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RESUMEN

El presente proyecto tuvo como objetivo principal desarrollar y obtener biomate-
riales (peliculas y recubrimientos) con mejoradas propiedades antioxidantes, antimi-
crobianas, mecanicas y de barrera, mediante la incorporacion de polvo de cascaras
de citricos, valorizando de este modo, un subproducto de la agroindustria regional.
En primer lugar, se realiz6 un pretratamiento y secado de las cascaras provenientes
de industrias de jugos locales; luego, las cascaras secas fueron molidas y tamizadas
hasta obtener un fino polvo. Este polvo se incorporé en formulaciones de peliculas y
recubrimientos. Los biomateriales fueron caracterizados en cuanto a sus propiedades
mecanicas, de permeabilidad, antimicrobianas y antioxidantes. El presente proyecto
permitio obtener materiales de envasado que pueden utilizarse en la conservacion de
alimentos y, asimismo disminuir el impacto ambiental generado por las cascaras de la
industria citrica agregando valor a este subproducto.
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Marco tedrico y metodolégico

Las cascaras de citricos son subproductos de la industria de jugos concentrados,
ricos en nutrientes, principalmente biopolimeros y compuestos bioactivos. Asimismo,
contienen varios componentes funcionales, como aceites esenciales, pectina, carote-
noides, hesperidina y limonina (Kevij et al,, 2021), que son materias primas utilizadas
en las industrias quimica y farmacéutica (Shan, 2016). Actualmente, generan proble-
mas ambientales debido a su acumulacién y a su alto contenido de humedad, que los
convierte en altamente perecederos. Una propuesta para su aprovechamiento y dis-
minucion de su impacto ambiental, es su incorporacion en la formulacién de envases
activos, como son las peliculas y los recubrimientos. El prop6sito del presente proyecto
fue revalorizar la piel de citricos (naranjas y mandarinas) utilizandolo como aditivo
en matrices compuestas de quitosano y almidén de maiz, para obtener biomateriales
destinados a envases activos de alimentos.

Las cascaras fueron provistas por industrias elaboradoras de jugos concentrados de
la ciudad de Concordia. La piel de las frutas fue acondicionada, separando los restos
de fruta y contaminantes, y luego triturada. Posteriormente, se realiz6 el secado de
las cascaras por dos metodologias. Una parte fue congelada a -80°C en ultrafreezer y
liofilizada en un equipo liofilizador a 50 MPa y -90 °C durante 24 h. Mientras que otra
fraccion de cascaras fue secada con aire en una estufa con conveccion forzada a 60 °C
hasta obtener una aw menor a 0,2 (Bogdanoff, 2018). Luego del secado, las cascaras
fueron molidas en molinillo hasta obtener polvos y, por Gltimo, tamizadas.

Los recubrimientos se prepararon a partir de 0,3 g de cascara citricas en polvo, dis-
persadas en una mezcla de una solucién acidificada de quitosano de peso molecular
medio al 2.5% y una suspension de almidén de maiz gelatinizado al 4% p/p; a esta
dispersion se adicioné glicerol (0,08 g/100 g) como plastificante. La mezcla se homo-
geneiz6 en homogeneizador de alta velocidad y el recubrimiento se envas6 hasta su
utilizacién.

Por otra parte, las peliculas o films se obtuvieron a partir de la mezcla de los dos
biopolimeros por el método casting. Se secaron a 50°C en estufa hasta peso constante.
Luego, las peliculas se acondicionaron en desecadores con 60% de HR durante 5 dias
antes de realizar los ensayos.

Se determinaron algunas propiedades del polvo de cascaras de citrus, tales como el
tamafo medio de particula del polvo, la humedad y la aw. También se midié el color de
las fracciones de polvo de distinta granulometria. Otras propiedades que se determi-
naron fueron la higroscopicidad y solubilidad del polvo, la composicion fisicoquimica
(contenido de proteina por el método AOAC 920.152 y contenido de lipidos por el mé-
todo AOAC 960.39) y su capacidad antioxidante por el método de inhibicion del radical
DPPH.

Con respecto al recubrimiento, se determiné su estabilidad por método de difrac-
cion de luz en Turbiscan y tamafo de particula.

Por otra parte, en las peliculas se determiné su actividad antimicrobiana in vitro por
dos métodos: en fase vapor y por densidad 6ptica en caldo sobre las bacterias Salmo-
nella Typhimurium y Escherichia coli 0157:H7. Se determiné la tasa de inhibicion (%)
por ambas metodologias. A su vez, se determiné la permeabilidad al vapor de agua
utilizando copas de permeacién y un gradiente de presion de vapor conocido, y la re-
sistencia mecanica de las peliculas mediante ensayos de tension en texturometro.
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Posteriormente, se realizé la aplicacién del recubrimiento en semillas de lino y nue-
ces pecan a fin de determinar el efecto del recubrimiento sobre la vida util de es-
tos alimentos de alto contenido lipidico. Las peliculas se aplicaron como stickers en
clamshells de arandanos frescos.

Sintesis de resultados y conclusiones

Los objetivos especificos para la primera etapa del proyecto fueron obtener polvo
de cascaras citricas a partir de dos metodologias: secado con aire por conveccién y
liofilizacion; y analizar las caracteristicas y propiedades del producto obtenido luego
del proceso de secado.

Para la obtencién del polvo de cascara de citrus, se trabaj6é con cascaras de manda-
rina proveniente de dos industrias de jugos locales (Baggio S.A. y Litoral Citrus S.R.L.), en
las cuales estas cascaras constituyen un residuo industrial ya que en el procesamiento
del jugo son descartadas y desechadas como bagazo. Las cascaras se recibieron y se
almacenaron en congelacion a -18°C hasta la realizacién de los ensayos. Luego, las
mismas se acondicionaron, lo cual consistié en la separacién de los restos de fruta y
en un lavado con agua blanda en una proporcién agua/cascaras igual a 3:1 durante 1
hora con agitaciéon constante, de acuerdo al método propuesto por Bogdanoff (2015).
El objetivo de la etapa de lavado es extraer magnesio, acido y azGcares que genera-
rian reacciones de Maillard en la etapa de secado. Finalmente, el acondicionamiento
culminé con el escurrimiento del agua de lavado. En la Figura 1, se observa el bagazo
industrial ya acondicionado (derecha), y el agua de lavado (izq.).

Figura 1. Bagazo industrial acondicionado

El secado de las cascaras se llevé a cabo mediante dos metodologias: secado por
aire caliente con conveccion y secado por liofilizacién. En el método de secado por
aire caliente las muestras fueron distribuidas en soportes perforados que se colocaron
en una estufa de conveccién forzada (Fac, Argentina) a una temperatura de 60°C. El
proceso se continud hasta lograr una actividad acuosa (a ) proxima a 0,2. Durante este
proceso se realizaron mediciones de la humedad de las cascaras, para lo cual las mues-
tras se secaron en una estufa a 105°C hasta obtener peso constante, y luego se pesaron
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en una balanza (Kern, Alemania); asimismo se determiné el a , de las cascaras con un
medidor de actividad acuosa (Aqualab).

Por otra parte, también se realiz6 secado por liofilizacién de los residuos industria-
les, para lo cual los mismos se congelaron a -80°C en ultrafreezer (Righi, Argentina) y
luego se liofilizaron en un equipo Heto Drywinner (Alemania) a 50 MPay -90 °C, provis-
to de manifold y bomba de vacio (Vakuumtechnik RZ2, Alemania).

En la Tabla 1 se encuentran los resultados del contenido de humedad en base seca,
que se obtuvieron a través de la Ecuacion 1y la actividad acuosa de las muestras du-
rante el secado por conveccion; a su vez, en la figura 1, se encuentra la isoterma de
desorcién obtenida.

Donde W1 es el peso de muestra himeda y W2 es el peso de muestra seca obtenido
por medio de secado en estufa hasta peso constante.

Tabla 1: Actividad acuosa y humedad de cascaras secadas por conveccién con aire a 60°C

Tiempo (min) a [

w (b.s.)

0 1,000 6,312

30 0,996 4,534

60 0,993 3,895

90 0,988 3,186

300 0,767 2,435
2400 0,262 0.020

Figura 1: Isoterma de desorcion para residuo industrial secado por conveccién con aire a 60°C
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El secado por conveccién provoc6 un fuerte encogimiento de las cascaras y luego de
8 horas de tratamiento, se logré una a  de 0,2, lo cual permite asegurar su estabilidad
en condiciones de almacenamiento adecuadas.

Por su parte, los sélidos tratados por liofilizacion se obtuvieron luego de 4 h de con-
gelacion y posterior sublimacion (48 horas) en el liofilizador, presentando una a, final
menor a 0,2.

Las muestras secas obtenidas por ambos métodos fueron trituradas en un molinillo
de cuchillas horizontal (Tecno Dalvo, Argentina) durante 5 min a 15000 rpm, y tamiza-
das en un equipo vibratorio (Macotest, Argentina) de tamices superpuestos normaliza-
dos (ASTM) durante 30 minutos con el objetivo de separar las fracciones de polvo de
cascara de diferente tamafio o granulometria (Fig. 2).

Figura 2: Fracciones de polvo de cascaras de citrus obtenidas luego del tamizado

El resultado de la proporcion de las fracciones obtenidas se muestra en la tabla 2.

Tabla 2: Fracciones de polvo de cascaras de citrus de distinto tamafo obtenidas por tamizado

Malla Tamaiio Ca:;il:l::sde
(mesh) (pm) (%)
18 >1000 6
35 500-1000 10
120 125-500 46
Fondo de tamiz <125 38
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Tabla 3: Parametros de color en espacio CIELab de fracciones de polvo de cascaras de citrus de distinto tamafo
obtenidas por tamizado

Tamafio fracciones . .
L a b
(mesh)
1000 mm (N°18) 54,88 +4,45 10,52+1,84 15,55+4,09
500 mm (N°35) 61,43+1,19 12,22+0,16 23,11+291
125 mm (N°120) 67,30+1,68 3,47+0,02 1940+1,12
Fondo de tamiz 74,7140,93 2,3410,93 22,09+1,20
N°18. 1000 um [ N°35. 500 ym | N°120. 125 pm Fondo

Figura 3: Representacion del color de los polvos de distinta granulometria en el espacio y apariencia visual

Luego, se determiné la higroscopicidad y la solubilidad de las fracciones de polvo
mas finas. Los resultados de higroscopicidad se encuentran en la tabla 3. Esta propie-
dad se define como la habilidad de un material de absorber agua en un ambiente de
alta humedad relativa. Los resultados obtenidos son mas elevados que los encontrados
en la bibliografia (Saez Garcia, 2017) lo que indica que los polvos tendran tendencia a
humectarse rapidamente, aumentando su actividad acuosa durante su almacenamien-
to. Mientras que con respecto a la solubilidad se puede destacar que las fracciones mas
finas del polvo fueron las que presentaron mayor solubilidad en agua que las fases mas
gruesas
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Tabla 3: Higroscopicidad de polvo de cascaras de citrus secados por conveccion con aire caliente a 60°C

Higroscopicidad

Granulometria polvo

(g agua/100 g muestra)
125 mm (N°120) 23,59+1,68°
Fondo (<125 pm) 25,64+0,27°

Letras diferentes indican diferencias significativas entre columnas.

Se determiné el contenido de proteinas de los polvos de cascaras de citrus en un
equipo analizador de proteinas Marca Selecta, modelo PRO-NITRO S. segin método
Kjeldhal (AOAC, 1984) y el contenido de fibra bruta en equipo marca Selecta, Modelo
DOSI-FIBER por método 978.10 descrito por la AOAC. Los resultados obtenidos mues-
tran que no hubo diferencias significativas en el contenido de proteinas de los polvos
obtenidos por los dos métodos de secado (tabla 4). Estos resultados son del mismo
orden que los publicados para harina de naranja (Martinez-Fernandez de Lara, 2017)
y menores que para polvo de cascara de pomelo (Edet et al,, 2016). Durante la deter-
minacion del contenido de fibra ocurrié una falla eléctrica en el equipo por lo que los
resultados fueron anémalos y no se incluyeron en la tabla.

Tabla 4: Composicion de polvo de cascara de citrus obtenido por secado con aire por conveccién y por liofilizacion

Muestra Proteina (%)
CL 6,79+0,082°
CSA 7,1810,16°

CL = cascaras liofilizadas; CSA = Cascaras secadas por aire; letras diferentes indican diferencias significativas entre
columnas.

Teniendo en cuenta la baja capacidad del liofilizador en cuanto al volumen de mues-
tra que permite procesar, el costo energético y el tiempo de operacién inherentes al
proceso de liofilizacién, se decidi6é continuar los ensayos con los polvos obtenidos por
secado por conveccion. A su vez, se determiné la capacidad antioxidante del polvo de
cascaras a través del método de inhibicién del radical DPPH para evaluar si el secado
por conveccién producia algun efecto de deterioro de los componentes. Los resultados
evidenciaron que no hubo efecto negativo en el proceso de secado ya que la actividad
antioxidante del polvo y de las cascaras antes del secado fueron similares. La actividad
antioxidante frente a DPPH fue 1,94 + 0,0001 mg/mL para las cascaras secadas.

Posteriormente, los polvos de cascaras de citrus se incorporaron en la formulacién
de recubrimientos biodegradables y peliculas biodegradables.

g.2) Recubrimientos biodegradables

Los recubrimientos se obtuvieron a partir de suspensiones formuladas con la mezcla
de dos biopolimeros: quitosano (al 2,5% p/p) y almidén de maiz gelatinizado (al 4%
p/p) en dos proporciones relativas (quitosano:almidén): 50:50 (R50) y 25:75 (R75). Estas
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proporciones de biopolimeros fueron estudiadas anteriormente (Bof et al, 2015). En
las formulaciones, se afiadi6é cascara de citrus en polvo en una concentracién de 0,3
% p/p, definida en ensayos previos, y glicerol al 25% p/p como agente plastificante.
La suspension resultante se homogeneiz6 en un equipo UltraTurrax IKA T25, durante
2 min a 24000 rpm. Los recubrimientos desarrollados se caracterizaron en cuanto a su

estabilidad en el tiempo y distribucién de tamafo de particula.
Los tamafios medios de particula de R50 y R75, se obtuvieron de la distribucidon del tamafo y se en-
cuentran en la tabla 5.

Tabla 5: Diametro de Sauter (D,,) y diametro volumétrico (D, ,) para recubrimientos con proporciones de quitosa-
no:almidén de 25:75 (R75) y 50:50 (R50)

Recubrimiento D,, D,
R75 28,109+1,266 3,557+0,173
R50 29,752 +0,291 3,615+0,010

Los resultados de estabilidad de las formulaciones en el equipo Turbiscan Classic
(Formulaction SA, Francia), demuestran que ambos recubrimientos R75 y R50 perma-
necieron estables hasta el dia 2; pero luego de 6 dias, se observd una separacion de
fases evidenciada como un cremado en la parte superior del tubo con aumento del
%BS (Figuras 3y 4). Esto podria deberse principalmente a las diferencias de tamafio de
las particulas en el sistema, al tratarse de una emulsién primaria.

Figura 3: %Backscattering en funcion de la altura del tubo (mm) durante el almacenamiento del recubrimiento
R50
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Figura 4: %Backscattering en funcion de la altura del tubo (mm) durante el almacenamiento del recubrimiento
R75

g.3) Peliculas biodegradables

Las peliculas o films biodegradables se formularon a partir de los mismos biopoli-
meros con capacidad filmogénica utilizados para los recubrimientos, quitosano y almi-
don de maiz, en proporcién 50:50; se adicion6 glicerol como agente plastificante y se
incorporaron los polvos de cascaras de mandarina en tres concentraciones diferentes
(0%, 0,3% y 3% p/p), seleccionadas en ensayos previos. Las peliculas se obtuvieron por
el método de moldeo y secado (casting).

Estas peliculas se utilizaron para determinar la actividad antimicrobiana “in vitro”
de los materiales obtenidos frente a dos bacterias patégenas humanas.

El efecto antimicrobiano de las peliculas se analizé por dos metodologias diferen-
tes: en fase vapor y mediante medicién de la densidad 6ptica en caldo.

En primer lugar, se gener6 el stock de trabajo de las bacterias Salmonella Typhi-
murium y Escherichia coli 0157:H7, a partir de las cepas almacenadas en Ultrafreezer
(-70°C).

En la determinacion del efecto antimicrobiano por el método de fase vapor las pe-
liculas fueron cortadas en discos de 50 mm de diametro, se les aplicé radiacion UV
(por 5 minutos de cada lado) y luego fueron pegadas sobre las tapas de placas con TSA
(Agar Tripteina Soja), cuya superficie fue previamente inoculada mediante hisopado de
una suspensién bacteriana de concentracion 10 UFC/mLl. Todas las placas se incuba-
ron durante 24 horas a 37°C +/- 1°C. Luego, se evalu6 si hubo efecto inhibitorio a través
de la presencia de halos de inhibicién, y se contrastaron los resultados obtenidos con
las otras formulaciones. Como control positivo, se utilizaron placas de petri inoculadas
pero sin pelicula.

En la determinacion por el método de densidad 6ptica, las cepas bacterianas (E. coli
0157:H7 y Salmonella Typhimurium) se sembraron en agar especifico e incubaron a 37
+ 1°C durante 12 horas. A partir de una colonia aislada, se inoculé en TSB (Caldo Trip-
teina Soja) e incubé nuevamente durante 18 horas. Luego, se sembraron 100 ml de TSB
para lograr una concentracion de 107 UFC/mly se afladié una pieza de peliculade 1l g,
previamente expuesta a la radiacién UV (por 5 minutos de cada lado). Se utilizé caldo
inoculado pero sin pelicula como control positivo y caldo sin inocular como blanco. Los
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medios se incubaron a 37 + 1°C durante 24 horas y se determiné su densidad éptica a
600 nm (OD600). Luego se calculd la tasa inhibitoria (%) de acuerdo a la ecuacion 2. Se
evalué si hubo un efecto inhibitorio y se contrastaron los resultados obtenidos con las
otras formulaciones.

(Ecuacioén 2)

Donde, OD6001 es la densidad 6ptica inicial y OD6002 es la densidad 6ptica final
luego de la incubacion.

Los resultados de la determinacion del efecto inhibitorio en fase vapor se encuen-
tran en las Figuras 5y 6. Como puede observarse, tanto el control como las placas con
las peliculas, presentaron crecimiento microbiano en toda la superficie, sin formacion
de halos de inhibicién del crecimiento.

Figura 5: Evaluacion del efecto inhibitorio en fase vapor, de peliculas biodegradables

con polvo de cascara de citrus en tres concentraciones (0%, 0,3% y 3%) frente a Sal-
monella Typhimurium.

Figura 6: Evaluacion del efecto inhibitorio en fase vapor, de peliculas biodegradables con polvo de cascara de
citrus en tres concentraciones (0%, 0,3% y 3%) frente a Escherichia coli 0157:H7
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Contrariamente a lo que se hubiese esperado por la presencia de compuestos vola-
tiles en las cascaras citricas, en ambos ensayos para Escherichia coli 0157:H7 y Salmo-
nella Typhimurium las peliculas no manifestaron efecto inhibitorio en el crecimiento
microbiano, mediante el método de fase vapor.

En la tabla 6, se encuentran los resultados obtenidos por el método de densidad
optica.

Tabla 6: Tasa inhibitoria obtenida por medicion de la densidad 6ptica de peliculas biodegradables con diferentes
concentraciones de polvo de cascaras citricas (0, 0.3 y 3%) frente a Salmonella Typhimurium y Escherichia coli
0157:H7

Tasa inhibitoria (%)

Composicion peli-

i Salmonel.la Typhi- E. coli
murium 0157:H7
0% (control) 21,24 +2,86° -5,34+2,49
0,3% 26,55+1,85° 0,19+4,01°
3% 18,62+1,172 -1,21+3,582

*Letras diferentes indican diferencias significativas entre columnas

A partir de la Tabla 6 se observa que las composiciones de peliculas ensayadas ejer-
cen un efecto inhibitorio del crecimiento frente a la bacteria S. Typhimurium, no asi
frente aE. coli 0157:H7. A su vez, existen diferencias significativas entre la composicion
de peliculas con incorporacion de 0,3% de cascara de mandarina frente a las demas. Se
concluye que la tasa de inhibicion es mayor para la pelicula que posee en su composi-
cion un 0,3% de polvo de cascara de mandarina.

A partir de los resultados de los ensayos antimicrobianos, se puede deducir que el
método de densidad éptica resultd mas sensible que el de halos de inhibicién, con el
cual no se produjo inhibicién del crecimiento de las bacterias patégenas.

Por otra parte, se realizé la caracterizacion de las peliculas biodegradables en cuan-
to a su permeabilidad al vapor de agua (WVP). Esta propiedad se determiné mediante
el método ASTM E96 modificado, utilizando celdas de permeacién y manteniendo un
gradiente constante de presion de vapor de 2000 Pa a través de las muestras. Se deter-
miné la velocidad de transmision de vapor de agua y luego la permeabilidad al vapor
de agua en g Pa' s m™ Los resultados se encuentran en la siguiente tabla.
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Tabla 7: Permeabilidad al vapor de agua de peliculas biodegradables con polvo de cascaras citricas

Composicion peliculas

gPalsim?
Control 1,66 E-10+2,09E-12°
0,3% 3,79E-10 +3,29E-112
1% 3,98E-10 + 6,45E-117

Con respecto a las propiedades mecanicas de las peliculas biodegradables, los resultados de los ensa-
yos de traccién se encuentran en tabla 8.

Tabla 8: Propiedades mecanicas de peliculas biodegradables con polvo de cascaras citricas

Composicion peliculas 15 EB 57
(MPa) (%) (MPa)
Control 17,49+311° 24,07+7,94 56,83+19,55
0,3% 11,56+2,70° 14,86 +1,80° 50,19 +20,592"
1% 11,48+1,83" 9,08+1,09 34,68+11,88°

Tanto las propiedades de permeabilidad al vapor de agua como las mecanicas se
vieron afectadas por la incorporacién del polvo de cascaras. Sin embargo, los resulta-
dos obtenidos tuvieron una tendencia contraria a la esperada, ya que la adicién del
polvo aumenté la permeabilidad de las peliculas y disminuy6 la resistencia a la trac-
cion de los materiales. Esto puede deberse a que la cantidad de polvo incorporada fue
excesiva lo cual se tradujo en la formacion de particulas aglomeradas que provocaron
disrupciones en la matriz polimérica (Thagavi Kevij et al,, 2021; Rhatinavel & Sarava-
nakumar, 2020; Chhatariya et al,, 2022; Terzioglu et al,, 2021).

Paralelamente a las caracterizaciones, se realizaron aplicaciones tanto de los recu-
brimientos como de las peliculas, no contempladas en el presente proyecto. Los recu-
brimientos activos fueron aplicados en semillas de lino y nueces pecan con el objetivo
de comparar el efecto en la vida Gtil de estos alimentos de alto contenido lipidico. En
cuanto a las semillas de lino, la aplicacion de los materiales desarrollados se realizé
mediante el método de inmersién (dipping) de la muestra en el recubrimiento y por
pulverizacion manual (spray) en ambas caras de las semillas. Todas las muestras trata-
das y el control se dejaron en almacenamiento bajo condiciones de almacenamiento
aceleradas a 30y 40 °C durante 15 dias. Luego, se obtuvo el aceite de cada muestra por
prensado en frio y se determiné el indice de estabilidad oxidativa (OSI) en un equipo
Rancimat (METROHOM, Profesional Biodiesel Rancimat) a 110°C y caudal de aire igual
a 20 L/h. Entre los resultados, se puede destacar que se obtuvo un valor de OSI mas
elevado para las semillas tratadas con el recubrimiento activo (14,13 + 0,2 h) frente
al control (2,63 + 0,5 h), lo que pone en evidencia una mayor estabilidad oxidativa de
los acidos grasos insaturados de las semillas de lino lo que probablemente se debe a
la accion protectora de los compuestos bioactivos presentes en las cascaras de citrus.

Por otro lado, las nueces pecan var. Kiowa cosecha 2021 fueron provistas por INTA
EEA Concordia. En primer lugar, se pelaron cuidadosamente, de manera de obtener
mitades enteras. Luego se les efectud la aplicacién del recubrimiento mediante inmer-
sién o dipping, se secaron en estufa a 40°C y se almacenaron durante 310 dias a 25°C.
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Durante este periodo de almacenamiento se evalu6 el color superficial, la calidad Lli-
pidica mediante el método Rancimat y calidad microbiolégica, y se realizd un analisis
sensorial de aceptacién global con una escala hedénica de 9 puntos. Los principales
resultados mostraron que los recubrimientos lograron proteger los frutos frente a la
oxidacién, lo que se evidencié en mayores valores de OSI (15.88 + 0.36 h) en compara-
cion con el control (13.50 + 0.99 h).
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