cubrir los alimentos y

ubicarse entre las partes heterogéneas para reducir o evitar estos fenomenos de

migracion y preservar la calidad (Guilbert et al., 1995).

MEDIO
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Figura 4.1. Transferencias que pueden ser controladas por barreras comestibles.
Fuente: Debeaufort y Voilley (2009).

Estos fendmenos se pueden analizar mediante la caracterizacion de las
propiedades de barrera, no solo al agua, sino también al oxigeno, didxido de carbono,
sabores, etc.. Algunas peliculas comestibles poseen una baja permeabilidad al
oxigeno, pero una alta permeabilidad al agua (con excepcion de los lipidos), siendo
generalmente mayor a la permeabilidad de las peliculas elaboradas de materiales
plasticos (Hagenmaier, 2011). Estas propiedades de barrera se ven afectadas por: a)

la composicién de la pelicula debido a las caracteristicas especificas del material
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formador, b) la temperatura, dado que si ésta aumenta provee mayor energia a la
migracion de sustancias aumentando la permeabilidad, c) la humedad relativa del
ambiente y d) la adicion de aditivos como plastificantes, los cuales intervienen en la
estructura aumentando la permeabilidad de la mayoria de los migrantes (Baldwin y

Hagenmaier, 2011).

® Propiedades de barrera a la grasa

La hidrofilicidad inherente de proteinas y polisacéridos proporciona a las
peliculas basadas en estos materiales resistencia a la migracion de aceites y grasas,
utilizandose potencialmente para mejorar la calidad del producto y la eficiencia en
varias etapas de procesamiento de alimentos. Estudios realizados por
Balasubramaniam et al. (1997), Dragich y Krochta (2010) y Mallikarjunan et al. (1997)
indican que las peliculas y recubrimientos comestibles basados en polisacaridos
pueden ser utilizados para retener la humedad y reducir la absorcién de grasa en los

alimentos fritos.

Ademas, la aplicacién de peliculas o recubrimientos comestibles puede ayudar
a una deshidratacion selectiva, es decir, contribuyendo a la reduccién del contenido
de agua de los alimentos. Por lo que es deseable en procesos como la liofilizacién que
la pelicula posea una alta permeabilidad al agua y una baja permeabilidad a
ingredientes valiosos solubles en agua, sabores y aromas o la sal (Dabrowska y

Lenart, 2001; Guilbert et al., 1995).
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® Propiedades mecanicas y de manejo de los alimentos

Las peliculas comestibles brindan un refuerzo estructural a los productos
alimenticios que son fragiles, protegiéndolos de dafios fisicos causados por impacto
mecanico, presion, vibraciones, etc. y faciltando su manejo, transporte,
almacenamiento, comercializacion y uso final, como por ejemplo, disminuyendo el
dafio de las células epidérmicas en productos frescos o mejorando la integridad
mecanica y evitando la fragmentacion en productos congelados y liofilizados

(Janjarasskul y Krochta, 2010).

Generalmente, para evaluar las propiedades mecanicas de la pelicula, se
incluye la medicion de la resistencia a la traccion, elongacion a la rotura, modulo de
elasticidad, resistencia a la compresion, a la perforacion, al desgarramiento y a la
abrasion, rigidez, fuerza de adhesion, etc. (Han y Gennadios, 2005). Las propiedades
mecanicas de las peliculas comestibles dependen de la cohesién estructural, la cual
deriva del tipo y proporcion de materiales formadores de pelicula utilizados, su
proceso de elaboracion y las condiciones experimentales (Janjarasskul y Krochta,
2010). Estas peliculas tienen menor resistencia a la traccion que las peliculas de
plastico comunes, mientras que su elongacion a la rotura varia ampliamente. Muchas
peliculas, cuyos materiales son hidroéfilos, son sensibles a la humedad, afectando su
resistencia fisica. Esta disminuye a humedades relativas altas ya que las moléculas
de agua absorbidas por las peliculas actian como plastificante (Debeaufort et al.,
1998). Otro factor que afecta las propiedades mecanicas de las peliculas es la
temperatura, cuando la misma aumenta por encima de la temperatura de transicion
vitrea del material contribuye en la disminucién de su resistencia (Han y Gennadios,

2005).
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® Contenido de aditivos

El interés de investigaciones actuales se centra en el andlisis de la capacidad
que poseen las peliculas y recubrimientos comestibles de transportar y liberar
controladamente compuestos como antioxidantes, antimicrobianos, pigmentos,
sabores, especias, sales, nutrientes, nutracéuticos, etc. (Janjarasskul y Krochta, 2010;
Kester y Fennema, 1986). En los empaques llamados activos, estos aditivos proveen
a la pelicula o recubrimiento funciones adicionales para proteger a los alimentos de la
oxidacion y del deterioro microbiano o evitando la pérdida de compuestos de interés,
lo que resulta en el mejoramiento de la calidad y aumento de la seguridad alimentaria

(Debeaufort et al., 1998; Han y Gennadios, 2005).

4.2.3 Materiales usados en peliculas comestibles

Las peliculas pueden ser elaboradas a partir de polisacéridos, proteinas, lipidos
y resinas, los cuales pueden usarse solos o combinados, otorgandole a las peliculas
ciertas propiedades funcionales que dependen de la naturaleza del material formador
(Pérez-Gago y Krochta, 2001). En la formulacién también se utilizan solventes como
agua o etanol y aditivos grado alimenticio como plastificantes o surfactantes con el fin
de mantener la comestibilidad y seguridad alimentaria (Mellinas et al., 2016; Pavlath

y Orts, 2009).

En la Tabla 4.1 se muestran algunos de los materiales mas usados en la

formulacion de peliculas comestibles.

Las peliculas comestibles elaboradas a base de polisacaridos, por ser

materiales hidrofilicos, muestran una baja barrera a la humedad y pueden actuar como
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un “agente de sacrificio” aplicandose en este caso en un espesor relativamente grueso

para absorber agua intencionalmente y proporcionar proteccion temporal contra la

pérdida de humedad adicional (Pavlath y Orts, 2009). Estas peliculas a base de

polisacaridos muestran una permeabilidad selectiva al O2 y CO2 y una buena

estabilidad estructural. Como se puede observar en la Tabla 4.1, una gran variedad

de polisacéridos y sus derivados han sido usados como matrices para formar

peliculas, los cuales brindan caracteristicas como dureza, viscosidad, compactibilidad,

adhesividad y capacidad para formar geles (Sanchez-Ortega et al., 2014).

Tabla 4.1. Materiales usados para peliculas comestibles.

Composicién funcional

Materiales

Materiales formadores

de peliculas

Plastificantes

Aditivos funcionales

Otros aditivos

Proteinas: Colageno, gelatina, caseina, proteina de suero de
leche, zeina, gluten de trigo, proteina de soja, proteina blanca
de huevo, proteina miofibrilar de peces, proteina de sorgo, de
guisante, de salvado de arroz, de semilla de algodén, de mani,
gueratina.

Polisacaridos: almidon, almidon modificado, celulosa
modificada (CMC, MC, HPC, HPMC), alginato, carragenano,
pectina, pululano, quitosano, goma gellan, goma xantan.
Lipidos: ceras (cera de abejas, parafina, carnauba, candelilla,
de salvado de arroz), resinas (goma laca, terpeno),
acetoglicéridos.

Glicerol, propilenglicol, sobitol, sacarosa, polietilenglicol, jarabe
de maiz, agua.

Antioxidantes, antimicrobianos, nutrientes, nutracéuticos,
productos farmacéuticos, sabores, colores.

Agentes emulsificantes (lecitina, Tweens, Spans), emulsiones

lipidicas (ceras comestibles, acidos grasos)

CMC, carboximetilcelulosa; MC, metilcelulosa; HPC, hidroxipropil celulosa; HPMC, hidroxipropil

metilcelulosa. Fuente: Han y Gennadios (2005)
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Los polisacaridos pueden presentar carga neutra (ésteres de acetato, metil
éteres, azucares neutros), carga negativa (carboxilato, grupos sulfato) o carga positiva
(grupos amino) debido a la presencia de diversos grupos quimicos unidos a unidades
individuales de monosacaridos. Estas caracteristicas estructurales contribuyen a sus
diferencias de solubilidad, sinergia o incompatibilidad entre si o con otros ingredientes
(proteinas, minerales, acidos y lipidos), propiedades espesantes, gelificantes y
emulsionantes y a la capacidad para formar una pelicula en una superficie tras su
aplicacion (propiedad filmogénica) (Nieto, 2009). En esta ultima propiedad, el
mecanismo de formacion de la pelicula por parte del polisacéarido implica la separaciéon
de segmentos de polimero y el reordenamiento de las cadenas en una matriz o gel

por evaporacion de un solvente que crea enlaces hidrogeno (Rhim y Ng, 2007).

4.2.3.1 La pectina como matriz polimérica para la elaboracion de peliculas

Los subproductos de las plantas procesadoras de alimentos representan un
importante problema de eliminacion y disposicion, pero también son fuentes
prometedoras de compuestos con propiedades tecnolégicas y nutricionales favorables
(Galanakis, 2012). Como ya se describié en el Capitulo 3, la industria de la pectina se
ha desarrollado en el aprovechamiento de subproductos, especialmente en la
utilizacion de materiales de desecho, siendo el orujo de manzana y las cascaras de
citricos las principales fuentes industriales de pectina (Laurent y Boulenguer, 2003;
May, 1997), aunque también puede obtenerse del procesamiento de frutas como
durazno, mango, guayaba, papaya y maracuya, las cuales son fuente de pectina y

cuyos subproductos podrian ser aprovechados potencialmente (Schieber et al., 2001).
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La pectina es un polisacarido ampliamente utilizado en gran variedad de
alimentos, siendo considerado un ingrediente GRAS (Generalmente Reconocido
Como Seguro) por la Food and Drug Administration (FDA) (FDA, 2016a) y es usado
como agente gelificante, espesante y estabilizante en productos como mermeladas,

helados y bebidas como yogurt y leche saborizada (May, 1997).

El uso de polisacéridos como la pectina en la formulacién de peliculas
comestibles ha sido muy difundido, siendo una matriz polimérica adecuada dado que
reduce la tension interfacial entre fases hidrofilicas e hidrofébicas (Leroux et al., 2003)
y ademas posee caracteristicas importantes como biodegradabilidad,
biocompatibilidad, comestibilidad, gelificacién, permeabilidad selectiva a los gases,

etc. (Espitia et al., 2014).

La elaboracion de dichas peliculas a base de pectinas implica el
aprovechamiento de las propiedades gelificantes de este polisacéarido, las cuales
dependen de su GE. Para el uso de pectina LM, es indispensable el uso de un agente
entrecruzante, generalmente calcio, que permita la formacién de una red de pectinato
(Baumler et al., 2014). La gelificacion de esta pectina se produce en presencia de
iones calcio u otros iones metdlicos divalentes (Diaz-Rojas et al., 2004; Fraeye et al.,
2010). El entrecruzamiento se realiza con la formacion de enlaces i6nicos a traves de
puentes de calcio entre grupos carboxilos disociados (Thakur et al., 1997),
involucrando interacciones electrostaticas entre los cationes y cavidades cargadas
negativamente que estan formadas por cadenas de polimero, donde se insertan los
cationes. Esta estructura se conoce como “caja de huevo”, la cual es similar a la

formada por los alginatos (Espitia et al., 2014; Fraeye et al., 2010). En la Figura 4.2 se
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representa dicha estructura, observandose las cadenas de acido galacturénico y los
circulos oscuros en direccion al ion calcio que representan los atomos de oxigeno

involucrados (Braccini 'y Pérez, 2001).
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Figura 4.2. Representacién esquematica del modelo “caja de huevo”. Fuente:
Braccini y Pérez (2001).

La fuerza del gel de pectina es determinada por el nUmero de zonas de unién
eficaces, siendo mayor cuanta mas alta sea la concentracién de Ca*2 y menor cuando
aumenta la temperatura y la acidez del medio (o el pH es menor a 3) (Nieto, 2009).
Estos geles poseen altas permeabilidades al vapor de agua, actuando como “agentes

de sacrificio” para prevenir la deshidratacion (Soliva-Fortuny et al., 2011).

4.2.3.2 El papel de los lipidos en las peliculas comestibles

Como ya se describid en la seccién 4.2.1.1, el uso de material lipidico es una
practica antigua (Han y Gennadios, 2005). La mayoria de los lipidos son materiales
comestibles, biodegradables y cohesivos que poseen caracteristicas que permiten ser
moldeados (Han y Gennadios, 2005). Dichos materiales son incorporados en la

formulacién de peliculas comestibles combindndose con proteinas y polisacaridos
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debido a que por si solos no forman una matriz resistente y autosoportada. Ademas,
los lipidos imparten hidrofobicidad a las peliculas, considerandose barreras que limitan
la migracién de vapor de agua en los alimentos (Baldwin et al., 1997; Debeaufort y
Voilley, 2009). Dicha migracion tiene una marcada dependencia con la relacion entre
el material hidrofilico e hidrofébico en la formulacion y ocurre generalmente a través

de la porcion hidrofilica o polar de la pelicula (Hernandez, 1994).

Una gran variedad de compuestos lipidicos podrian ser utilizados en la
formulacion de peliculas comestibles, la seleccién del compuesto a utilizar depende
del objetivo de su aplicacion (Tabla 4.2). Diversos estudios se han realizado
investigando la incorporaciébn de materiales lipidicos en la formulacién para la
elaboracion de peliculas comestibles utilizadas en frutas y vegetales, observando
algunas ventajas como el control de la deshidratacion, el ataque de hongos, abrasion
durante el procesamiento y el mejoramiento de la apariencia (brillo), siendo la cera de
abejas, parafina, candelilla y carnauba las mas utilizadas para este propésito (Baldwin
et al., 1997; Debeaufort y Voilley, 2009; Garcia et al., 2000; Hagenmaier y Baker,
1994). Dichas ceras son consideradas como ingredientes GRAS por la FDA (FDA,
2016a) y se encuentran aprobadas por el Caodigo Alimentario Argentino (CAA) para su
utilizacion como aditivos alimentarios (CAA, 2013d) y como aditivos para materiales
plasticos destinados a la elaboracion de envases (CAA, 2013a). En lo que respecta a
las ceras de girasol, no se encuentran explicitamente indicadas en el CAA pero si
implicitamente en el articulo 917 relativo a semillas comestibles (CAA, 2013b) y en el

articulo 528 referente al aceite de girasol virgen (CAA, 2013c).
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Tabla 4.2. Sustancias hidrofébicas usadas como componentes de barrera en las

peliculas comestibles.

e Aceites y grasas de origen vegetal y animal (mani, coco,

palma, cacao, mantequilla de leche, manteca de cerdo,

sebo, etc.).
Aceites, grasas, e Aceites y grasas fraccionados, concentrados Yy/o
manteca, margarina reconstituidos (&cidos grasos, mono, di y triglicéridos,

sustitutos de la manteca de cacao, etc.).

e Aceites hidrogenados y transesterificados (margarina,

manteca, etc.).

e Ceras vegetales y animales naturales: candelilla,

carnauba, de abejas, jojoba.
Ceras . - - . . - .
e Ceras sintéticas: parafina, minerales, microcristalinas, de

polietileno oxidadas o no oxidadas.

_ e Asafoetida, Benjoin, Chicle, Guarana, Myrrhe, Olibanum
Resinas naturales o .
(incienso), Opoponax, Sandaraque, Styrax (Turquia).

Aceites esenciales e Alcanfor, menta y aceites esenciales de frutas citricas.

e Lecitinas, mono y diglicéridos y sus ésteres.
Emulsionantes y . .
_ e Esteres de acidos grasos de sacarosa, alcoholes grasos,
agentes tensoactivos o
acidos grasos.

Fuente: Debeaufort y Voilley (2009)

4.2.3.3 Plastificantes

Estos compuestos son muy utilizados en las formulaciones de peliculas
comestibles, especialmente en las elaboradas con polisacéaridos y proteinas (por
interacciones presentes entre sus moléculas) (Cerqueira et al., 2012). Los
plastificantes son compuestos de bajo peso molecular que disminuyen la temperatura
de transicion vitrea de los polimeros, pueden posicionarse entre las moléculas y
separarlas entre si para interferir en la interaccion polimero-polimero, facilitando el

movimiento molecular, aumentando la flexibilidad e interviniendo en las propiedades
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mecanicas de la matriz (Baldwin y Hagenmaier, 2011; Budi Santosa y Padua, 1999;
Han y Gennadios, 2005), pero también reduciendo las propiedades de barrera de las

peliculas (Maftoonazad et al., 2007).

Como plastificantes ampliamente usados en las peliculas basadas en
polisacaridos se encuentran el agua, mono, di y oligosacéridos, polioles (glicerol,
sorbitol, etc.), lipidos y sus derivados (Suyatma et al., 2005), siendo el glicerol un
subproducto importante de la produccion de biodiesel y considerado como un
ingrediente GRAS por parte de la FDA (FDA, 2016b). La seleccién del tipo de
plastificante a usar requiere considerar su compatibilidad, eficiencia, estabilidad y

economia (Janjarasskul y Krochta, 2010).

4.2.4 Peliculas compuestas y sus metodologias de elaboracion

Teniendo en cuenta que las caracteristicas finales de las peliculas comestibles
compuestas dependen de la sinergia entre las propiedades que aporten sus
ingredientes, se han desarrollado distintas metodologias para su elaboracion, todas
ellas encaminadas a facilitar su obtencion y a mejorar la calidad de las mismas,
investigando combinaciones de materiales lipidicos, los cuales aportan buenas
propiedades de barrera a la transferencia de vapor de agua, con polisacéridos o

proteinas, que forman una matriz de soporte (Pérez-Gago y Krochta, 2005).

Las peliculas compuestas pueden ser elaboradas como peliculas bicapa o a
partir de emulsiones estables. En la primera, el lipido forma una segunda capa sobre
otra de polisacéarido o proteina; mientras que en la segunda, el lipido se dispersay se

atrapa en la matriz de proteina o polisacéarido (Baumler et al., 2013). Las proteinas
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son mas apropiadas para esta técnica, dado que en el caso de los polisacaridos se
requiere el uso de agentes emulsionantes (Pérez-Gago y Krochta, 2005). La industria
de alimentos se ha enfocado en las peliculas emulsionadas, dado que requieren solo
un paso en su fabricacién, comparado con los dos pasos 0 mas que implica la
elaboracion de las peliculas bicapa (Debeaufort y Voilley, 2009; Quezada Gallo et al.,

2000).

Las propiedades mecanicas y de barrera se ven afectadas, en mayor o menor
proporcion por la distribucion de las sustancias hidrofébicas en las peliculas
compuestas, obteniendo una barrera mas eficaz cuanto mas homogénea sea dicha
distribucion. Segun los estudios realizados por Martin-Polo et al. (1992), Debeaufort
et al. (1993) y Schultz et al. (1949), la eficacia de barrera al vapor de agua resultante
de peliculas bicapa es a menudo del mismo orden de magnitud que la de los lipidos
puros y es mucho mas alta que la de las peliculas basadas en emulsion; sin embargo,
cuando la capa hidréfila estd en contacto con la fase himeda, ésta tiende a absorber
agua (Debeaufort y Voilley, 2009). Por otro lado, las peliculas bicapa tienden a
deslaminarse, exhibiendo malas propiedades mecanicas en comparacion con las

presentadas por las peliculas en emulsion (Pérez-Gago y Krochta, 2005).

Una vez que la emulsion o solucion formadora de pelicula ha sido obtenida, uno
de los métodos mas usados para lograr la pelicula final es el método de casting, el
cual consiste en la disposicion de la solucion en una superficie plana y antiadherente,
seguida de secado y posterior desprendimiento de la pelicula (Mellinas et al., 2016).
Este método puede realizarse en batch o continuo, siendo el primero muy util en la

preparacion de peliculas a escala laboratorio, mientras que el segundo es
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ampliamente usado a escala industrial. Ambos métodos, batch o continuo, se
diferencian tanto en el volumen de solucién como en el tiempo de secado (Espitia et
al., 2014), considerando mas practico el método de casting continuo, el cual permite
reducir los tiempos de secado a pocos minutos, formando rapidamente las peliculas y

evitando la contaminacion microbiana de las mismas (Du et al., 2011).

En los ultimos afios se ha visto un amplio progreso en la investigacion en el
campo de las peliculas, surgiendo desafios que necesitan ser superados para permitir
extender su uso en aplicaciones masivas y comerciales definitivas (Mellinas et al.,
2016). Este campo es muy prometedor para mejorar la calidad y conservacion de los
alimentos durante su procesamiento, almacenamiento y distribucién, debido a la
amplitud de propiedades que poseen los materiales con los cuales se elaboran las
peliculas comestibles y a su contribucion para aliviar muchos de los problemas que
surgen con los alimentos (Bourtoom, 2008). Dichos materiales son productos o
subproductos de origen agricola, los cuales son completamente renovables,
biodegradables (Guilbert y Gontard, 2005), de amplia disponibilidad y se usan en
pequefias cantidades, aunque su costo sea mayor comparado con el de los materiales

plasticos.

El estudio y conocimiento de los productos naturales y de sus fuentes
renovables debe utilizarse de manera conjunta para el desarrollo de nuevas
aplicaciones, nuevos materiales biodegradables y nuevos enfoques ambientales para
el desarrollo o el refuerzo de nuevas tecnologias en el empague o envasado de
alimentos (Debeaufort et al., 1998), investigando formulaciones y meétodos de

elaboracion para lograr peliculas con objetivos especificos.
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4.3 METODOLOGIA
4.3.1 Materiales

Para la elaboracion de las peliculas comestibles se utilizaron las emulsiones
preparadas con pectina y ceras de girasol descriptas en el Capitulo 3. En el presente
Capitulo se llamara P1 a las peliculas elaboradas con CP1y P2 a las elaboradas con
CP2. EI glicerol adicionado fue provisto por Fisher Scientific (98-99% de pureza,
reactivo grado analitico) y fue usado como plastificante. Las sales CaClz, NaBr y KNO3
fueron obtenidas de J.T. Backer Inc. (Phillipsburg, NJ) (98-99% de pureza, reactivo
grado analitico) y usadas como material entrecruzante (CaClz) y para formar

ambientes con humedades relativas conocidas (NaBr y KNO3).

4.3.2 Elaboracion de peliculas

El método de elaboracién de las peliculas se inicié con la preparacion de las
emulsiones acuosas de pectina y ceras de girasol descriptas en el Capitulo 3, seccion
3.3.2, adicionando a la emulsién 4% m/m de plastificante antes de afadir las ceras.
Luego de elaborada la emulsion, aproximadamente 25 g de la misma fueron vertidos
dentro de cajas de Petri de 10,5 cm de diametro y secadas a 50 °C durante 20 horas.
Posteriormente se agregaron aproximadamente 30 g de una solucion 2% de CaCl:
con el fin de promover la reaccion del calcio con el acido galacturénico de la pectina 'y
formar una red de pectinato de calcio. Una vez obtenidas las peliculas, éstas fueron
enjuagadas tres veces con agua destilada para eliminar restos de calcio y luego
separadas con cuidado de las cajas de Petri para evitar roturas. Teniendo en cuenta
el promedio de humedad relativa anual de la ciudad de Bahia Blanca, las peliculas
fueron almacenadas en desecadores sellados en una condicion de humedad relativa

similar a la ambiental: 57% HR (solucion saturada de NaBr) a 25 °C (Figura 4.3). Las
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peliculas control (1%, 2% y 3% m/m de pectina) siguieron el mismo procedimiento
descripto anteriormente con la excepcion de que las ceras de girasol no fueron

agregadas.

[ Homogenizacién\ [

de emulsiones

Secado de las peliculas \

/ Formacion de la red \
de pectinato de i

Figura 4.3. Diagrama de elaboracion de peliculas comestibles de pectina y ceras de

girasol.

4.3.3 Caracterizacion de las peliculas obtenidas
4.3.3.1 Espesor
El espesor de las peliculas se obtuvo usando un micrémetro digital, el mismo

fue posicionado en cinco zonas de las peliculas (una central y cuatro periféricas). Para

158



Peliculas Comestibles

cada pelicula se determiné el promedio del espesor y su respectiva desviacion
estandar. Este dato promedio fue usado para calcular la permeabilidad de vapor de

agua.

4.3.3.2 Microestructura

El analisis de la microestructura de las peliculas fue realizado con un
microscopio electronico de barrido (LEO EVO 40XVP, Cambridge, 2004). Las
muestras se fijaron a un cubreobjeto y se cubrieron con una delgada capa de oro en
un dispositivo de pulverizacion catodica. Las imagenes digitales fueron obtenidas a
5,0 kV usando 2000x de magnificacion. Se tomaron fotografias transversales y de las

superficies superior e inferior de las peliculas.

4.3.3.3 Resistencia al agua
4.3.3.3.1 indice de swelling (IS)

De cada pelicula se cortaron circulos de 2,5 cm de didmetro, los cuales fueron
pesados (m;) y sumergidos en 100 mL de agua destilada (25 °C) en un sistema
agitado durante 2 minutos. La muestra himeda se secé cuidadosamente con un
material absorbente para eliminar el exceso de agua de la superficie y se volvio a

pesar (my). El indice de swelling fue calculado como (Bigi et al., 2004):

(ms—m;)*100

m;

IS (%) = (Ec. 4.1)

Se realizaron tres determinaciones independientes por cada pelicula

reportandose el valor promedio acompafnado de su desviacion estandar.
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4.3.3.3.2 Absorcion de agua (AG)

La habilidad de los films para absorber agua fue determinada midiendo el peso
ganado de la pelicula (expresado en porcentaje) después de ser almacenada a 95%
HR (usando una solucion saturada de KNOs en agua destilada) en un desecador a 25
°C por dos semanas. La cantidad de agua absorbida fue calculada como (Liu et al.,

2007):

(Ps—Pg)+100

AG (%) ==

(Ec. 4.2)

Donde P es el peso de la muestra antes del experimento de absorcion de agua
y Py es el peso después de dos semanas. Por cada pelicula se efectuaron tres
determinaciones independientes reportandose el valor promedio y su desviacion

estandar.

4.3.3.3.3 Velocidad de transmision de vapor de agua (VTVA) y Permeabilidad
al vapor de agua (PVA)

La transferencia de vapor de agua a través de la pelicula se determiné de
acuerdo al método ASTM E-96 (ASTM, 1995); el mismo consisti6 en sellar
herméticamente con la muestra de la pelicula la boca de una celda de permeacion
que contenia agua (HR = 100%). La celda se coloc6 en un ambiente con temperatura
y humedad relativa controladas (HR = 12%) generando asi un gradiente de actividad
de agua entre el interior y exterior de la celda. El peso de la celda se registro
periodicamente para determinar el flujo de vapor de agua a través de la pelicula, hasta
alcanzar el equilibrio en las condiciones de ensayo. La velocidad de trasmision de

vapor de agua (VTVA) se obtuvo de la pendiente de la recta obtenida mediante una
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regresion lineal de los datos experimentales del peso de la celda en funcion del tiempo

(Ec. 4.3) y la permeabilidad de vapor de agua (PVA) se determiné por la Ec. 4.4.

P
VTVA = o (Ec. 4.3)
pva =24 (Ec. 4.4)
AP

Donde P es el incremento en peso (g), t es la duracidén del experimento (dias),
A es el area de permeacion (32,17 cm?), x es el espesor de la pelicula (mm) y AP es
la diferencia de presion de vapor de agua a ambos lados de la pelicula (kPa). Los

ensayos de VTVA 'y PVA fueron realizados por duplicado.

4334 Propiedades mecanicas

La determinacion de las propiedades mecénicas de las peliculas se baso en la
técnica ASTM D882-91 (ASTM, 2010). Los ensayos de traccién se realizaron
utilizando un texturémetro TA-Plus (Lloyds Instruments, UK). Se midi6 la fuerza
requerida por el equipo para estirar a velocidad constante una muestra rectangular
ubicada entre dos conjuntos de grampas paralelas. Las muestras se cortaron en tiras
de 25,4 mm de ancho y 125 mm de longitud. Los extremos se ubicaron sobre
rectangulos de cartulina mediante cinta doble adhesiva para mejorar la sujecion de las
mordazas. En todos los ensayos, la separacion inicial de las mordazas fue de 90 mm
y su velocidad de separacion o distanciamiento durante el ensayo fue de 20 mm/min.
Se reportan los valores de porcentaje de elongacion (%E), tension de rotura (TS) vy el

modulo elastico o moédulo de Young (Y). Los ensayos fueron realizados por duplicado.
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4.3.3.5 Comportamiento térmico

Se realizé por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) empleando un equipo
Perkin Elmer Pyris | (USA). Las muestras, entre 5 y 15 mg, se ubicaron en celdas de
aluminio cerradas herméticamente. Las mismas se equilibraron a 25 °C, manteniendo
la temperatura por 2 min, luego se calentaron hasta 250 °C a una velocidad de 10
°C/min a fin de evaluar el comportamiento de fusion (Baumler et al.,, 2014). Se

realizaron dos ensayos independientes de cada muestra.

4.3.3.6 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como el valor medio de n determinaciones y
fueron acompafnados por su desviacion estandar. Las diferencias significativas se
analizaron mediante ANOVA doble y Test de Fisher (a=0,05), teniendo como factores
el contenido de ceras de girasol y el contenido de pectina en las muestras. Se utilizo

el software de analisis estadistico InfoStat Version 2011 (Di Rienzo et al., 2011).

4.4 RESULTADOS Y DISCUSION

En las Figuras 4.4 se presentan fotografias de las peliculas P1 obtenidas con
adicion de ceras CP1, en la Figura 4.5 se muestran las peliculas P2 elaboradas con
ceras CP2 y en la Figura 4.6 A se adjuntan las fotografias de las peliculas control sin
el agregado de ceras. Como descripcién preliminar, en todas las peliculas la facilidad
de manipulacion fue disminuyendo a medida que el contenido de pectina y de ceras
de girasol incremento. Las peliculas con 1% m/m de pectina, con y sin agregado de
ceras fueron separadas de las cajas de Petri con mayor dificultad que las demas, pero
a su vez tuvieron un aspecto mas uniforme junto con las elaboradas con 2% m/m de

pectina. Como se puede observar en las Figuras 4.4 y 4.5 comparadas con el control
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(Figura 4.6 A) y en la Figura 4.6 B, el nivel de opacidad aumento6 con la adicion de
ceras de girasol. Las peliculas fueron conservadas en un ambiente de humedad
determinado (HR = 57%), siendo las peliculas con mayor porcentaje de pectina (3%

m/m) mas duras y dificiles de manipular luego de su conservacion.

Proporcion 0,1 Proporcion 0,2 Proporcion 0,3

Proporcion 0,1 Proporcion 0,3

~Proporci6n 0,1

Figura 4.4. Peliculas comestibles de pectina y ceras de girasol P1. A. Pectina 1%

m/m B. Pectina 2% m/m C. Pectina 3% m/m.
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Proporcion 0,1

Proporcion 0,1

roporcion 0,1

Proporcion 0,2

Proporcion 0,2

Proporcion 0,3

Figura 4.5. Peliculas comestibles de pectina y ceras de girasol P2. A. Pectina 1%

m/m B. Pectina 2% m/m C. Pectina 3% m/m.

164



Peliculas Comestibles

PECTINA 1% m/m PECTINA 2% m/m PECTINA 3% m/m

PECTINA 3% m/m

Proporcion ceras: 0,3

Figura 4.6. A. Peliculas control de pectina. B. Comparacion entre pelicula control y

pelicula con adicion de ceras de girasol.

4,41 Espesor

En la Tabla 4.3 se muestran los resultados de la medicion del espesor de las
peliculas con agregado de ceras y de las peliculas control. Los valores obtenidos
estuvieron entre 56,4 y 358,8 um para P1 y entre 49,2 y 303,2 um para P2, siendo
mayores a los valores de espesor encontrados para las peliculas control en cada nivel
de pectina (48,2 — 174,2 um). Para todas las peliculas P1y P2, se observé interaccion
entre los factores (p < 0,05), por lo que el analisis fue particionado encontrando
diferencias significativas (o« = 0,05) en todos los casos. En todas las peliculas, el

incremento en el contenido de pectina resultdé en valores mas altos de espesor
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(p << 0,01). Teniendo como referencia los valores de espesor encontrados en las
peliculas control, en todas las muestras se observa un aumento de los espesores
promedio con el agregado de ceras de girasol, sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas de dicho aumento cuando la proporcion de ceras fue de 0,1,
mientras que en proporcion 0,3 de se evidencia que las ceras de girasol tienen un

efecto significativo en el espesor (p < 0,05).

Tabla 4.3. Espesor (um) de las peliculas P1, P2 y peliculas control.

Proporcion de ceras de girasol (g ceras/g pectina)

Pectina
(% m/m) Peliculas 01 0.2 03
control ! ! !

1 482 + 1512 A 56,4+ 17,1 2A 64,2 +17,7bA 70,3+20,9 b4
2 100,8+ 40528 P1 1192+27,138B 1346+ 67,7238 1585+ 71,7 B
3 1742 +4552a¢C 175,4+ 246 2°C 296,9+83,8»¢ 3588+ 110,6 ¢
1 48,2 + 15,1 &4 492+ 16,324 52,4+ 11,2 %A 79,2+ 15,1 b-A
2 100,8+40528 P2 103,2+18828B 133,1 + 18,0 B 148,9 + 66,5 B
3 1742 + 4553a¢C 219,3+93,1C 2692 + 57,2 bC 303,2+65,1¢°¢

Valores medios + desviacion estandar, n = 5. Valores en la misma fila seguidas por diferentes
letras en mindscula (efecto adicién de ceras) son significativamente diferentes (p<0,05) por el
Test de Fisher. Valores en la misma columna de la emulsion considerada seguidas por
diferentes letras en mayuscula (efecto adicién de pectina) son significativamente diferentes
(p<0,05) por el Test de Fisher.

Las desviaciones encontradas para los valores de espesor de las peliculas P1
y P2 estan relacionadas con la existencia de diferencias entre las mediciones de una
misma peliculay pueden deberse a la presencia de discontinuidades en las superficies
de las mismas, especialmente cuando el contenido de ceras de girasol aumento.

4.4.2 Microestructura
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La microestructura de las peliculas pudo ser observada mediante imagenes
obtenidas por SEM. Fueron tomadas imagenes de la superficie superior (la superficie
en contacto con el aire en el secado), inferior (superficie en contacto con el vidrio de
las cajas de Petri) y de un corte transversal. La Figura 4.7 muestra las fotografias de
una de las peliculas control (2% m/m de pectina sin ceras de girasol), debido a que en
todas las concentraciones de pectina utilizadas se observaron imagenes similares. En
las mismas se aprecia una superficie superior muy uniforme y homogénea (Figura 4.7
A), una superficie inferior con la presencia de algunas particulas que puede tratarse
de cumulos muy pequefios de pectina (Figura 4.7 B) y un corte transversal liso y plano

(Figura 4.7 C).

Figura 4.7. Fotografias SEM de las peliculas control elaboradas con 2% m/m de
pectina. A. Superficie superior. B. Superficie inferior. C. Transversal.

Las fotografias tomadas de la superficie superior de las peliculas P1 y P2 se
muestran en la Figura 4.8 y 4.9, respectivamente. Las imagenes revelaron una
superficie irregular, con la presencia de ceras en forma de pequefias masas esféricas.
En las peliculas con el porcentaje mas bajo de pectina, se observan algunos espacios
libres de ceras que corresponden a la matriz de soporte o pectina, mientras que a

medida que el contenido de pectina aumento6 y con éste la proporcién de ceras, se
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observa la formacion de cumulos de ceras sin la presencia de espacios libres en la

superficie superior.

En las Figuras 4.10 y 4.11 se muestran las fotografias de la superficie inferior
de las peliculas P1y P2. Esta superficie se mostré6 menos irregular pero también con
la presencia mas notoria de ceras en forma de masas esféricas a medida que su
contenido aumentd. En las Figuras 4.12 y 4.13 se presentan las imagenes SEM de los
cortes transversales de las peliculas P1 y P2, observandose en general la presencia
de ceras depositadas hacia la superficie superior. Ademas, al aumentar el contenido
de las mismas, se puede observar que se distribuyeron y dispersaron en las zonas del
medio e inferior de las peliculas. Estas observaciones contrastan con la Figura 4.7 C
dado que se evidencian irregularidades por el contenido de ceras de girasol que

ocupan espacios y favorecen el aumento en el espesor de las peliculas
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Figura 4.8. Fotografias SEM de las peliculas P1. Superficie superior. % m/m pectina — proporcion de ceras A. 1 - 0,1; B.
1-0,2;C.1-03;D.2-0,1;E.2-0,2;F.2-0,3;G.3-0,1; H.3-0,2;1.3-0,3.
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Figura 4.9. Fotografias SEM de las peliculas P2. Superficie superior. % m/m pectina — proporcién de ceras A. 1 - 0,1; B.
1-0,2;C.1-0,3;D.2-0,1;E.2-0,2;F.2-0,3;G.3-0,1; H.3-0,2;1.3-0,3.
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Figura 4.10. Fotografias SEM de las peliculas P1. Superficie inferior. % m/m pectina — proporcién de ceras A. 1 - 0,1; B.

1-0,2,C.1-0,3;D.2-0,1;E.2-0,2;F.2-0,3;G.3-0,1;H.3-0,2;1.3-0,3.
m
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Figura 4.11. Fotografias SEM de las peliculas P2. Superficie inferior. % m/m pectina — proporcion de ceras A. 1 - 0,1; B.
1-02;C.1-0,3;D.2-0,1;E.2-0,2;F.2-0,3;65.3-0,1;H.3-0,2;1.3-0,3.
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Figura 4.12. Fotografias SEM de las peliculas P1. Transversal. % m/m pectina — proporcion de ceras A.1-0,1;B. 1 -
0,2;C.1-0,3;D.2-0,1;E.2-0,2;F.2-0,3;G.3-0,1; H.3-0,2;1.3-0,3.
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Figura 4.13. Fotografias SEM de las peliculas P2. Transversal. % m/m pectina — proporcion de ceras A.1-0,1;B. 1 -
0,2;C.1-0,3;D.2-0,1;E.2-0,2;F.2-0,3;G.3-0,1; H.3-0,2;1.3-0,3.
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Respecto al método de elaboracion, y relacionando las fotografias SEM con el
andlisis de estabilidad de las emulsiones presentado en el Capitulo 3, seccion 3.4,
primero se observa que en la etapa de secado de las peliculas el material lipidico tiende
a migrar hacia la parte superior (fenbmeno de cremado) debido a la diferencia de
densidad entre dicho material y la matriz de pectina, formando una capa de interfase no
muy definida. A medida que los contenidos de pectina y ceras aumentaron, las ceras se
fueron distribuyendo en la zona del medio de las peliculas formando particulas con mayor
tamafio (fenbmeno de coalescencia). Sin embargo, en general se observa una buena
dispersion del material lipidico en el area transversal de la pelicula, especialmente
cuando los contenidos de pectina y de ceras fueron mayores, lo cual limitaria la migracién
de agua a través la matriz hidrofilica continua y cuya “tortuosidad aparente”, originada
por la fase lipidica dispersa en dicha matriz, influiria en las propiedades de barrera y

resistencia al agua de las peliculas (Morillon et al., 2002).

4.4.3 Resistencia al agua
4.43.1 indice de Swelling (IS)

Los valores de indice de swelling (1S%) de las peliculas se muestran en la Tabla
4.4. El tiempo de medicion del IS (2 minutos) fue suficiente para inducir el swelling o
hinchamiento en todas las peliculas. No se encontraron diferencias significativas entre
los valores de IS de las peliculas control (1, 2 y 3% m/m de pectina), pero estos valores
si fueron estadisticamente menores a los valores de IS observados en las peliculas P1
con proporcion de ceras de 0,1 y mayores a P2 en todas las proporciones de ceras,

siguiendo luego una tendencia de disminucion con el agregado de ceras. En todas las
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peliculas se observaron interacciones entre los factores (p << 0,01), por lo cual el andlisis
fue particionado, encontrando diferencias significativas con el contenido de pectina y el
contenido de ceras. El incremento en el contenido de pectina resulté en valores menores
de IS. La pectina es una sustancia hidrofila 'y, como se describié en la seccion 4.2.3.1 del
presente capitulo, la formacion del gel para pectina de bajo metoxilo implica la interaccion
electrostatica con iones Ca*? (generacion de sitios de entrecruzamiento o reticulacion),
quedando algunos grupos OH- libres para formar puentes hidrégeno con el agua y
generar su retencion (Baumler et al., 2014). Segun lo analizado por Sriamornsak y
Kennedy (2008), la reduccion en el grado de reticulacién en la formacion del gel conduce
a una menor fuerza de retraccion, permitiendo absorber mas agua y, por tanto, lograr un
mayor hinchamiento de las peliculas de pectina. Partiendo de este analisis, con el
aumento en la cantidad de pectina entrecruzada con Ca*? se logra tener mas sitios de
reticulacion y, por tanto disminuir los valores de IS. Asi mismo, las ceras de girasol
pueden interactuar con la red de pectinato confiriendo su caracter hidrofébico y
resultando en una menor interaccion entre las moléculas de agua y la matriz polimérica

y una disminucion en el volumen de las mismas.

176



Peliculas Comestibles

Tabla 4.4. indice de swelling (%) de las peliculas P1, P2y peliculas control.

Proporcién de ceras de girasol (g ceras/g pectina)

Pectina

(Yo m/m) - peliculas control 0,1 0,2 0,3
1 103,36 % 7,20 *A 130,62+ 12,50 »® 112,84+ 5868 112,55+ 8,51 &8
2 95,17 +9,70%A P1 11593 +10,00%% 01,88+13,34%A 81,51+2,20%A
3 87,77 + 7,23 %A 89,80 +3,26 A  83,01+2,80%A 7554+ 2,46A
1 103,36 + 7,20 “A 03,61+4,98%8 8223+1058 5304+4,31%8
2 95,17 +9,70%A P2 77,78+514%" 5484+3,93%A 46,13 +7,0528
3 87,77 + 7,23 ¢A 71,76 11,852~ 61,96+ 7,67 29,45 + 3,57 A

Valores medios + desviacion estdndar, n = 3. Valores en la misma fila seguidas por diferentes
letras en mindscula (efecto adicion de ceras) son significativamente diferentes (p<0,05). Valores en la
misma columna seguidas por diferentes letras en mayuscula (efecto adicién de pectina) son

significativamente diferentes (p<0,05).

4.4.3.2 Absorcion de agua (AG)

Los valores de AG (%) obtenidos para las peliculas se muestran en la Tabla 4.5.
Los mismos estuvieron en un rango de 17,77 y 35,27 % para P1, 13,22 y 27,66 % para
P2y 19,81y 29,93% para las peliculas control. El analisis estadistico reveld interaccion
entre los factores (p < 0,01), debido a esto el analisis fue particionado, observandose en
todas las peliculas, diferencias significativas entre el contenido de pectina y el contenido
de ceras. Los valores de AG encontrados para las peliculas control fueron menores a
medida que el contenido de pectina aumentd, obteniéndose diferencias significativas
cuando el contenido de pectina fue de 3%. De la misma manera, en las tres proporciones
de ceras agregadas, tanto para P1 como para P2, el incremento en el contenido de

pectina resultdé en valores mas bajos de AG, siendo resultados consistentes con lo
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obtenido en la medicion de indice de swelling (Tabla 4.4) e indicando que a mayor grado

de reticulacion, cuando aumenta la cantidad de pectina, la absorcién de agua disminuye

(Sriamornsak y Kennedy, 2008).

Tabla 4.5. Absorcién de agua (%) de las peliculas P1, P2 y peliculas control.

Proporcion de ceras de girasol (g ceras/g pectina)

Pectina

(Yo m/m)  pejiculas control 0,1 0,2 0,3
1 29,93 + 2,06 8 3527+370%% 3221+3722~ 34,10%1,71%C
2 26,29+2,02%8 Pl 3291+147"% 2508+4692~ 2536 +2,02%°
3 19,81 + 3,07 &4 19,20+ 0,942~ 2564+1,68%A 17,77 +3,29 A
1 29,93 + 26,2958 26,41+3,94%8 2766+1,57>C 20,290,852~
2 26,29 +2,02%8 P2 2564+1,79%8 2249+3,10%8 20,49 + 1,28 *A
3 19,81 + 3,07 b4 13,22+ 0,802~ 17,96+ 1,50>A 18,70+ 3,18 >A

Valores medios + desviacion estdndar, n = 3. Valores en la misma fila seguidas por diferentes
letras en mindscula (efecto adicion de ceras) son significativamente diferentes (p<0,05). Valores en la
misma columna seguidas por diferentes letras en mayuscula (efecto adicion de pectina) son

significativamente diferentes (p<0,05).

El efecto del agregado de ceras de girasol en la capacidad de absorcion de agua
de las peliculas no fue significativo en peliculas P1 elaboradas con 1% m/m de pectina,
donde a pesar que el valor promedio de AG en la pelicula control fue menor, éste no
difiere estadisticamente de los valores obtenidos cuando la cantidad de ceras de girasol
aumentd. Respecto a las peliculas P1 elaboradas con 2 y 3% m/m de pectina, se
observan valores significativamente diferentes y mayores al control en las proporciones

de 0,1 y 0,2 de ceras respectivamente (p < 0,05). Los valores de AG en las peliculas
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control fueron mayores a los encontrados en P2 con 1y 2% m/m de pectina. Las peliculas
P2 con 3% m/m de pectina se comportaron de manera diferente, el agregado de ceras
en una proporcion de 0,1 produjo una reduccion de AG para luego nuevamente igualar al

control en el sucesivo agregado de ceras.

4.4.3.3 Velocidad de transmision de vapor de agua (VTVA) y Permeabilidad al
vapor de agua (PVA)
Los valores de velocidad de transmision de vapor de agua (VTVA) y permeabilidad

al vapor de agua (PVA) se muestran en la Tabla 4.6.

Respecto a VTVA, el analisis estadistico de los datos en las peliculas P1 y P2
reveld interaccion entre los factores, por lo cual el andlisis fue particionado. Se observaron
diferencias significativas entre el contenido de pectinay el contenido de ceras (p << 0,01).
El aumento de la cantidad de pectina en las peliculas control no tuvo un efecto
significativo en los valores de VTVA (p > 0,05), en contraste a lo observado para las
peliculas P1 y P2, en las cuales el incremento en el contenido de pectina resulté en

menores valores de VTVA (p < 0,01).
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Tabla 4.6. Velocidad de transmisién de vapor de agua (VTVAx10? g/dia cm?) y

permeabilidad al vapor de agua (PVAx10° g mm/kPa dia cm?) de las peliculas P1, P2y

peliculas control.

Proporcion de ceras de girasol (g ceras/g pectina)

Pectina
(% m/m) Peliculas 0,1 0,2 03
control
VTVA
1 8,64 +0,15 &4 11,08 + 1,27 > B 8,77 +0,11 ¢ 8,07 £ 0,00 B
2 8,73+ 0,24 ¢4~ P1 6,92 + 0,52 > A 6,43+ 0,04 B 5,71+0,16 &4
3 8,85+ 0,15 b-A 5,69+ 0,30 @A 5,42 + 0,05 &A 5,30+0,14 & A
1 8,64 +0,15 &4 8,67 +0,24 28 8,78 +0,03 %8B 8,75 +0,58 B
2 8,73+0,24>A P2 8,80+ 1,43 08B 8,39+0,332»8 g808+0,1528
3 8,85+ 0,15 ¢A 7,34+0,43¢A 6,63 + 0,03 A 5,59+0,15&A
PVA
1 1,96 + 0,03 @A 2,42 + 0,05 A 2,22 +0,22A 184 +0,092A
2 6,98 + 0,19 b8 P1 3,20+ 0,06 A 2,67+0,86 24 2,48 £ 0,29 A
3 753+0,12 ¢ 3,61+0,17 &4 5,64 +0,23 58 5,64 + 0,94 b8
1 1,96 + 0,03 a4 1,78 + 0,05 2 A 1,83 +0,00a4A 2,563+0,39 A
2 6,98 +0,19¢%8 P2 3,30 £ 0,03 A8 4,07 +0,48 "8 4,63 +0,06"8
3 753+0,12&¢€ 6,03+2,2328 6,55+0,12a°¢ 6,91 + 0,03 ¢

Valores medios + desviacion estdndar, n = 2. Valores en la misma fila seguidas por diferentes

letras en mindscula (efecto adicién de ceras) son significativamente diferentes (p<0,05). Valores en la

misma columna seguidas por diferentes letras en mayuscula (efecto adicion de pectina) son

significativamente diferentes (p<0,05).
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Las peliculas control elaboradas con 2 y 3% m/m de pectina, presentaron mayores
velocidades de transferencia de vapor de agua a las encontradas para Pl y P2
especialmente cuando la proporcion de ceras se incrementd, observandose una
tendencia de disminucion de los valores medios con dicho incremento (p < 0,05). Por el
contrario, en peliculas con 1% m/m de pectina el efecto de la adicion de ceras no fue
significativo (p = 0,9356), exceptuando el comportamiento de la pelicula P1y proporcion
0,1 donde la velocidad de migracién de vapor de agua fue mayor. Estos resultados de
VTVA en las peliculas de pectina y ceras de girasol estan relacionados con la estructura
observada por SEM. En la Figura 4.8 A se observa que en la pelicula P1 elaborada con
1% m/m de pectina y proporcién 0,1 de ceras aparecen zonas libres de ceras en la parte
superior, lo cual contribuye a incrementar la migracion de vapor de agua hacia el entorno.
En las peliculas restantes, las buenas distribuciones y dispersiones del material lipidico
observadas en las Figuras 4.12 y 4.13 influyen en la disminucion de la velocidad de
migracion a medida que el contenido de pectina y de ceras se incrementd, lo que confirma
la “tortuosidad” en el camino que deben recorrer las moléculas de agua a la hora de

atravesar la pelicula y que es originada por el material lipidico presente.

El rango de valores encontrados para PVA estuvo entre 1,84 x 102 y
5,64 x 10 g mm/kPa dia cm? para P1 y entre 1,78 x 102 y 6,91 x 103 g mm/kPa dia cm?
para P2. El analisis estadistico de los datos encontro interaccion entre los factores
(p << 0,01), por lo cual dicho analisis fue particionado. En todas las peliculas el aumento

en el contenido de pectina significo un incremento en los valores de PVA (p << 0,01), a
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excepcion de lo encontrado en P1 con proporcion 0,1 de ceras donde el efecto del

aumento en el contenido de pectina no fue significativo (p = 0,4902).

En los niveles de pectina de 2 y 3 % m/m, la permeabilidad al vapor de agua en
las peliculas control fue mayor en comparacién a lo hallado con el agregado de ceras,
exceptuando el caso de peliculas P1 con 1% m/m de pectina, las cuales exhiben el mismo
comportamiento descripto en el analisis de VTVA. Los valores medios de permeabilidad
de P1 con 1y 2 % m/m de pectina disminuyeron el aumento en la proporcion de ceras,
aunque este efecto fue significativo estadisticamente solo en las peliculas con 1% m/m
de pectina (p < 0,05), resultados similares a los reportados por Batumler et al. (2014). En
P1 con 3% m/m de pectinay en P2 con 1y 2% m/m de pectina, se aprecia un aumento
estadisticamente significativo en la permeabilidad con la adicién de ceras, en cuyo caso
podria atribuirse a la representativa influencia del aumento del espesor en estas muestras

(Tabla 4.3), independientemente de los valores de VTVA.

El andlisis anterior conlleva a evaluar los factores que pueden afectar las
propiedades de barrera en peliculas comestibles y de acuerdo a las revisiones realizadas
por Morillon et al. (2002), estos factores pueden ser categorizados en dos grupos: uno
relacionado con la composicion y otro con la estructura de las peliculas. Dentro del primer
grupo se encuentran la concentracion y naturaleza quimica de los componentes; y dentro
del segundo se encuentra el espesor de las peliculas. En el analisis de los resultados de
permeabilidad de las peliculas elaboradas en el presente Capitulo son los factores mas

relevantes que tendremos en consideracion.
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Respecto a la naturaleza quimica del material lipidico, las ceras son consideradas
las sustancias mas eficientes en la reduccién de la permeabilidad al vapor de agua por
su alta hidrofobicidad causada por su composicion (Morillon et al., 2002). La interaccion
de las ceras con las moléculas de agua es muy baja, la estructura polar (hidrofilica)
presente en los ésteres de cera, representada por el grupo carboxilo (COOH) de los
acidos grasos que los componen, se encuentra enterrada dentro de la molécula y
enmascarada por largas cadenas de hidrocarburos (hidrofébica), lo que contribuye a la
alta hidrofobicidad de las ceras. Dichas interacciones casi despreciables de estas
moléculas con el agua son las responsables de que los ésteres de alcoholes y acidos

grasos no se extiendan en la superficie del agua (Kester y Fennema, 1989).

En los componentes lipidicos que forman parte de las peliculas comestibles, la
longitud de su cadena modifica las propiedades de barrera de las mismas. La diferencia
de los valores de velocidad de transferencia de vapor de agua (VTVA) entre las peliculas
P1y P2 se puede atribuir a la divergencia en la composicién de acidos grasos entre las
ceras de girasol CP1 y CP2 reportadas en el Capitulo 2, seccién 2.4.3 (Tabla 2.13).
Muchos autores han mostrado que los acidos grasos insaturados son menos eficientes
en el control de la migracién de vapor de agua debido a su naturaleza mas polar
comparada con los &cidos grasos saturados como el acido palmitico (C16:0) y esteérico
(C18:0) (Hagenmaier y Baker, 1997; Kamper y Fennema, 1984; Park et al., 1994;
Srinivasa et al., 2007). Teniendo en cuenta este analisis, la velocidad de transferencia de
vapor de agua en peliculas P2 con 2 y 3% m/m de pectina fueron mayores a las

encontradas en P1 con el mismo contenido de pectina, lo cual puede atribuirse a que las
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ceras CP2 (que conforman las peliculas P2) poseen mayor contenido de &cidos grasos
insaturados, especialmente acido oleico (C18:1) comparado a CP1, las cuales por su

parte poseen mayor contenido de &cido palmitico (C16:0).

La concentracién del componente hidrofébico en la pelicula es un factor clave en
la eficiencia de las propiedades de barrera. Estudios realizados por Hagenmaier y Baker
(1994) indicaron que el incremento de la cantidad de cera de carnauba aumenta la
eficiencia de barrera contra la transferencia de vapor de agua. Sin embargo es necesario
que este componente se encuentre distribuido de manera homogénea en la matriz con el
fin de disminuir los espacios y evitar grietas que permitan la difusién de las moléculas de

agua (Baumler et al., 2014).

Respecto al espesor de las peliculas, en la Ecuacién 4.4, el término PVA es
directamente proporcional al espesor, es decir que si éste aumenta por la presencia de
zonas discontinuas, la permeabilidad de vapor de agua se ve afectada. Lo anterior se
puede observar en la Tabla 4.6, en donde los valores de PVA encontrados para peliculas
P1 con 3% m/m de pectina y en todos los niveles de pectina de P2 incrementaron
significativamente debido al aumento considerable de su espesor. Comportamientos
similares fueron reportados por Martin-Polo et al. (1992), quienes observaron que la
velocidad de transferencia de vapor de agua de peliculas de celofan cubiertas con

parafina o aceite disminuia con el espesor pero los valores de permeabilidad aumentaron.
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4.4.4 Propiedades Mecéanicas

En las Tablas 4.7 y 4.8 se muestran los resultados obtenidos de los analisis de

propiedades mecanicas de las peliculas P1, P2 y peliculas control.

Tabla 4.7. Propiedades mecanicas de peliculas control y P1.

Pectina Proporcion de ceras de girasol (g ceras/g pectina)
(Yo m/m) " peliculas Control 0,1 0,2 0,3
%E
1 3,78+ 0,56 >~ 7,89 £0,90 P A 7,19 + 2,26 3 A 6,71+ 0,76 2 A
2 5,13 +0,87 24 37,75+1,61">B 34,87 + 6,48 > B 36,34 +£5,82C
3 14,18 + 2,54 2B 30,58 £ 4,378 25,80 + 3,00 P B 21,26 + 0,66 2B
TS (MPa)
1 15,32+ 0,97 *® 9,88+3,3528B 16,14 + 1,73 2B 15,79+ 3,32 B
2 3,82+0,38 24 3,31+0,3724 3,19+0,2024 4,94 + 0,14 > A
3 3,84 +1,022A 2,63 +0,38 24 2,46 +0,6124 3,870,744
Y (Mpa)
1 331,43 +48,05>8 104,06 +0,71*¢ 251,82+49,29">8 280,93 +21,31>°¢
2 112,70 + 10,95 ¢4 11,81 +1,3324 15,27 £ 1,42 24 31,43 +£0,65>A
3 73,86 £ 9,98 4 18,09+ 1,028 52,95 + 5,47 > A 74,45+ 1,158

%E = Porcentaje de elongacion, TS = Tension de rotura, Y = Mddulo elastico.
Valores medios + desviacion estandar, n = 2. Valores en la misma fila seguidas por diferentes
letras en mindscula (efecto adicién de ceras) son significativamente diferentes (p<0,05). Valores en la
misma columna seguidas por diferentes letras en mayuUscula (efecto adicion de pectina) son

significativamente diferentes (p<0,05).
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Tabla 4.8. Propiedades mecanicas de peliculas control y P2.

Proporcion de ceras de girasol (g ceras/g pectina)

Pectina
(% m/m)  pejiculas Control 0,1 0,2 0,3
%E
1 3,78+ 0,56 A 6,24 +1,17 2 A 7,78 £ 3,48 2 A 6,79 +0,18 2 A
2 5,13+0,87 24 39,22 +3,90"8 44,20 + 0,21 »B 44,34 + 2,202 ¢
3 14,18 + 2,54 &8 44,34 + 5,03 B 37,84 +5,73>8 35,95+ 3,208
TS (MPa)
1 15,32 + 0,97 ©B 586+23128 10,02 + 0,69 > ¢ 17,34 +1,25¢8
2 3,82 +0,38 ¢4 1,39+0,23&4 1,19+0,1324 2,29 +0,39 4
3 3,84+1,022A 2,61 +0,69 278 3,09+0,4128 3,18 +0,84 24
Y (Mpa)
1 331,43 +48,05>8 118,62 +38,55%8 261,58+ 38,60”8 291,38+ 17,668
2 112,70 £ 10,95 ¢4 9,66 + 1,27 2 A 10,95+ 2,36 ¢4 28,88 + 4,23 A
3 73,86 £ 9,98 A 33,37 £5,112A 46,61 +5,752A 32,53 £8,74 2 A

%E = Porcentaje de elongacion, TS = Tension de rotura, Y = Mddulo elastico
Valores medios + desviacion estdndar, n = 2. Valores en la misma fila seguidas por diferentes
letras en mindscula (efecto adicion de ceras) son significativamente diferentes (p<0,05). Valores en la
misma columna seguidas por diferentes letras en mayuscula (efecto adicién de pectina) son

significativamente diferentes (p<0,05).

Los valores de porcentaje de elongacion (%E) encontrados en las peliculas control
fueron generalmente menores a los hallados en P1y P2 en las tres proporciones de cera
estudiadas. Dichos valores control evidenciaron un aumento significativo cuando el

contenido de pectina se incrementd (3% m/m), obteniéndose un comportamiento similar
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en P1y P2. Teniendo como referencia los datos de %E de las peliculas control, la adicion
de ceras en la proporcion de 0,1 revel6 un incremento significativo en la elongacion de
las peliculas, sin embargo la adicion de mayores cantidades de ceras (0,2 y 0,3) no caus6

una variacion representativa con respecto a la lograda con proporcién 0,1 de ceras.

Los valores de tension de rotura (TS) en las peliculas control disminuyeron
significativamente con el aumento en el contenido de pectina, encontrandose un valor
mas alto cuando el porcentaje de pectina fue del 1% m/m. Un comportamiento similar se
observo en peliculas P1y P2 en cada proporcién de cera, donde los valores de tension

a la rotura fueron mas altos en el nivel mas bajo de pectina (1% m/m).

El efecto de la adicion de ceras no fue significativo en peliculas P1 con 1y 3% m/m
de pectina, sin embargo se obtuvo un aumento de TS en peliculas con 2% m/m de pectina
y proporcion 0,3. En P2 con 1 y 2% m/m de pectina los valores de TS decrecieron
significativamente en proporciones 0,1 y 0,2 de cera, obteniéndose un valor mayor
cuando la proporcion fue de 0,3. Al igual que P1, las peliculas P2 elaboradas con 3%
m/m de pectina no mostraron valores de TS significativamente diferentes con el agregado

de ceras de girasol.

En general las peliculas P1 y P2 presentaron comportamientos similares,
encontrandose una relacion inversa entre TS y %E. La peliculas elaboradas con 1% m/m
de pectina presentaron mayor esfuerzo o tension a la rotura (TS) y pequefia deformacion

o elongacion (%E), pudiéndose considerar mas duras, fuertes y resistentes, cuyo
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comportamiento no fue modificado en gran manera por el agregado de ceras. Por el
contrario, las peliculas con 2 y 3% m/m de pectina presentaron un TS mas bajo,
distancidndose estos valores en mayor medida a la pelicula control dado que %E
aumenta al adicionarse ceras de girasol, es decir, la pelicula se torna mas flexible y
menos resistente. Por lo tanto, en este caso el comportamiento de TS fue inversamente
proporcional a %E, siendo esta relacion inversa reportada por autores como Kang et al.
(2005) quienes trabajaron con peliculas biodegradables a base de pectina y por Lee et

al. (2004) en su estudio relacionado con peliculas compuestas de gellan y gelatina.

Las peliculas elaboradas con 1% m/m de pectina tienen un espesor mas pequefio
(Tabla 4.3) y de acuerdo a lo reportado por Cuq et al. (1996), la tension a la rotura tiende
a incrementarse con la disminucion de su espesor, pero por lo general, las propiedades
mecanicas se asocian con la naturaleza y la estructura quimica de los materiales que
forman la pelicula (Phan The et al., 2009) y de acuerdo con Kester y Fennema (1986) el
incremento en la cohesién estructural resulta en una reduccion de la flexibilidad de la
pelicula y por lo tanto del %E. En este sentido, la estructura molecular formada por
uniones electrostaticas con iones Ca*? en peliculas elaboradas con 1% m/m de pectina
logré ser mas densa y resistente que en las formuladas con 2 y 3 % m/m, siendo estas

dltimas méas flexibles y con una menor cohesién estructural.

Por su parte los valores del moédulo elastico (Y) de las peliculas control
disminuyeron con el incremento en el contenido de pectina. En P1 y P2, respecto a los

valores de Y con 1% m/m de pectina, se observa una disminucion significativa de dichos
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valores cuando los niveles de pectina fueron de 2 y 3% m/m (p << 0,01). Partiendo de los
valores de Y hallados en las peliculas control, el efecto de la adicion de ceras en peliculas
P1y P2 resulté generalmente en una disminucion de Y. En las formulaciones con 1y 3%
m/m de pectina en P1y 1% en P2, los valores encontrados con el méximo agregado de
ceras (proporcion 0,3) no difieren de la pelicula control. Por el contrario en peliculas P1y
P2 con 2% m/m de pectinay P2 con 3%, los valores de Y se redujeron drasticamente con
la adiciébn de ceras sin obtener un aumento significativo en proporciones altas. Estos
resultados sugieren que las peliculas elaboradas con 1% m/m de pectina fueron mas
rigidas y que el agregado de ceras en todos los niveles de pectina disminuye dicha

cualidad.

La pectina (material hidréfilo) es sensible a los cambios de temperatura y humedad
del ambiente (Debeaufort et al., 1998), por lo que algunas de las variaciones observadas
en los resultados de %E, TS e Y pueden deberse a cambios en la humedad y temperatura
del laboratorio donde fueron realizados los ensayos. Dichas desviaciones afectaron el
test de comparacion en el analisis estadistico de las variables dado que las diferencias

minimas significativas arrojadas tuvieron altos valores.

4.4.5 Comportamiento térmico

En la Figura 4.14 se muestra una curva calorimétrica representativa de las
peliculas de pectina y ceras de girasol. En las peliculas P1 se observo un pico de fusion
de las ceras a aproximadamente 74,9 — 79,3 °C y un cambio entalpico asociado a dicha

fusion entre 12,334 y 56,235 J/g. Asi mismo en P2 el pico de fusion se encontrg entre
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75,3 — 80,3 °C y un cambio entélpico entre 18,871 y 45,088 J/g. Ademas, a temperaturas
superiores al punto de fusion de las ceras (CP1: 76,7 °C; CP2: 80,53 °C), se observa un
segundo pico endotérmico a aproximadamente 116 - 119 °C probablemente asociado a
la evaporacion del agua. Resultados similares fueron reportados por Baumler et al.
(2014). Los valores de entalpia de fusién encontrados en las peliculas P1 y P2 fueron
casi diez veces menores a los hallados para las ceras purificadas (Capitulo 2, seccion
2.4.3), indicando que parte de la energia necesaria para fundir las ceras purificadas es

absorbida por los otros componentes de las peliculas como son la pectina y glicerol.
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Figura 4.14. Curva calorimétrica representativa de las peliculas de pectina y ceras de
girasol. A. P1 B. P2.
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Los resultados no brindaron informacién acerca de una temperatura de transicion
vitrea de la pectina o una temperatura de fusion en el rango analizado. Analisis realizados
por lijima et al. (2000) revelaron que la pectina es un polimero cristalino pero una vez que
la muestra cristalina es fundida, ésta forma una estructura amorfa que es estable, es
decir, no cristaliza por enfriamiento lento. Ademas, no observaron cristalizacion cuando

analizaron la posible induccion de esta caracteristica por la presencia de agua.
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4.5 CONCLUSIONES

Fue posible obtener peliculas a partir de emulsiones de pectina y ceras de girasol.
En todas las peliculas P1y P2 la facilidad de manipulacion de las mismas disminuyé con
el aumento en los porcentajes de pectina y la proporcion de ceras. La superficie de las
peliculas con 1% m/m de pectina en general tuvo un aspecto mas uniforme luego de su
conservacion en desecador en condiciones de humedad y temperatura controlada,
mientras que las peliculas con mayor porcentaje de pectina (3% m/m) fueron mas dificiles
de manipular. El espesor de las peliculas P1 y P2 aument6 significativamente con el
incremento en el contenido de pectina y el efecto de la inclusién de las ceras en esta
variable fue significativo en las peliculas elaboradas con la mayor proporcién de ceras

(0,3).

Las imagenes de la microestructura de las peliculas mostraron una superficie
superior irregular con la presencia de ceras que migraron hacia la parte superior de las
peliculas en la etapa de secado de las mismas debido a la diferencia de densidad entre
los componentes hidréfobos y la matriz polimérica; pero también una buena distribucién
y dispersién de estos componentes en el area transversal de la pelicula a medida que la
cantidad de ceras aumentd. Este comportamiento contribuyé a la disminucién de la
velocidad de transferencia de agua a través de las peliculas, debido a la poca afinidad

del material lipidico con las moléculas de agua.
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La resistencia al agua por parte de las peliculas fue influenciada tanto por el
contenido de pectina como por el de ceras de girasol. El aumento en los sitios de
reticulacion en la estructura de las peliculas produjo una disminucion de la capacidad de
absorcion de agua de las mismas. Ademas, la hidrofobicidad de las ceras de girasol
afecto la interaccion entre la matriz polimérica y el agua, observandose una tendencia de
disminucién de los valores de IS y AG a medida que el contenido de ceras en las peliculas

aumento.

La velocidad de transmision de vapor de agua en las peliculas estuvo relacionada
con la disposicion y distribucién de las ceras de girasol en su estructura, presentando
mayor migracion en aquellas cuya superficie superior presentd espacios libres de ceras
y menores valores de transferencia a medida que el contenido de ceras aumentd. A su
vez, la eficiencia en el control de la migracién de vapor de agua se vio influenciada por la
composicién en acidos grasos del material lipidico, observandose menor transferencia en
peliculas elaboradas con ceras de girasol cuyo contenido en acidos grasos insaturados
y en acido palmitico fue menor y mayor, respectivamente. Los valores de permeabilidad
(PVA) encontrados en las peliculas se vieron afectados significativamente por el aumento
en el espesor de las peliculas dada su proporcionalidad en el calculo. Los resultados
encontrados evidenciaron la importante contribucion de las ceras de girasol en las

propiedades de barrera al vapor de agua de las peliculas.

El analisis de las propiedades mecanicas de las peliculas presento una relacion

inversa entre la tension a la rotura (TS) y el porcentaje de elongacion (%E). La estructura
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molecular de la pectina con el agente entrecruzante (Ca*?) de las peliculas con menor
porcentaje de pectina resulté ser mas resistente a la rotura y con mayores rigidez o con
valores superiores del médulo eléstico (Y). Las formulaciones con mayor cantidad de
pectina (2 y 3% m/m) fueron més flexibles y menos resistentes. Las mediciones de las
propiedades mecanicas fueron influenciadas por la alta sensibilidad del material hidrofilo
a las condiciones de humedad y temperatura en el ambiente de ensayo, lo cual intervino

en la variabilidad de los datos.

El comportamiento térmico de las peliculas mostré que el punto de fusion de las
ceras CP1 y CP2 no tuvo una amplia variacion, apreciandose también un segundo pico
endotérmico asociado a la evaporacion del agua presente. La energia necesaria (AH)
para lograr la fusion de las ceras fue mucho menor, sugiriendo que parte de dicha energia

fue absorbida por los otros componentes de las peliculas.

La caracterizacion fisica, quimica y funcional de las peliculas obtenidas permitié
evaluar sus propiedades antes de su empleo en alimentos. Los analisis realizados
mostraron peliculas con propiedades satisfactorias para ser aprovechadas en la industria
alimenticia como refuerzo a la proteccion brindada por los materiales de empaque y
envase convencionales. Dichos estudios brindan datos de valor que forman parte de un

campo de investigacion cada vez mas amplio y con mayor aplicabilidad.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES Y

TRABAJOS FUTUROS

CONCLUSIONES

La presente tesis tuvo como objetivo principal el aprovechamiento vy
revalorizacion de una de las corrientes secundarias presentes en la industria
oleaginosa, proveniente de una de las etapas de refinacion como es el descerado o
winterizado, abordandose ademas la recuperacion y aplicacién industrial de las ceras

de girasol, las cuales constituyen un subproducto con alto valor agregado.

La recuperacion y caracterizacion del aceite y las ceras de girasol retenidas en
las tortas de filtracion es de gran significacion desde el punto de vista ambiental y de
revalorizacién de los desechos. El conocimiento profundo de sus composiciones y
calidad es esencial para determinar su uso posterior en el mismo proceso o en otras
tecnologias, usandolos como materia prima para otros desarrollos en alimentos

funcionales u otras matrices alimentarias.
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En el desarrollo de la presente tesis se trabajé con desechos suministrados por
dos industrias locales, estos desechos (tortas de filtracion) estuvieron constituidos por
tierras filtrantes con un alto contenido lipidico (mayor al 50%), lo que permitié que
fueran un material de partida adecuado para la recuperacion del aceite y las ceras
retenidas. Las tortas de filtracion fueron caracterizadas y fraccionadas en aceite
recuperado, ceras purificadas y particulas insolubles o tierra filtrante. EIl
fraccionamiento se realiz6 mediante lavados con hexano caliente, filtracion vy
posteriormente lavados sucesivos con hexano frio, indicando que un alto contenido

de aceite se pierde en el proceso de descerado y es retenido en la torta.

En analisis de la composicion en acidos grasos de los aceites recuperados,
arrojo una amplia diferencia entre las muestras, principalmente en la cantidad de
acidos grasos oleico y linoleico. Se concluyd que dicha diferencia se debe al tipo de
semilla o hibrido procesado (normal o alto-oleico) y/o a las condiciones ambientales
(temperatura) en las que crezca el cultivo de girasol. Este contenido de acidos grasos

afecta en la mayor o menor susceptibilidad del aceite al deterioro termoxidativo.

Los analisis de calidad del aceite recuperado permitieron sugerir que el mismo
puede ser reincorporado al proceso de refinacion con el fin de reducir las pérdidas. El
cuidado de las tortas de filtracion antes de su fraccionamiento es muy importante dado
gue una inadecuada conservacion de la misma puede inducir reacciones de deterioro

en el material lipidico que se encuentra retenido en la torta.

Las caracteristicas del cultivo de girasol y el procesamiento de las semillas

influyen en el contenido de ceras del aceite de girasol y por lo tanto también en el
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material lipidico que es retenido de las tortas de filtracion. En el analisis de la
composicion de las ceras remanentes en los aceites recuperados de las tortas de
fitrado y de las ceras purificadas se pudo identificar una alta proporciéon de ceras
cristalizables (C > 40), las cuales provienen principalmente de la cascara de las

semillas y son responsables de generar turbidez en el aceite a bajas temperaturas.

Sobre las ceras purificadas fue determinada la composicién en alcoholes
grasos y acidos grasos, informacién que fue de mucha utilidad para establecer que
las diferencias observadas en el comportamiento térmico de las dos muestras estan

asociadas a la longitud de cadena y al grado de insaturacién de sus acidos grasos.

La evaluacion de las propiedades fisicas de las emulsiones acuosas de pectina
y ceras de girasol permitieron determinar su compatibilidad y estabilidad para la

posterior elaboracion de peliculas comestibles.

El analisis de estabilidad de las emulsiones acuosas de pectina y ceras de
girasol proporcion6 datos de interés para identificar los mecanismos de
desestabilizacidén presentes en las mismas. El tiempo de ensayo prolongado permitio
la visualizacion, mediante el equipo TURBISCAN, de tres fendmenos principales de
desestabilizacion como son: sedimentacidén, coalescencia y cremado. Estos
fendmenos se evidenciaron después de las 24 horas de elaboradas la emulsiones, lo
que indica la buena estabilidad de las mismas para ser utilizadas en la produccion de
las peliculas. EI mayor contenido de pectina y ceras de girasol causo la disipacién del
fendmeno de sedimentacion, asi como también el incremento en las velocidades de

desestabilizacion de los fendmenos de coalescencia y cremado.
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Las emulsiones tuvieron un tamano de particula entre 3,68 - 6,64 um, segun el
origen de la muestra de cera utilizada. Dichos valores fueron afectados por el
contenido de ceras y de pectina, siendo menores principalmente cuando el contenido
de pectina fue mayor. Esto puede relacionarse con la capacidad estabilizante que
posee la pectina sobre las particulas de cera, evitando la formacion de agregados y
pudiéndose evidenciar, a contenidos de pectina mas altos, menor dispersion de las

curvas de distribuciones de tamaro.

A partir de la medicion de las propiedades reoldgicas de las emulsiones, fue
posible identificar una aproximacion de las mismas a fluidos newtonianos. Los valores
de esfuerzo de corte y viscosidad aparente incrementaron principalmente con el
agregado de pectina y fueron variables con la adicion de ceras, lo cual indica una alta
dependencia de estas propiedades con las caracteristicas de la fase continua de las

emulsiones, que en este caso fue conformada por pectina.

La visualizacion, mediante las imagenes confocal, de las ceras de girasol
presentes en las emulsiones reveld una buena dispersion de las mismas sin la
formacion de cumulos, lo que confirmd la capacidad estabilizante que posee la
pectina, siendo de gran importancia la observaciéon de una distribucion homogénea
del componente lipidico en la matriz para la posterior elaboracion de peliculas a partir

de emulsiones.

Se demostrd que la incorporacion de las ceras de girasol en la elaboracion de

peliculas comestibles con pectina de bajo metoxilo como matriz polimérica partiendo
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de la formacion de emulsiones es una alternativa viable que permite darle un valor

agregado importante a este subproducto.

La obtencibn de emulsiones acuosas de pectina y ceras de girasol
relativamente estables permitio la elaboracién de peliculas comestibles, cuya facilidad
de manipulacion disminuyé a medida que el contenido de pectina y de ceras fue
mayor. El espesor promedio de las peliculas incrementd con el contenido de pectina
y de ceras, indicando desviaciones debidas a la presencia de zonas discontinuas en

las superficies.

Las imagenes SEM de las peliculas brindaron informacion méas precisa acerca
de la ubicacién de las ceras de girasol en la matriz de pectina. En estas imagenes se
pudo visualizar una superficie superior irregular, atribuida a la presencia de ceras
debido a la migracién de las mismas hacia la zona superior de las peliculas, asi como
también una buena distribucién de éstas en el area transversal a medida que su
contenido fue mayor. Dicha informacion se vio reflejada en la disminucion de la
velocidad de transferencia de vapor de agua a través de las peliculas con el agregado
de ceras, dado que el camino de difusidén del agua es mas “tortuoso” debido a la poca

afinidad entre ésta y el material hidrofobico presente en las peliculas.

Fue posible evaluar las peliculas respecto a su resistencia al agua, mostrando
valores de indice de swelling, absorcion de agua y permeabilidad influenciados
principalmente por la presencia de ceras de girasol, indicando que el caracter
hidrofébico de las mismas contribuye a una menor interaccion entre la matriz

polimérica de pectina y el agua. Ademas de la presencia y el aumento en la
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concentracién de las ceras de girasol en las peliculas, los valores de permeabilidad

se vieron afectados por el aumento considerable del espesor de las mismas.

Si bien se determindé que las propiedades mecanicas de las peliculas
dependieron de las condiciones de humedad y temperatura ambientales, se pudo
encontrar una relacion inversa entre la tension de rotura (TS) y el porcentaje de
elongacién (%E), indicando que las formulaciones con menor contenido de pectina
(1% m/m) fueron mas resistentes, con menor capacidad de deformacion y con mayor
rigidez (evidenciado por el médulo elastico), mientras que las elaboradas con 2y 3%

m/m de pectina fueron mas flexibles, menos resistentes a la rotura y con menor rigidez.

El uso de las ceras de girasol, provenientes del material de desecho generado
en el proceso de winterizado o descerado del aceite de girasol, en la elaboracién de
peliculas comestibles fue interesante y viable, logrando realizar una adecuada
caracterizacion de las mismas. Las propiedades mecanicas y de barrera encontradas
en las peliculas fueron de gran utilidad, mostrando informacién valiosa para su

posterior aplicacion como refuerzo a la proteccién de alimentos.

En general, fue posible realizar un estudio acerca de procesos de recuperacion
y caracterizacion de subproductos de la industria oleaginosa, como son las ceras de
girasol, mediante la implementacion de técnicas analiticas, evaluando también una de
sus posibles aplicaciones como es la incorporacién de las mismas en peliculas

comestibles en una matriz de pectina de bajo metoxilo a partir de emulsiones acuosas.
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® Publicaciones en revistas internacionales:
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2016. Online ISSN: 1438-9312. DOI: 10.1002/ejlt.201500608
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TRABAJOS FUTUROS

Como futuras lineas de trabajo se propone:

® Una vez fraccionadas las tortas de filtracion, evaluar la reutilizacion de las
tierras utilizadas como coadyudantes en el proceso de winterizado o descerado

del aceite de girasol realizando los analisis correspondientes.

® Realizar una caracterizacion adicional de las ceras de girasol recuperadas

mediante difraccion de rayos x para evaluar su grado de cristalinidad.

® Evaluar con mayor profundidad las interacciones moleculares presentes en las
emulsiones acuosas de pectina y ceras de girasol, a fin de conocer las bases
moleculares que permiten obtener ciertas propiedades fisicoquimicas y de

estabilidad.

® Aunque las emulsiones logradas en este trabajo tuvieron una buena
estabilidad, se podria evaluar la incorporacion de un agente emulsionante que

permita mejorarla aun mas.

® Evaluar el cambio de matriz, analizando posibilidades de incorporar otro
polisacarido o proteina que también provenga de desechos de la industria

alimentaria y pueda ser recuperado.

© Realizar otras determinaciones a las peliculas comestibles obtenidas a partir
de pectina y ceras de girasol respecto a permeabilidad al oxigeno, analisis
termogravimétrico (TGA), analisis mecanico dinamico (DMA), tension

superficial, con el fin de obtener una mejor caracterizacion de las peliculas.
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Conclusiones y Trabajos Futuros

®© Estudiar la aplicaciéon de las peliculas obtenidas en alimentos frescos como
frutas o alimentos procesados como quesos, teniendo también la posibilidad de

incorporacion de aditivos funcionales para elaborar peliculas activas.

®© Evaluar la viabilidad de uso de otro método de elaboracion de peliculas
comestibles como es electrodeposicion o electrospraying y compararlo con lo

encontrado en el método casting.
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