Gt

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
N % p—

DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

“OBTENCION Y CARACTERIZACION DE PECTINA A
PARTIR DE TEJOCOTE (CRATAEGUS SPP.) EXTRAIDA
POR LOS METODOS QUIMICO, ASISTIDO POR
MICROONDAS Y ENZIMATICO.”

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
INGENIERO EN ALIMENTOS

P R E S E N T A:

GONZALEZ MARTINEZ MAURICIO

0 WL T i

<Y %@% DRA. MA. ANDREA TREJO MARQUEZ
U‘WS : i M. EN C. SELENE PASCUAL BUSTAMANTE

CUAUTITLAN CUAUTITLAN IZCALLI, ESTADO DE MEXICO, 2014



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



INDICE

Indice general
Paginas
INDICE DE TABLAS vi
INDICE DE FIGURAS vii
RESUMEN 1
1. Introduccion 4
2. Antecedentes 7
2.1. Definicién y origen de la pectina 7
2.1.1. Nomenclatura 8
2.2. Localizacion de la pectina dentro de la pared celular vegetal 11
2.2.1. La pared celular vegetal 11
2.3. Estructura de la pectina 14
2.4. Propiedades quimicas y fisicas de las pectinas 18
2.4.1. Propiedades funcionales 21
2.5. Tipos de pectinas 22
2.6. Fuentes de obtencion de pectina 25
2.6.1. Fuentes convencionales y no convencionales de obtencién de pectina 26
2.7. Métodos de extraccion de pectina 28
2.7.1. Extraccion de pectina por métodos fisicoquimicos 30
2.7.1.1. Extraccién de pectina por el método convencional 30

2.7.1.2. Extraccién de pectinas asistida por microondas 31



INDICE

Paginas

2.7.1.3. Otros métodos de extraccion fisico-quimica de pectinas 32

2.7.2 Extraccion enzimatica de pectinas 34

2.7.2.1. Principales enzimas pectoliticas para la obtencion de pectina 34

2.7.2.2. Clasificacion de las enzimas pectoliticas 35

2.8. Usos y aplicaciones de la pectina 37
2.8.1. Usos de las pectinas como material de empaque 39

2.8.2. Aplicaciones en la Industria alimentaria 40

2.8.3. Aplicaciones en la Industria Farmaceéutica 41

2.8.4. Otras Aplicaciones de la pectina 42

2.9. Tejocote 43
2.9.1. Origen e importancia econémica 43

2.9.2. Composicion quimica y valor nutritivo 47
2.9.3. Usos y aplicaciones 47

3. Objetivos 50
4. Materiales y métodos 52
4.1 Cuadro metodoldgico 52
4.2. Material bioldgico 53
4.3 Tratamiento de las muestras 54

4.4. Cuantificacion de pectina en diferentes frutos de la biodiversidad mexicana 56



INDICE
Paginas
4.5. Seleccion de condiciones de extraccion de pectina de tejocote por el
método acido 57
4.6. Seleccion de condiciones de extraccion de pectina por el método
acido asistido por microondas 60
4.7. Seleccién de condiciones para extraccion de pectina por el método enziméatico 63
4.8. Métodos analiticos 66
4.8.1. Determinacion de pectina 66
4.8.2. Grado de esterificacion 69
4.8.3. Determinacién de grupos metoxilicos 70
4.8.4. Determinacién de acido galacturonico 71
4.8.5. Determinacién de contenido de cenizas 71
4.9. Tratamiento estadistico de resultado 72
5. Resultados y discusion 74
5.1. Comparacidn del contenido de pectina de diferentes frutos y derivados,
con el contenido de pectina del tejocote. 74
5.1.1. Cuantificacion de pectina de los diferentes frutos y subproductos 74
5.2. Método acido 80
5.2.1. Evaluacion del rendimiento de pectina de tejocote extraida por método
convencional 80
5.2.2. Evaluacion del contenido de cenizas en pectina de tejocote extraida
por el método convencional 82



INDICE
Paginas
5.2.3. Evaluacion del grado de esterificacion en pectina de tejocote
extraida por el método convencional. 84
5.2.4. Evaluacion del porcentaje de grupos metoxilos presentes en pectina
de tejocote extraida por el método convencional 86

5.2.5. Evaluacion del porcentaje de acido galacturdnico en pectina de tejocote

extraida por el método convencional 88
5.3. Método asistido por microondas 90

5.3.1. Evaluacion del rendimiento de pectina de tejocote extraida

por método de microondas 90

5.3.2. Evaluacion del contenido de cenizas en pectina de tejocote
extraida por el método de microondas. 93

5.3.3. Evaluacion del grado de esterificacion en pectina de tejocote extraida
por el método de microondas 94

5.3.4. Evaluacion del porcentaje de grupos metoxilos presentes en pectina

de tejocote extraida por el método de microondas 96

5.3.5. Evaluacion del porcentaje de &cido galacturdnico en pectina de tejocote

extraida por el método de microondas 97
5.4. Método enzimatico 100

5.4.1. Evaluacion del rendimiento de pectina de tejocote extraida por método

enzimatico 100



. ]
o INDICE

Paginas
5.4.2. Evaluacion del contenido de cenizas en pectina de tejocote extraida

por el método enzimatico 103

5.4.3. Evaluacion del grado de esterificacion en pectina de tejocote extraida

por el método enzimatico 104

5.4.4. Evaluacion del porcentaje de grupos metoxilos presentes en pectina

de tejocote extraida por el método enzimatico 106

5.4.5. Evaluacion del porcentaje de &cido galacturdnico en pectina de tejocote

extraida por el método enzimatico 108
6. Conclusiones 112
7. Recomendaciones 115
8. Referencias 117



INDICE
Indice de tablas
Paginas
Tabla 1. Principales componentes de la pared celular. 12
Tabla 2. Otros métodos de obtencidn de pectina. 33

Tabla 3. Clasificacion de enzimas pécticas de acuerdo a los lineamientos de comision

de enzimas y asignacion de la familia de hidrolasas. 36
Tabla 4. Condiciones de extraccidn de pectina de tejocote por el método &cido. 57

Tabla 5. Condiciones de extraccidn de pectina de tejocote por el método asistido por 60

microondas.
Tabla 6. Condiciones de extraccidn de pectina de tejocote por el método enzimatico. 63

Tabla 7. Contenido de pectina en diferentes frutos. 75

Vi



S

INDICE
Indice de figuras

Paginas
Figura 1. Pectina citrica. 9
Figura 2. Micrografia electronica de transmision de paredes celulares. La pared
primaria es construida cuando a célula es joven. Las paredes secundarias, mas
gruesas, se incorporan cuando las células han dejado de crecer (x 3000). 11
Figura 3. Matriz de celulosa. 13
Figura 4. Estructura quimica de la pectina. 14
Figura 5. Polimeros estructurales de la pectina. 18
Figura 6. Metoxilacion de la pectina. 23
Figura 7. Pectina extraida de cascaras de citricos. 28
Figura 8. Degradacion de fragmentos de sustancias pécticas por enzimas pectoliticas
especificas. 37
Figura 9. a) Arbol de tejocote; b) Fruto del arbol de tejocote. 43
Figura 10. Produccion de Tejocote en México. 45
Figura 11. Mapa de la Republica Mexicana y estados principales productores de
tejocote. 46
Figura 12. Usos del tejocote (tejocotes en almibar y ponche). 48
Figura 13. Tejocote (Crataegus spp.). 53
Figura 14. Diagrama de proceso para el acondicionamiento del tejocote: a) Recepcion
del tejocote, b) seleccidn, c) lavado, d) escaldado, e) cortado, f) almacenamiento. 55
Figura 15. Proceso de molienda del fruto o subproducto a analizar. 56

Figura 16. Diagrama de proceso para la extraccion de pectina de tejocote por el método

convencional: a) Recepcion del tejocote, b) molienda, c) hidrdlisis acida, d) precipitacion,

e) lavado, f) filtrado, g) secado, h) tamizado, i) almacenamiento.

vii

58



X )
< iNDICE

Paginas

Figura 17. Diagrama de proceso para la extraccion de pectina de tejocote por el método
asistido por microondas: a) Recepcion del tejocote, b) molienda, ¢) hidrdlisis &cida asistida
por microondas, d) precipitacion, ) lavado, f) filtrado, g) secado, h) tamizado,

i) almacenamiento. 61

Figura 18. Diagrama de proceso para la extraccion de pectina de tejocote por el
método enzimatico: a) Recepcion del tejocote, b) molienda, ¢) hidrolisis enzimatica,

d) inactivacion de enzimas, e) precipitacion, f) filtrado, g) secado, h) tamizado,

1) almacenamiento. 64
Figura 19. Muestra hirviendo. 67
Figura 20. Filtrado de la muestra. 67
Figura 21. Alicuotas de muestra con hidroxido de sodio y acido acético. 68
Figura 22. Filtrado de las muestras hidrolizadas. 68
Figura 23. Papel filtro con la muestra seca. 69
Figura 24. Porcentaje de pectina de los diferentes frutos y subproductos. 78

Figura 25. Rendimientos de las diferentes condiciones de extraccion de pectina por el
método acido. 80
Figura 26. Porcentaje de cenizas de las pectinas obtenidas de la extraccién por el

método acido. 83
Figura 27. Porcentaje del grado de esterificacion de las pectinas extraidas por el

método acido. 85
Figura 28. Porcentaje de grupos metoxilo en las pectinas extraidas por el

método acido. 87
Figura 29. Porcentaje de acido galacturonico en las pectinas extraidas por el

método 4cido. 88

viii



INDICE

Paginas

Figura 30. Rendimientos de las diferentes condiciones de extraccidn de pectina por el
método asistido por microondas. 90
Figura 31. Porcentaje de cenizas de las pectinas obtenidas de la extraccion por el

método asistido por microondas. 93
Figura 32. Porcentaje del grado de esterificacion de las pectinas extraidas por el

método asistido por microondas. 95
Figura 33. Porcentaje de grupos metoxilo en las pectinas extraidas por el método

asistido por microondas. 96
Figura 34. Porcentaje de acido galacturonico en las pectinas extraidas por el método
asistido por microondas. 98
Figura 35. Rendimientos de las diferentes condiciones de extraccion de pectina por el
método enzimatico. 100
Figura 36. Porcentaje de cenizas de las pectinas obtenidas de la extraccion por el

meétodo enzimatico. 103
Figura 37. Porcentaje del grado de esterificacion de las pectinas extraidas por el

método enzimatico. 104
Figura 38. Porcentaje de grupos metoxilo en las pectinas extraidas por el método
enzimatico. 107
Figura 39. Porcentaje de acido galacturonico en las pectinas extraidas por el método

enzimatico. 109



™Y .
< INTRODUCCION

Resumen

La variabilidad del tejocote confiere a este fruto un gran potencial para diversos usos, entre
ellos industrial, alimenticio, horticola, ecologico, pecuario, ornamental y medicinal,
sobresaliendo por su alto contenido de pectina de excelente calidad. Actualmente, el
tejocote (Crataegus spp.) se cultiva a nivel comercial, semicomercial y de traspatio en
varias entidades de la Republica Mexicana.

El objetivo del presente trabajo es evaluar el efecto de tres métodos de extraccion (acido,
microondas y enzimatico), asi como las condiciones de operacion de cada tratamiento en la
obtencion de pectina del fruto de tejocote variedad ‘Crataegus spp’ para su posible

utilizacion en procesos tecnoldgicos.

Tejocotes procedentes del estado de Puebla fueron seleccionados, y acondicionados. La
extraccion de pectina se realizd por el método acido (70 y 90°C; 90 y 120 min), por el de
microondas (10, 15 y 20 min; 179.37, 376.82 y 526.69 W) y para la extraccion enzimatica
se utilizaron dos concentrados enziméticos (Zimapect® y Macerex®) los cuales fueron
evaluados a diferentes tiempos (5, 10 y 15 min). Los pardmetros de calidad fisicoquimicos
y quimicos que se evaluaron en las pectinas extraidas por los diferentes métodos y sus
diferentes condiciones fueron: contenido de cenizas, grado de esterificacion, contenido de

acido galacturdnico y porcentaje de metoxilacion.

La extraccién enzimatica presentd los mayores rendimientos, porcentaje de cenizas y de
acido galacturdnico obteniendo valores de 10.40, 3.29 y 53.3% respectivamente, mientras
que la extraccién acida disminuyd los valores de rendimiento (7.52%), pero fue el método
por el que se obtuvieron los mejores valores para grado de esterificacion y metoxilacion

(84.89 y 6.2%, respectivamente).

El método asistido por microondas proporciond valores muy similares a los del método
acido, a excepcion de rendimiento ya que por este método se alcanzaron rendimientos
mayores que por el método convencional, obteniendo rendimientos de hasta 9.72% de

pectina extraida en base a materia prima himeda. La radiacién por microondas disminuyo
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los tiempos de tratamiento de manera importante en comparacion con el método

convencional.

El método enzimatico se recomienda como alternativa de obtencion de pectina de alto
grado de metoxilo para la industria de pectinas a nivel nacional y para posible exportacion,
ya que ademas presenta una ventaja a nivel ambiental, pues los efluentes de este proceso no
presentan trazas de acido, el uso de lavados con alcohol no son necesarios y el tratamiento
con concentrados enzimaticos utiliza menos energia y tiempos de extraccion, preservando

la calidad de las pectinas finales.
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1. Introduccién

A nivel mundial, la preocupacion acerca del aprovechamiento de residuos ha tomado gran
fuerza entre la comunidad cientifica y sobre todo a nivel industrial, en donde los procesos
de transformacion generan desechos y subproductos que pueden ser dtiles en otros
procesos; sin embargo, los residuos generados en las transformaciones agroindustriales no
han sido aprovechados eficientemente (Londofio-Londofio et al., 2012). ElI género
Crataegus, conocido como tejocote, tiene una amplia variabilidad genética, con 140
especies en todo el mundo (Phipps et al., 2003). Nueve de ellas son endémicas de México y
13 se distribuyen en al menos 20 de sus entidades (Nufiez-Colin et al., 2008b), aunque es
probable que existan mas. Tal variabilidad confiere al tejocote un gran potencial para
diversos usos, entre ellos industrial, alimenticio, horticola, ecoldgico, pecuario, ornamental
y medicinal (Nieto-Angel et al., 2009), sobresaliendo por su alto contenido de pectina de

excelente calidad (Aguirre-Mandujano et al., 2010).

La extraccion de pectina de tejocote con fines comerciales contribuiria a crear tecnologia
propia, ademas de crear beneficios a las comunidades productoras, ya que hasta el
momento la produccion del fruto no resulta rentable. El desarrollo de una tecnologia
apropiada para extraer pectina purificada, que permita su uso en muchos productos
alimenticios, ha convertido a la pectina en un subproducto muy valioso. La pectina es un
componente natural de los vegetales, por lo que se usa, tanto en los productos alimenticios,
como para fines médicos, lo que es legalmente correcto. En las ultimas décadas, debido al
creciente énfasis sobre los efectos favorables de la pectina en el metabolismo humano su
importancia econdmica se ha visto considerablemente aumentada (Cohn y Cohn, 1996).
Existe una variedad de métodos de produccién de pectina reportados en diferentes articulos
que evaluan los diferentes métodos de extraccion asi como las condiciones Optimas de los
mismos Y las diferentes fuentes de extraccion. El proceso del método tradicional consiste en
una degradacion con acido y una precipitacion (Zhang y Liu, 1997), usando una solucion de
acido a un pH aproximado de 2 y una temperatura entre 80-100 °C en un tiempo
aproximado de 1 hora. Estas condiciones causan la degradacion de proteinas, por lo tanto

este método tradicional algunas veces no resulta favorable para la calidad y cantidad de la
4
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extraccion de pectina. Es por eso que es necesario establecer nuevos métodos, en los cuales
la pectina pueda ser extraida en menos tiempo y con mejor calidad, una alternativa es la
extraccion asistida por microondas (Zhongdong et al., 2006), asi como por via enzimatica,
ya que presentan algunas ventajas con respecto a la pectina extraida quimicamente, ya que
estos materiales pueden presentar actividad biologica y aplicaciones médicas, ademas de
presentar un importante impacto ambiental al no generar efluentes con trazas de acido y
utilizar menos alcohol para lavar las pectinas extraidas. El estudio de la obtencion de
pectina ha sido un tema de mucho interés para los investigadores, se puede apreciar la
problematica de algunos paises al no poder abastecerse de esta materia prima y buscar
fuentes para su obtencidn, asi como aprovechar los recursos propios de cada pais (Ferreira,
1990). Es por eso que en este trabajo se pretende poder usar esta informacién y desarrollar
una tecnologia alterna para poder satisfacer las necesidades existentes en el pais mediante la
utilizacion del tejocote como fuente de pectinas, empleando diferentes métodos de

extraccion, para determinar cual de ellos resulta mas eficiente y rentable para este fin.
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NTECEDENTES

“LA PECTINA ESTA CONSIDERADA POR MUCHOS ESPECIALISTAS
COMO UN TIPO DE FIBRA, Y ES QUE SU FUNCION ES IDENTICA A LA DE
ESTA, YA QUE NO APORTA NINGUN NUTRIENTE A NUESTRO CUERPO,

PERO SE ENCARGA DE ELIMINAR LOS RESIDUOS Y TOXINAS QUE SE
ENCUENTRAN EN NUESTRO ORGANISMO”
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2. Antecedentes

2.1. Definicién y origen de la pectina

La palabra "pectina™ se deriva del griego “Pektos" que significa "solidificar". La pectina fue
descubierta por Vauquelin en 1790, pero no fue caracterizada sino hasta 1825 por
Bracannot, quien describi0 a esta sustancia como el principal agente gelificante en las frutas
y le llamé "Pectins™. Bracannot descubrio que la pectina era la sustancia responsable de la
formacion de jaleas cuando se calentaba a ebullicion la fruta con azlcar. También
evidencio que ademas del azlcar era necesario un pH adecuado para la formacion del gel y
gue se requeria una pequefia cantidad de acido para hidrolizar los pectatos durante la

elaboracion de jaleas (Alexander y Sulebele, 1980).

Durante el siglo XIX, fue realizada una considerable investigacion cientifica para realizar la
caracterizacion inicial de la pectina, con relacion a su estructura molecular y sus
propiedades bioldgicas y reologicas. El aislamiento de pectinas comerciales de materiales
vegetales comenzo a principios del siglo pasado y desde entonces se ha producido literatura

concerniente a su quimica, produccion y propiedades funcionales (Multon, 1988).

Segln Mueckay (2006), la obtencion de pectina a partir de diferentes recursos naturales ha
sido objeto de varios trabajos de investigacién en donde se plantean las posibilidades a
favor y en contra de utilizar ciertas materias primas para su obtencion. Estos procesos
fueron analizados y autocriticado por los propios autores, encontrando desventajas como
(Multon 1988):

* La obtencion de pectina en polvo es un proceso muchas veces lento.

* Algunas veces las fuentes de extraccion resultan ser no redituables.

Entre 1920 y 1940 qued0 establecida la produccion de pectina a escala comercial en
algunas naciones, y llegaron a formar parte importante del comercio internacional (Carreto,
1984).
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Entre 1940 y 1950 muchos investigadores publicaron sus trabajos relacionados con pectina
en centenares de articulos y patentes. Durante las Gltimas décadas, la industria de la pectina
ha crecido notablemente, no solamente en América, sino también en Europa (Carreto,
1984).

La manufactura comercial de la pectina empezo en el afio 1908 con bagazo de manzana
seco como materia prima. Y en la actualidad, se extrae pectina de una gran cantidad de
fuentes como: peras, uvas, cascara de citricos, entre otras. En 1916, Erlich y Suérez (1990)
dieron a conocer el aislamiento del &cido D-Galacturonico, en forma de polimero, como el

integrante principal de todas las pectinas (Carreto, 1984).

Las sustancias pécticas comprenden un extenso grupo de heteropolisacaridos vegetales
cuya estructura bésica esta integrada por moléculas de acido D-galacturdnico, unidas por
enlaces glucosidicos a-D-(1,4), en la cual algunos de los carboxilos pueden estar

esterificados con metilos o en forma de sal (Badui, 2006).

2.1.1. Nomenclatura

A causa de su heterogeneidad, la terminologia con que se ha conocido a las sustancias
pécticas ha sido muy variada y confusa. En 1944 el comité de la “American Chemical

Society” definid la siguiente nomenclatura (American Chemical Society, 1944):

Sustancias pécticas: Son aquellos compuestos complejos derivados coloidales de hidratos
de carbono que se hallan o pueden ser preparados a partir de las plantas y contienen una
gran proporcion de acido anhidrogalactourénico en forma de cadena. Los grupos
carboxilicos de los acidos galactourénico pueden estar en parte esterificados por grupos

metoxilos y en parte neutralizados por una 0 mas bases.

Protopectina: Son sustancias pécticas insolubles en agua que, por hidrélisis parcial, dan
lugar a &cidos pectinicos. Son las sustancias pécticas tal como se encuentran en las plantas
y Su mayor concentracion aparece en los tejidos vegetales en crecimiento.

8
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Acidos pectinicos: (También llamados acidos pécticos). Son los &cidos poligalactouronicos
coloidales que tienen una proporcion no despreciable de grupos carboxilicos esterificados
por metilos. Los acidos pectinicos, bajo condiciones apropiadas, son capaces de formar
geles con acido y azlcar o, si su cantidad de grupos metil éster es baja, con ciertos iones

polivalentes. Las sales de los acidos pectinicos son los pectinatos acidos o neutros.

Pectina: El término en general y como se entendera en adelante define aquellos &cidos
pectinicos solubles en agua, con una cantidad variable de grupos éster metilicos y grado de
neutralizacion, que son capaces de formar geles de azucar y é&cido en condiciones

apropiadas (Figura 1).

Figura 1. Pectina citrica.
Fuente: Nautraceutical (2006).

Algunos autores coinciden en que las pectinas son polisacaridos del grupo de los
heteropolisacaridos encontrados en los tejidos de las plantas superiores. Son los agentes
gelificadores por excelencia obtenidos de las frutas y su principal constituyente es el &cido
D-Galacturdnico. En la naturaleza existen como geles y son importantes constituyentes de
las paredes celulares donde cumplen funciones de retencién de forma y textura de frutas y
hortalizas (Kertez, 1951; Braverman, 1980).

En el lenguaje comdn el vocablo pectina designa a las pectinas comerciales como
sustancias que se agregan para mejorar propiedades fisicas, como es el caso de las pectinas

citricas (Ullman, 1950). En términos comerciales, el vocablo se refiere a los extractos

9
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complejos que poseen un alto poder gelificante ademéas de una alta proporcion de &cido
galacturonico en forma éster metilico y que tienen una gran aplicacion en la industria

farmacéutica y alimentaria (Quito-Vidal y Zarate-Tacuri, 2011).

Herstreith (2001) define a las pectinas como heteropolisacaridos que se presentan en la
naturaleza como elementos estructurales del sistema celular de las plantas. Su componente
principal es el &cido poligalacturonico, que existe parcialmente esterificado con metanol. Se
encuentran principalmente en las frutas y vegetales, para aprovechar su capacidad para

balancear el equilibrio del agua dentro del sistema.

Braverman (1980) asegura que las pectinas son sustancias organicas que pertenecen al
segundo grupo de polisacaridos: los heteropolisacaridos. Estas llenan los espacios
intercelulares y laminillas centrales de los tejidos vegetales, y existen en mayor cantidad en
tejidos jovenes, especialmente de frutas donde forman amplios canales que separan las

células.

Ferreira (1990) menciona que las sustancias pécticas comunmente se encuentran en todos
los tejidos de las plantas. La pectina es muy importante desde el punto de vista fisioldgico;
la parte intermedia del albedo y las capas entre cada una de las paredes celul6sicas, que se
componen casi por completo de sustancias pécticas. Las sustancias pécticas son compuestos
derivados de los carbohidratos de naturaleza coloidal que contienen como unidad bésica el
acido galacturonico, el cual al unirse con otras moléculas similares forman una cadena de
acido poligalacturénico. Los grupos carboxilos de esta sustancia pueden estar parcialmente

0 completamente neutralizados por una o0 méas bases.

Por su parte Jarvis (1984) dice que las sustancias pécticas son polisacaridos acidos
complejos, que estan localizados principalmente en la matriz de la pared primaria y
laminilla media de plantas superiores. Actlan como controladoras de la porosidad y
difusion pasiva de diversos solutos y participan en la regulacion de los procesos de

elongacion y abscision.
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2.2. Localizacion de la pectina dentro de la pared celular

vegetal

2.2.1. La pared celular vegetal

La pared celular vegetal es una estructura dinamica que circunda las células, exterior al
plasmalema, y cuya composicion y propiedades son constantemente adaptadas al
crecimiento, diferenciacion y variaciones medioambientales. La Tabla 1 muestra los
principales componentes de la pared celular vegetal y una breve descripcion de cada uno de
ellos. Las paredes celulares de una planta, colectivamente determinan su forma y aseguran
la proteccion contra patdgenos. Tipicamente, las paredes celulares vegetales estan formadas
por dos capas: la pared secundaria méas interna compuesta basicamente de fibras de celulosa
y hemicelulosa y la pared primaria, méas externa, formada por las mismas fibras embebidas
en sustancias pécticas y algo de proteinas. Como se muestra en la Figura 2 las paredes
primarias de dos células contiguas se hallan unidas por la laminilla media, estructura
formada principalmente por sustancias pécticas, que cumplen asi el rol de sustancia
cementante. Hay diversas revisiones bibliogréaficas que cubren el estudio fisico y quimico
de las paredes celulares vegetales (Fry, 1995; Carpita y Gibeaut, 1993; Jarvis y McCann,
2000; Willats et al., 2000).

; '_ Pared celular
s E“r*c «W"\" v,

| ; Lamina media
S Pared celular

i\l
Membranaplasmatlca

ey

b T OETT e 2 o

Figura 2. Micrografia electronica de transmision de paredes celulares (x 3000).
Fuente: Modificada de Raven (1999).
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Tabla 1. Principales componentes de la pared celular

Principales componentes de la pared celular

Componentes primarios Componentes

secundarios

Celulosa
CH,OH H o OH CH,OH
£ () ”; (" C C—0,
“\ N / Zon B\ /” ”\ e \ A
/ OH H
\ / HoW \" \“” ”/ H
O C o
o
H OH C| H.‘,OH H OH
Xilano
Hemicelulosa
OH OH
H O H O H H O H
H H H
OH H OH H OH
H [e) (o]
H OH H OH H OH

Galactoglucomanano

Pectina

COOCH, COOH COOCH, COOCH, COOH

AT AR

Ligninas

Caracteristicas

Representa el componente
mayoritario, consiste en un polimero
lineal de residuos de glucosa unidos
por enlaces B-(1—4). La celulosa es
una estructura ordenada en forma de

fibras y su funcién principal es
conferir rigidez a la pared celular.

Consiste en un esqueleto de residuos
de xilosa unidos por enlaces B-(1—4)
que pueden estar sustituidos con
diferentes azUcares (neutros o &cidos)
como L-arabinosa, D-galactosa o
aC|do D-glucurdnico. Estos residuos

/ pueden estar esterificados con grupos

acetilo, feruloilo o p-cumaroilo.

Compuesto por residuos de
glucosa y manosa unidos por
enlaces -(1—4) con residuos

laterales de galactosa.

Las pectinas son un tipo de
heteropolisacéridos. Una mezcla
de polimeros acidos y neutros muy
ramificados. Constituyen el 30 %
del peso seco de la pared celular
primaria de células vegetales.

La lignina es un polimero de
naturaleza aromatica con alto peso
molecular que tiene como base
estructural unidades de fenil-
propano y probablemente esta
ligada a los polisacaridos
(poliosas) de la madera.

Fuente: Voragen et al. (2001).
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Los polisacaridos constituyentes de las paredes celulares vegetales representan un alto
porcentaje de la biomasa vegetal. Estos determinan gran parte de los atributos de calidad de
frutas y vegetales frescos, como asi también su comportamiento durante el proceso de
manufactura de alimentos. Los componentes predominantes en los residuos agroindustriales
como rastrojos de cosechas, cascaras de frutos, fibra de papa, salvado de trigo, etc.; algunos
de los cuales son reutilizados en la industria de alimentos. Constituyen ademas una fuente
renovable de energia ya que pueden ser convertidos por via microbiana en compuestos
valiosos como etanol. Los residuos vegetales tal cual o algunos polisacaridos extraidos de
ellos como la pectina, son utilizados en diversos procesos industriales, cumpliendo
funciones como material de relleno, por ejemplo, en la elaboracion de textiles, fibra
dietética, piensos y papel o bien como aditivo como son los casos de las aplicaciones
relacionadas con la elaboracion de alimentos, pinturas, cosméticos y productos
farmacéuticos. Tales aplicaciones dependen de las propiedades fisico-quimicas y biologicas

de los polisacaridos (Voragen et al., 2001).

En la Figura 3 se observa que las sustancias pecticas que se hallan situadas en el exterior de
las paredes celulares donde mantienen una estrecha relacion con la celulosa, se conocen con
el nombre de protopectina o pectinas insolubles en agua, y han sido reconocidas como

precursoras de las pectinas (Kertez, 1951; Braverman, 1980).

La matriz de celulosa

Glicoproteinas Microfibrillas
de celulosa

Hemicelulosas

Moléculas de
celulosa

Pectinas
acidas

Pectinas
neutras

Figura 3. Matriz de celulosa.
Fuente: Modificada de Raven (1999).
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2.3. Estructura de la pectina

Estructuralmente, las pectinas estan constituidas por un esqueleto de residuos de &cido
galacturonico (AGA) unidos entre si por enlaces a-1,4, como se muestra en la Figura 4.
Algunos de los grupos carboxilicos de las moléculas de AGA en las cadenas de pectina
estan metil esterificados y el porcentaje de grupos esterificados se expresa como grado de
esterificacion (GE). Las pectinas se han divido en dos grandes grupos, dependiendo de su
GE, como pectinas de alto metoxilo (PAM) con un GE mayor a 50% Yy pectinas de bajo
metoxilo (PBM) con un GE menor a 50% (Mollea et al., 2008).

Ac. Galacturonico

o e metoxilado
COOH COOCH, COOCH, COOH
O
o i - = o b = &
OH H 3 OH H OH H OH H
i OH = OoH H OH = OH

Ac. Galacturdnico

Figura 4. Estructura quimica de la pectina.
Fuente: Modificada de Raven (1999).

A la regién de residuos de AGA se le denomina Homogalacturonano (HG) o regidn lisa, y
normalmente equivale a un 70-80% de la masa total de la pectina, particularmente en frutos
citricos. A su vez, el esqueleto estructural de HG puede estar interrumpido por moléculas
de ramnosa unidas por enlaces a-1,2, a partir de los cuales se forman cadenas laterales de
azucares, principalmente L-arabinosa y D-galactosa, generando de esta manera la region
denominada Ramnogalacturonano (RG) o region ramificada (Happi et al., 2008). Es
importante sefialar que las propiedades funcionales de las pectinas dependen de su grado de
esterificacion y de los grupos funcionales que interrumpan los residuos de &cido

galacturonico, entre otros factores (Yoo et al., 2006).
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Las sustancias pécticas se encuentran principalmente en las paredes celulares y los espacios
intercelulares de los tejidos vegetales; son capaces de retener gran cantidad de agua y

participan en la transferencia de agua en las plantas (Kertesz, 1951).

Hacia 1983 se aceptd que todas las sustancias pecticas estan compuestas por cadenas
rectilineas de acidos poligalactouronicos unidos por enlaces glucosidicos. Las sustancias
pécticas son poligalacturdnicos unidos con carbohidratos no urénidos enlazados en forma
covalente en una cadena no ramificada de unidades de &cido D-galactourénico unidas por
enlaces a (1-4) (Pilnik et al., 1970).

La estructura quimica de la pectina esta basicamente constituida por dos tipos de polimeros:
galacturonanos, cuyo esqueleto principal esta formado por residuos de acido galacturdnico
(AGA) conectados mediante enlaces a-(1—4) y ramnogalacturonanos formado por residuos

alternados de AGA y ramnosa (Ram).

Entre los galacturonanos tenemos el homogalacturonano (HG), xilogalacturonano (XG),
apiogalacturonano y el llamado ramnogalacturonano Il (RGII). EI HG es un polimero
helicoidal de grado de polimerizacion estimado en 70-100. El acido galacturénico presenta
algunos sustituyentes no glucidicos tales como metanol, acido acético, acidos fendlicos, y

en algunas muestras comerciales, grupos amido (Ridley et al., 2001; Voragen et al., 2001).

El grado de metilacion (GM) se define como los moles de metanol presentes cada 100
moles de acido galacturdnico. Las pectinas con valores de GM > 50 se les denomina de alto
contenido de metoxilo (citricos, manzanas) y, en caso contrario, de bajo metoxilo (papa,
pera, receptaculos de girasol). La distribucién de los metoxilos puede ser aleatoria o por
bloques. La laminilla media posee en general un bajo grado de metilacion. Ademas de la
esterificacion con metanol, algunos grupos hidroxilos en C-2 y C-3 se encuentran
acetilados. El grado de acetilacion es muy bajo en pectinas de manzanas o citricos (3-4%)
pero alta en remolacha azucarera o papa (14-20%). La interaccion del HG con iones Ca*?
(se requieren al menos 14 residuos) produce el fendmeno de gelacion, que se revela por la

precipitacion del polimero inducida por la union del Ca*? a los grupos carboxilo. Debido a
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que el HG no contiene esencialmente ramificaciones o cadenas laterales, esta region de la
pectina es denominada region lisa (smooth region). Ademés del HG, que es el
galacturonano mas estudiado y de mas amplia distribucién, se han aislado otros
galacturonanos cuya estructura resultd ser mas compleja que el HG. EI XG se aisl6 de una
fraccion de pectina de manzana resistente a la degradacion enzimaética. La xilosa, que se
encuentra ocasionalmente en las sustancias pécticas, se halla unida directamente al residuo
de acido galacturonico. EI XG se halla interconectado con las regiones del RG. El
galacturonano denominado RG-II es un polimero de bajo peso molecular y su estructura es
extremadamente compleja. Si bien su nombre sugiere una estructura base similar al RG-I,
en realidad presenta una cadena de 7 a 12 residuos de acido galacturénico con uniones o-
(1—4) ramificada en cuatro sitios diferentes con oligosacaridos que se caracterizan por
presentar, ademas de los residuos comunes de ramnosa, galactosa, fructosa y arabinosa,
azUcares inusuales tales como: 2-O-metil-fucosa, 2-O-metil-xilosa, apiosa, acido 2-ceto-3-
deoxi-D-manano-octulosonico (KDO), entre otros. EL RG-Il se encuentra como dimero
entrecruzado por un borato diol éster. Este entrecruzamiento esta formado entre el H-2 y el
H-3 de los residuos de apiosa de cada subunidad mondmerica del RG-1l. EI RG-II aislado

de diferentes fuentes parece tener una estructura similar (Ridley et al., 2001).

El segundo grupo de polimeros constituyentes de la pectina son los ramnogalacturonanos,
alguno de los cuales contiene muchas cadenas laterales, por lo que esta region de la pectina
se ha denominado regidn pilosa (hairy region). En realidad, las regiones pilosas contienen
RG, pero el RG es solo una parte de esta region (RGII estaria incluido en la region pilosa).
Se compone de unidades repetidas del disacarido [(1—2)-a-L-ramnosil-(1—4)-a-D-acido
galactosilurénico]. Su longitud no se ha determinado, pero podria contener hasta 300
unidades de cada residuo. La presencia de ramnosa produce una estructura en forma de "T"
de la cadena lineal o eje central. Los residuos de acido galacturénico se hallan
generalmente acetilados. Las ramificaciones del polimero ocurren en su mayor parte en el
O-4 de los residuos de ramnosa con uniones del tipo (1—4) y estan formadas por residuos
ricos en azucares neutros: arabinosa (arabanos), galactosa (galactanos) y cantidades
menores de fucopiranosa. La unién entre los residuos laterales de arabinosa es (1—5) y

entre los residuos de galactosa (1—4). Los residuos de ramnosa en el RG-l que tienen
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cadenas laterales varian entre el 20 y el 80 %, dependiendo de la fuente de RG. Algunos de
estos constituyentes poseen residuos de acido ferulico en el extremo no reductor (uniones
O-5 con arabinosa y O-3 con galactosa). EI RG-I se encuentra practicamente en todos los
tejidos vegetales y en algunos casos representa el 7-14% de la pared celular. Los arabanos,
galactanos y dos formas de arabano-galactanos (arabano-galactano | y arabano-galactano

I1) asociados al RG-I, se incluyen dentro de las sustancias pécticas (Voragen et al., 2001).

En general, las regiones ramificadas son méas frecuentes y mas grandes en los polimeros
pécticos de la pared celular primaria que en la pectina de la laminilla media. Estas regiones,
entre otras funciones, mantienen unidas las moléculas de pectina a los otros polimeros
constituyentes de la pared celular como proteinas, hemicelulosa y celulosa, resultando en

conjunto una estructura insoluble.

Una funcion importante de las sustancias pécticas es el control de la porosidad de la pared
celular. EI mayor efecto sobre la porosidad lo da el entrecruzamiento de las regiones de
bajo metoxilo con Ca*2. A esta propiedad contribuiria también la unién de las diferentes
cadenas de sustancias pécticas mediante la dimerizacion de los residuos de acido feralico.

Lo anterior se ve ilustrado en la figura 5.
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Figura 5. Polimeros estructurales de la pectina
Fuente: Contreras-Esquivel (1995).

2.4. Propiedades quimicas y fisicas de las pectinas

Las propiedades fisicas, quimicas y funcionales de las pectinas son de gran interés para una
gran cantidad de cientificos y tecnélogos en alimentos, ya que la pectina puede ser
clasificada como un polisacarido complejo, una fibra muy importante y un factor
nutricional, asi como un agente gelificante de alimentos. Mejoras constantes en la calidad y
en las fuentes tecnoldgicas disponibles, hacen posible en nuestros dias el producir pectinas

que tienen diferentes caracteristicas requeridas por el usuario (Guerritz, 1985).

Como polimeros del acido galactourdnico, las pectinas tienen muchas propiedades fisicas

Unicas, debidas principalmente al grupo carboxilico presente en las unidades de la cadena.
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La pectina en agua forma soluciones viscosas dependiendo de su peso molecular, grado de
esterificacion, pH y concentracion electrolitica de la solucion. Las soluciones de pectina
completamente esterificadas no cambian apreciablemente su viscosidad al variar el pH,
pero al disminuir el grado de esterificacion la pectina viene a ser marcadamente
dependiente del pH (Doesburg, 1965; McCready, 1952). Los acidos pécticos y pectinas de
muy baja esterificacion son insolubles en agua. A continuacién de enlistan las principales

propiedades de la pectina.

-Peso molecular. Esta relacionado con la longitud de la cadena, es una caracteristica muy
importante de la que dependen la viscosidad de sus disoluciones y su comportamiento en la
gelificacion. La determinacién cuidadosa del peso molecular es dificil, parcialmente debido
a la extrema heterogeneidad de las muestras y parcialmente debido a la tendencia de las

pectinas a agregarse, aun bajo condiciones no favorables a la gelacién (Multon, 1988).

-Pureza. Debe tener un minimo del 78% de &cido anhidrourdnico, asi mismo debe estar
libre de humedad y cenizas (Multon, 1988).

-pH. Trazas de acido mineral que contaminan las pectinas (derivadas de tratamiento de
extraccion y purificacion) pueden afectar el pH. La mayor parte de las cenizas que
acomparian las pectinas consisten de carbonatos alcalinos o bases. En general, una alta
alcalinidad de ceniza acompafia a una baja acidez y viceversa (Multon, 1988; Quito-Vidal y
Zarate-Tacuri, 2011; Pilnik y Voragen, 1970).

-Solubilidad. Debe ser soluble en 20 partes de agua y formar una solucién coloidal
opalescente, de facil fluidez, acida al papel tornasol e insoluble en alcohol o el alcohol

diluido y en otros solventes organicos.

La solubilidad aumenta con un incremento en el grado de esterificacion y con un
decremento en su peso molecular. Las pectinas con un grado de esterificacion del 20% son
precipitadas por soluciones de cloruro de sodio, con un grado esterificacion del 50% por
soluciones de cloruro de calcio, y con un grado del 70% por cloruro de aluminio o cobre
(Badui, 2006).
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-Grado de esterificacion. Las pectinas probablemente se forman inicialmente en forma
altamente esterificada, pero experimentan algo de desesterificacion después de insertarse en

la pared celular o ldmina media.

El grado de metilacion tiene un papel importante en la firmeza y cohesion de los tejidos
vegetales. La reduccion del grado de metilacion tiene como consecuencia un aumento de la

cohesion, que es particularmente evidente en los tejidos calentados.

Las pectinas estan clasificadas como de alto metoxilo (HM) y bajo metoxilo (LM),

dependiendo del grado de esterificacion (Van Buren, 1991; Multon, 1988).

-Acidez titulable. Cuando se titula una solucién de pectina con alcali para la determinacién
de su acidez, se debe tener mucho cuidado, pues un pequefio exceso de alcali podria
saponificar algunos de los grupos éster de la pectina. Esto daria por supuesto, valores altos
para la acidez titulable (Multon, 1988).

-Caracteristicas sensoriales. La pectina debe tener un color blanco amarillento y sin olor,
ademas de presentar una textura de aspecto viscoso o mucilaginoso, asi mismo su tamario

de particulas debera estar comprendido entre la malla de 60 y 80 (Badui, 2006).

-Caracteristicas fisioldgicas. La pectina tiene la particularidad de retener agua, y se le
atribuyen efectos benéficos en caso de diarrea ya que hace mas lento el transito intestinal.
El principal efecto indeseable del que se ha acusado a las pectinas es el de que inhiben la
captacion de metales necesarios para el buen funcionamiento del organismo, como el
calcio, zinc o hierro. La ingestion de pectinas tiene varias ventajas claras, como la
disminucion del cancer de colon. Se ha comprobado que, en segundo lugar, hacen que la
captacion por el aparato digestivo de la glucosa procedente de la dieta sea mas lenta, con lo
que el ascenso de su concentracion sanguinea es menos acusado después de una comida.
Esto es claramente favorable para los diabéticos, especialmente para aquellos que no son

dependientes de la insulina (Badui, 2006).

Las pectinas y pectatos pueden ser precipitados con solventes organicos miscibles en agua

(Deuel et al., 1954), con detergentes cuaternarios (Quito-Vidal y Zarate-Tacuri, 2011), con
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polimeros bésicos solubles en agua, con proteinas y con iones polivalentes; propiedades

que se utilizan para la separacion y extraccion de las pectinas de sus soluciones.

Otra propiedad importante de las pectinas es la degradacion que presentan por agentes
quimicos, fisicos y bioquimicos. En medio acido sufren primero desmetoxilacién o
desestirificacion y después la hidrolisis de los enlaces glicosidicos con la consecuente
ruptura de la cadena o depolimerizacién. A bajas temperaturas prevalece la saponificacion,
mientras que, con el aumento de la temperatura, predomina la depolimerizacion. Los
medios alcalinos también actian sobre los grupos éster metilicos los que pueden ser
eliminados a bajas temperaturas sin necesaria depolimerizacion. Esta propiedad es
aprovechada en la produccion comercial de pectinas de bajo metoxilo. El alcali, ademas,
cataliza el rompimiento del enlace glicosidico. Estas degradaciones ocurren por sola accion
del calor, y, en mayor escala, por la accion conjunta acido-calor o alcali-calor (Doesburg,
1965; Pilnik y Voragen, 1970; Flores, 1966).

Otra degradacion importante sufrida por las sustancias pécticas durante el desarrollo,
maduracion, transporte y deterioro mecanico de las frutas antes del proceso, se da por la
accion de enzimas pectinoliticas presentes en todas las frutas y hortalizas. EXisten
preparados industriales de enzimas pécticas para la degradacion deseable de las pectinas,
como las aplicadas en los procesos de clarificacion de jugos de fruta, donde al eliminar la
pectina disminuye la viscosidad y se evita la turbidez del producto (Tressler y Joslyn,
1970).
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2.4.1. Propiedades funcionales

-Viscosidad. Concentraciones diferentes de un azucar y tipos de azlcares en general
afectan la viscosidad de manera diferente. La viscosidad se incrementa marcadamente a

medida que la temperatura se acerca a la temperatura de ebullicion (Multon, 1988).

-Gelificacion. Los geles consisten en moléculas poliméricas con enlaces entrecruzados para
formar una red interconectada y tupida inmersa en un liquido. La pectina forma geles bajo
ciertas condiciones. El poder gelificante de un &cido pectinico depende primeramente de su

tamafio molecular.

La capacidad de gelificacion y caracteristicas intrinsecas del gel dependen de la pureza y el
grado de esterificacion de la pectina. Durante mucho tiempo se pensé que el grado de
esterificacion era la principal medida de su utilidad en la formacién de geles. Hoy se sabe
que mas alla de necesidad de un minimo de 7% de metoxilo en la practica, 50% de
esterificacion y su influencia sobre la velocidad de gelificacion, no existe relacion alguna
entre el contenido de metoxilo y la potencia gelificante de una pectina (Flory, 1953;
Multon, 1988; Ullman, 1950; McCready, 1952; Pilnik y Voragen, 1970; Francis y Bel,
1975).

2.5. Tipos de pectinas

Todas las sustancias pécticas son polimeros del &cido galacturénico y pueden ser
diferenciados por el grado de sustitucion de los grupos metilo que se encuentran
esterificando los carboxilos de las pectinas como se muestra en la Figura 6. El grado de

metoxilo es un término ampliamente utilizado en la industria (Ferreira, 1990).
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Porcién de la molécula de pectina (cada Mondmero es acido galacturdnico)
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Porciéon de la molécula de pectina esterificada (cada mondmero tiene un grupo carboxilo
metoxilado)

Figura 6. Metoxilacion de la pectina.
Fuente: Elaboracion propia.

Hersstreith (2001) menciona que las pectinas se dividen en tres grupos segun sus

propiedades de gelificacion, que estan asociadas con el grado de esterificacién metilica:

a) Pectinas con alto indice de metoxilo, se determinan segun el grado de esterificacion con
radicales metilicos, contienen mas de 50% de unidades del &cido poligalacturénico
esterificadas y por lo tanto, no reaccionan con iones calcio. ElI poder de gelificacidn
depende, entre otros, del contenido acido, del tipo de pectina y de la cantidad de solidos

solubles.
Estas pectinas reaccionan con la caseina y sirven para estabilizar bebidas fabricadas a partir

de leche &cida. Este tipo de pectinas es el que se encuentra en la cascara de la naranja

valencia (Braverman, 1980).
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Se considera como tales a las pectinas con mas de 50% de los grupos carboxilicos
esterificados con metoxilo. La formacion de un gel con estas pectinas requiere de una

determinada relacion de azlcar-acido-pectina.

La gelificacion con pectinas de alto metoxilo es descrita como la unién de segmentos de
moléculas poliméricas por una cristalizacién local limitada, provocada por un cambio en el

medio en que esta disuelto el polimero (Genu, 1979).

La pectina en la solucion acuosa se encuentra en agregados altamente hidratados formando
una dispersioén coloidal de carga eléctrica negativa. Para formar un gel con pectinas de alto
metoxilo se requiere un pH inferior a 3.5 y no menor de 55% de sélidos en solucién. Un
minimo de pectina también es requerido y esta cantidad se utiliza para definir la potencia

gelificante o grado de jalea de una pectina dada.

El pH ideal de un gel es un factor especifico para cada pectina, y este oscila entre 2.2 y 3.1
tedricamente. El descenso del pH por debajo de 3.5 aumenta la firmeza del gel y
consecuentemente disminuye la cantidad de pectina requerida para su formacion. Por
debajo del punto 6ptimo, la reduccion de pH no aumenta la firmeza del gel en forma
considerable y, alrededor de 1.8 0 menos, la firmeza disminuye en forma dréastica (Pilnik y
Voragen, 1970; Flores., 1966).

b) Pectinas con bajo indice de metoxilo, son las que tienen menos del 50% de unidades
esterificadas del acido poligalacturdnico y por lo tanto forman geles no sélo con sélidos
solubles que contienen iones calcio sino también con azlcares y otros acidos. En este caso
el poder de gelificaciéon también depende del pH (&cida de 1-3 o base 6-7) y de la

concentracion de iones calcio, lo cual influye en la textura del gel (Gaviria, y Lopez, 2005).

Las pectinas de bajo contenido de metoxilo usualmente de 20 a 45% de esterificacion no
requieren de la presencia de azucar para formar el gel. Estas son producidas
comercialmente por desestirificacion controlada de las pectinas de alto metoxilo. La acidez

no influye tanto como en las Gltimas y la formacién del gel tiene lugar mediante la accion
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de iones metalicos polivalentes como el calcio, que establece puentes entre los grupos

carboxilicos de una cadena de pectina y otra.

En estos geles el grado de esterificacion de la pectina determina las concentraciones de
iones y azucar necesarios para formar gel; y este puede estar exento de azucar (Francis, y
Bel, 1975; Flores, 1966).

c) Pectinas amidadas con bajo indice metoxilo, son aquellas que han sido desmetoxiladas
con amoniaco en lugar de usar &cidos. Cuando se hace el proceso de desmetoxilacion, una
parte de los grupos éster se remplaza por grupos amida, lo cual modifica las propiedades de
gelificacion de la pectina. Requieren pequefias cantidades de iones calcio para el proceso de
gelificacion (Cubero et al., 2002).

2.6. Fuentes de obtencion de pectina

Durante el desarrollo y maduracion de las frutas se efectlia el rompimiento, por hidrdlisis,
de estos compuestos para formar azlcares y acidos, consecuentemente la cantidad y calidad
de la pectina extraida dependera, entre otras cosas, de la edad y madurez de sus fuentes
(Doesburg, 1965; Francis y Bel, 1975).

Diversos autores han establecido que en las sustancias pecticas contenidas en naranjas y

otros citricos presentan diversas caracteristicas como (Quito-Vidal y Zarate-Tacuri, 2011):

1) El porcentaje de compuestos pécticos totales en la cascara y pulpa permanece
aproximadamente constante durante la mayoria del periodo de crecimiento,
2) La razén de conversién de protopectina a pectinas solubles en agua es mayor en la pulpa
que en el albedo (cascara).
3) El porcentaje de pectinas solubles alcanza un méaximo en el jugo y tegumentos
justamente antes de declinar el contenido total péctico.
Por otra parte, la pectina soluble en agua que se encuentra en el fruto es de poco o ningun
valor para su explotacion comercial (Rouse et al., 1964; Pilnik y Voragen , 1970).
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La obtencion de pectinas a partir de diferentes fuentes vegetales, es un tema de amplia
importancia, debido a la problematica de desabastecimiento en algunos paises y la
posibilidad de buscar nuevas fuentes para su obtencion a partir de recursos bidticos propios
de una region o incluso de residuos agroindustriales. Por ejemplo, de la extraccion de jugo
de limon se obtienen subproductos que alcanzan hasta la mitad del peso total del fruto.

Si estos subproductos se tratan como materiales de desecho, pueden ocasionar problemas
ambientales. Sin embargo, las cascaras y bagazo de citricos estdn compuestos por
biomateriales tales como aceites, pectinas, proteinas, azlcares, por lo que pueden ser una

fuente para la obtencién de estos materiales (Ueno et al., 2008).

2.6.1. Fuentes convencionales y no convencionales de

extraccion de pectina

La materia prima mas importante para la extraccion de pectinas son los residuos de frutos
citricos y el bagazo de manzana debido a su alto rendimiento y calidad.
El rendimiento de pectinas en citricos fue investigado por Rouse y otros que demostraron el
potencial de produccion de pectina citrica de las diferentes partes de la fruta se encuentra en
orden decreciente: membrana, cascara y jugo (Vargas, 1983). La cascara de citricos de
diferentes origenes contiene de un 20 a un 50% de pectina en base seca.

Devia (2003) también estudio el rendimiento de extraccion de las pectinas en céscaras de
citricos, demostrando que es posible la extraccidén de pectinas de las cascaras de naranjas
valencia, con un rendimiento cercano al 10% y con buenas caracteristicas de gelificacion
por una extraccion en medio acido, con un pH cercano a 2.0 y a tiempo de hidrolisis de
unos 30 a 40 minutos. Ademas, la apariencia de esta pectina es diferente si se trata la
cascara completa o si se retira Gnicamente el albedo. En el primer caso resulta una pectina
de color amarillo, mientras que en el otro caso se obtiene un material muy blanco. En
cuanto a las caracteristicas de pectinas citricas. Yepes et al. (2008) investigé el flavedo y
albedo para la extraccién de pectinas, encontrando que el producto obtenido contiene
aceites esenciales que confieren sabor amargo, ademas de impurezas y color blanco a los
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productos que con ellos se elaboran. Por tal razén, en los procesos industriales, los aceites

esenciales se extraen mecanicamente, mediante el rayado del fruto o por arrastre de vapor.

En cuanto a los rendimientos de pectina en residuos de manzana, Vargas demostro que el
contenido de material péctico varia de 15 a 20% en base seca (Vargas, 1983). En un caso
mas especifico, Untiveros (2003) caracterizo las pectinas de alto metoxilo extraibles de
manzanas de la variedad Pachacamac, encontrando que estas tienen buena calidad, ya que
su contenido de metoxilos de 11.59%, con un 76.30% de &cido anhidro galacturénico y

150° de gelificacion.

Existe un interés general en el uso de desperdicios de productos obtenidos de bioindustrias,
para minimizar los problemas ambientales y aprovechar las grandes cantidades de biomasa
para elaborar productos con valor agregado. De este modo, se han considerado otras fuentes
de extraccién de pectina, como remolacha azucarera y girasol que se han usado en
cantidades limitadas en Europa. En cuanto a los residuos de otros frutos, como el
melocoton, la guayaba, el cacao entre otros, también se han estudiado como posibles
fuentes de extraccion. En la extraccién de pectinas de bagazo de melocotén se ha
encontrado el maximo rendimiento obtenido fue de 15.40%, lo cual se logra por el método
de extraccion acida a temperaturas de 80°C, pH 1.2 por 60 min. Por otro lado, las pectinas
con mejor calidad se obtienen a temperaturas de 60°C, pH 2.05 y 40 min, con un
rendimiento de 5.59% (Pagan, 1998).

Chacin et al. (2009), han extraido pectinas a partir de la pulpa de guayaba. Encontraron que
los frutos de guayaba ovoide y redonda presentaron contenidos de pectina ente 1.65% y
1.33% extraidos con hidrdlisis &cida. En cuanto a los contenidos de metoxilo y acido
galacturonico, estos fueron de 9.40 y 51% respectivamente, indicando que sus propiedades

gelificantes son deseables para la industria alimentaria.

En cuanto al cacao, Blakemore citado por Vargas (1983), se refiere a la cascara del fruto de
cacao como la fuente mas barata de pectina ya que aproximadamente 10 millones de

toneladas al afio son desechadas. Respecto a esto, Barazarte et al. (2008) estudiaron la
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extraccion de pectinas en cascara de fruto de cacao, encontrando que las mejores
caracteristicas quimicas (6.57% de metoxilos, 48.26% de esterificacion y 63% de contenido

de &cido galacturonico) se obtienen a pH 4 y temperatura de 90°C.

2.7. Métodos de extraccion de pectinas

La pectina extraida de los diferentes tejidos vegetales varia enormemente en sus
propiedades fisico-quimicas y, por tanto, en su aplicacion comercial. EI método de

extraccion juega un papel muy importante en sus propiedades (Potter, 1966).

Muchas investigaciones en este campo se han dirigido a la elucidacién de la estructura de
las pectinas, pero este hecho no ha afectado el “arte” asociado con la extraccion industrial
de pectina a partir de desechos de frutas, principalmente citricos (Figura 7) y de manzana
(Pilnik y Voragen, 1970).

Figura 7. Pectina extraida de cascaras de citricos.
Fuente: UNAD (2013).

La extraccion de pectina de un tejido vegetal para dar un producto uniforme y
estandarizado es un problema mucho mas complejo que la extraccion de otros materiales
vegetales en donde la sustancia es obtenida en la misma forma en que se encuentra

naturalmente, como el azlcar de cafia o el almidon de cereales por ejemplo (Potter, 1966).
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Una complicacion adicional para el productor de pectina es que la materia prima que utiliza
es generalmente un subproducto de otros procesos como la fabricacion de jugos citricos o
bebidas de sidra; debido a ello, la calidad de la materia prima estard determinada
mayormente por los requerimientos del producto primario que es, frecuentemente, de
mayor importancia econdémica. Por esto, es solo de importancia académica el apuntar que
los frutos inmaduros contienen porcentaje de pectina ligeramente mayor que los totalmente
maduros (Potter, 1966).

Estudios de Voragen y Pilnik (1970) se han orientado hacia la aclaracion de la estructura de
la pectina en relacién a los cambios que pueda sufrir al ser extraida de los frutos, sobre todo
de los citricos para la produccion comercial, pues se sabe que los diferentes métodos de
extraccion hacen variar las propiedades y caracteristicas de las pectinas, sobre todo su

capacidad de producir geles, que es la caracteristica mas importante.

Debido a que las pectinas son compuestos que generalmente se emplean en alimentos, es
necesario extraerlas del tejido vegetal mediante el uso de reactivos, disolventes y equipos

gue no dejen residuos toxicos en el producto final.

Por ello, el proceso de extraccion debe cumplir con estas necesidades; ademas, las
propiedades fisicoquimicas de la pectina extraida, tales como pH, porcentaje de cenizas,
grado de gelificacién y grado de esterificacion entre otros, deben estar dentro del rango

apropiado para que las cualidades de la pectina puedan aprovecharse (Jo et al., 2005).

Las pectinas se han extraido y caracterizado de muchos frutos y vegetales, incluyendo
durazno, manzana, limon y naranja. Sin embargo, las fuentes comerciales de pectina son
casi exclusivamente a partir de pomaza de manzana (15-18% de peso seco) y de las
cascaras de citricos (20-30% de peso seco) (Masmoudi et al., 2008).

Para Schieber et al. (2003), desde un punto de vista economico y ecolégico, la produccion
de pectinas es la manera mas razonable de utilizar los subproductos de la industria de los

jugos.
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Existen diferentes técnicas para la extraccion de pectina a partir de tejidos vegetales, en las
cuales pueden utilizarse procedimientos fisico-quimicos, o0 enzimaticos (Zapata et al.,
2008). Con la finalidad de obtener un mayor rendimiento durante la extraccion de
sustancias pécticas, comUnmente se realizan pre-tratamientos al material vegetal para
facilitar la extraccion. Es imposible extraer pectina libre del tejido vegetal, porque existe en

una forma insoluble conocida como protopectina (Mollea et al., 2008).

2.7.1. Extraccion de pectina por métodos fisicoquimicos

Se han empleado dos métodos para extraer la protopectina de las plantas, uno es usando un
agente quelante para remover los cationes que constituyen a los acidos pécticos, y el otro
mediante el uso de acidos para romper los puentes de hidrdgeno entre la celulosa y los
acidos pécticos (Ueno et al., 2008).

El rendimiento de pectina también depende de las condiciones de operacion como la
temperatura, el tiempo de extraccidn, el pH, los tipos de solventes de extraccion usados y el
uso de agentes quelantes adicionados, como es el caso del &cido etilendiamino tetraacético
(EDTA) y del &cido ciclo hexanodiamino tetraacético (CDTA) para ayudar a liberar pectina
de la pared celular (Yeoh et al., 2008).

2.7.1.1. Extraccion de pectinas por el método convencional

La extraccion de pectinas por métodos convencionales se lleva a cabo a temperaturas cerca

de los 90 °C por al menos una hora (Fishman y Cooke, 2009).

Frecuentemente las pectinas se extraen y se separan de los desechos de diferentes frutos
mediante la acidificacion. Comercialmente las pectinas se extraen a altas temperaturas para
hidrolizar la protopectina usando &cidos como el sulfurico, fosforico, nitrico, clorhidrico o

citrico.
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Después de la concentracion, la pectina se precipita con la adiciéon de alcohol, se seca, se
granula y finalmente se tamiza (Woo et al., 2010). La extraccion de pectina en soluciones
acuosas acidas es suficiente para extraer pectinas que no son sensibles al calcio. Ademas se
emplea otra extraccion bajo condiciones de &cidos fuertes para obtener la pectina restante,
principalmente aquellas sensibles al calcio. Existen algunos datos experimentales sobre la
extraccion de pectinas con soluciones neutras o basicas, pero no se ha confirmado con
certeza, la concentracion adecuada de alcohol para la precipitacion de la pectina (Yeoh et
al., 2008).

2.7.1.2. Extraccion de pectinas asistida por microondas

Las condiciones de extraccion empleadas en el método convencional provocan la
degradacion térmica de proteinas, lo cual genera pérdidas de cantidad y calidad de la
pectina extraida. Debido a esto, se han establecido nuevos métodos en donde la pectina
puede extraerse en menores tiempos y con mejor calidad y rendimiento, como es el caso de
la extraccion asistida con microondas, que ha mostrado obtener mayor rendimiento y

calidad de pectinas en menor tiempo (Fishman et al., 2000; Fishman et al., 2006).

Kratchanova et al. (1996) reportaron que el pre-tratamiento del material vegetal con
calentamiento con microondas permitié incrementar el rendimiento de pectina durante su
extraccion. Fishman et al. (2000) confirmaron el efecto favorable del pretratamiento con
microondas durante la extraccion de pectina de cascara de naranja. Dichos autores sugieren
que el efecto del calentamiento con microondas sobre el rendimiento y la calidad de las
pectinas extraidas, se debe primero a la desintegracion parcial del tejido vegetal y a la
hidrolisis de protopectina y en segundo lugar, a la rapida inactivacion de enzimas

pectoliticas.
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2.7.1.3. Otros métodos de extraccion de pectinas

En la Tabla 2 se muestran otros métodos de obtencidn de pectinas efectuados por diferentes

autores:

Tabla 2. Otros métodos de obtencién de pectina

Tratamientos

Extrusion como pre-
tratamiento

Lavado con agua
caliente

Pre-tratamiento
termo-mecanico

Agua supercritica

Detalles del tratamiento
La técnica de extrusion como pre-tratamiento para la
extraccion de pectina de lima. La cantidad de pectinas
solubles en agua se incrementd después del pre-tratamiento
de extrusion.
Se utiliza un lavado con agua caliente antes del proceso de
extraccion de pectina de semilla de girasol para mejorar la
calidad y cantidad de pectina; sin embargo, el pre-
tratamiento incrementd la pérdida de pectina.
Obtuvieron un alto rendimiento de pectina en seis
minutos, utilizando un pre-tratamiento termo-mecanico en
el que sometieron cascara de naranja a presion de vapor
(100-700 kPa), seguido de una descompresion instantanea
avacio a5 kPa.
También se ha reportado la extraccion de pectinas de un
fruto citrico japonés (yuzu) usando agua supercritica a 160
°C y 20 MPa de presion, obteniendo de esta manera un
rendimiento de pectina del 80%.

Fuente

Ralet y Thibault

(1994).

Shi et al. (1996).

Rezzoug et al. (2008).

Ueno et al. (2008).
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Tabla 2. Otros tratamientos. (Continuacion de tabla 2)

Otros
tratamientos

-Precipitacién de sal de calcio. Consiste en convertir la materia
prima en una sal célcica de la pectina en un medio liquido, para
luego secarla, para asi obtener un pectinato, que cuando se pone
en agua se hidrata para formar particulas estables de un didmetro
medio equivalente mayor de 100 pm.

-Temperaturas altas. La pectina puede hidrolizarse y extraerse del
tejido vegetal, tal como la cascara de naranja, sin adicionar un
acido, solo con uso de temperaturas altas. Asi se logra solubilizar
pectinas con alto contenido de metoxilos y luego recuperarlas por
concentracién y secado.

-Intercambio i6nico. Consiste en hacer reaccionar una suspension
acuosa de una fibra comestible con una solucion de un metal
alcalino férrico y luego separar la suspension resultante en una
fraccion sélida rica en pectina y la fraccion liquida con menor
contenido de ésta. EI material obtenido se hace pasar por una
columna de intercambio i6nico para cambiar los iones H+ por los
iones metalicos agregados previamente, y proceder a recuperar la
pectina.

-Proceso biotecnolégico. Consiste en someter el tejido vegetal que
contiene las sustancias pécticas a la accion de microorganismos
del género Bacillus, cuya actividad permite la liberacion vy
recuperacion de las pectinas. Asi se obtiene facilmente una pectina
de alto peso molecular con un buen rendimiento.

-Extraccién con disolventes. Cascaras de naranja se someten a una
extraccion en contracorriente con una solucién que tenga un
solvente inmiscible en agua, para extraer los azlcares, los aceites
esenciales y los bioflavonoides. Las cascaras tratadas con el
solvente se secan para producir un material rico en celulosa y
pectina. El extracto se diluye con una solucién acuosa para hacer
insolubles los aceites esenciales y lograr su recuperacion. Los
bioflavonoides precipitan y se separan por filtracion. La porcion
restante del extracto puede tratarse para recuperar un jarabe
azucarado.

-Solubilizacion en agua. Se puede obtener un producto
enriquecido en pectina, en forma granular, para usarlo en
alimentos y bebidas, poniendo la materia prima en contacto con
una proteina comestible, soluble en agua para solubilizar la
pectina y luego precipitarla con ayuda de un solvente. En este caso
se puede mejorar el rendimiento agregando un acido.

Glahn (2001).

Ehrlich (1997).

Graves (1994).

Sakai (1989).

Bonnell (1985).

Cerda (1996).

33



« X X
- ANTECEDENTES

2.7.2. Extraccion enzimatica de pectinas

Existen pocos trabajos sobre extraccion enzimatica de pectinas. EI método enzimatico
emplea pectinesterasa o pectinmetilesterasa, la cual convierte a las pectinas de alto
metoxilo en pectinas de bajo metoxilo sin la despolimerizacion de la molécula de pectina.

Correa et al. (1999) obtuvieron pectinas de bajo metoxilo via enzimatica (pectinesterasa de
origen vegetal) con capacidad para formar geles de alta resistencia, y las compararon con
geles obtenidos por via quimica, encontraron que los geles obtenidos por via enzimatica

eran mas resistentes.

Contreras-Esquivel et al. (2006) extrajeron pectina de pomaza de limon utilizando
endopoligalacturonasa de Aspergillus niger con objeto de comparar dicho proceso con la
extraccion convencional, encontrando un rendimiento menor en el método enzimatico que
en el método convencional. Ptichkina et al. (2008) utilizaron enzimas de Aspergillus
awamori con la finalidad de degradar la celulosa y las sustancias insolubles de la pared
vegetal de calabazas, y obtuvieron pectinas con un grado de esterificacion del 53% en tres
horas de procesamiento.

2.7.2.1. Principales enzimas pectoliticas para la obtencion de

pectina

Las enzimas pectoliticas o pécticas, llamadas comunmente pectinasas, constituyen un
complejo sistema de enzimas que incluye hidrolasas, liasas y oxidasas, que intervienen en
la degradacion o modificacion de la pectina. En la mayoria de las plantas superiores se
encuentran y son producidas también por hongos filamentosos (McFeeters et al., 1992),
bacterias (Collmer y Keen, 1986; Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1996) y algunas levaduras
(Biely y Kremnicky, 1998) e insectos (Pilnik y Voragen, 1970). Las pectinasas son en su
mayor parte extracelulares, pero otras se localizan intracelularmente y son las responsables
del metabolismo de los productos de degradacién generados por la accion de las pectinasas

extracelulares. Mucho se ha avanzado en el conocimiento de las enzimas involucradas en la
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biosintesis de la pectina. Estas incluyen las transferasas, que cumplen la funcion de unir las
unidades monoméricas, incorporar los sustituyentes y generar la estructura final (Mohnen,
1999). El estudio de las sustancias pécticas y las pectinasas esta indisolublemente ligado al
avance y mejoramiento de los métodos analiticos usados para determinar estructuras

complejas de carbohidratos (Voragen et al., 2001).

2.7.2.2. Clasificacion de las enzimas pectoliticas

Hasta hace muy poco, las revisiones bibliograficas sobre enzimas pécticas solamente
describian las enzimas que actuaban sobre el &cido galacturénico, pero recientemente se
han descubierto varias enzimas que acttan sobre mas regiones (Schols, 1995; Mutter, 1997;
Vlugt-Bergmans et al., 2000). En la Tabla 3 se presenta la clasificacion de las pectinasas, y
en a Figura 8 observamos la actividad de las enzimas pectoliticas y la degradacion de la

molécula.

Las enzimas que actdan sobre el HG y el RG pueden ser divididas en enzimas
depolimerizantes y desesterificantes. Las enzimas depolimerizantes se clasifican de acuerdo
a los siguientes criterios (Schols, 1995; Mutter, 1997):

1) Tipo de ruptura de los enlaces glicosidicos: hidrolitico o transeliminativo.

2) Mecanismo de la reaccién: tipo exo o endo.

3) Preferencia de actividad respecto del grado de esterificacion metilica del sustrato (alto o

bajo).
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Tabla 3. Clasificacion de enzimas pécticas de acuerdo a los lineamientos de comision de enzimas y

asignacion de la familia de hidrolasas

Clasificacion de enzimas pécticas.

Clasificacion Enzima (nombre trivial).

Pectin-metilesterasa
Pectin-acetilesterasa

Esterasas Ramnogalacturonano-
acetilesterasa

Feruil-esterasa
Endo-poligalacturonasa
Exo-poligalacturonasa

Ramnogalacturonano-
hidrolasa

Ramnogalacturonano-

] galacturénico hidrolasa
Hidrolasas

Ramnogalacturonano-
ramnohidrolasa

Glicosidasas
Xilogalacturonano-hidrolasa
Endo-galactanasa
a-Galactosidasa
B-Galactosidasa
endo-Arabinasa
a-L-arabinofuranosidasa
Pectin-liasa
Pectato-liasa

Liasas
Ramnogalacturonano-liasa

Oxidasas Galactoronico-oxidasa

Principales productos de la
reaccion.

HG bajo metoxilo + metanol
HG desacetilado + &c. Acético

RGI desacetilado + ac. Acético

RG + 4c. Ferulico
Oligogalacturonatos + AGA
AGA, digalacturonato

Hidrdlisis AGA-Ram en RGI
libera AGA terminal unido a RAM
en RGI (hidrdlisis exo)

libera RAM terminal unida a AGA
en RGI (hidrolisis exo)

libera Xil del XG
hidrolisis de galactanos
remocion de residuos Gal
remocién de residuos Gal
hidrélisis de arabanos
remocién de residuos Ara

oligogalacturonatos insaturados
metilados

oligogalacturonatos insaturados

transeliminacion Ram-AGA en
RGI

oxidacién del AGA

Fuente: Contreras-Esquivel (1995).
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PE endo-PG, endo -PAL

RG-Ram-asa RG-hidrolasa, RG-liasa RG-AGA-asa

!

B Galactosidasa RG -acetilesterasa ’ Q\ O‘%‘O‘%
O

Arabino-furanosidasas

Endo-Galactanasa

Endo-Arahinasa

XG-hidrelasa

trertets

Figura 8. Degradacién de fragmentos de sustancias pécticas por enzimas pectoliticas especificas

Fuente: Contreras-Esquivel (1995).

2.8. Usos y aplicaciones de la pectina

El estudio de las sustancias pécticas tiene interés en areas de investigacion muy diversas
tales como: Fisiologia Vegetal, Fitopatologia (mecanismos de defensa), Ciencia de los
Alimentos, en conexion con los cambios de textura que ocurren durante la maduracion, el
procesamiento de frutas y verduras (Pilnik y Voragen, 1992), y extraccion de pectina (May,
1990; Contreras-Esquivel, 1995); Nutricion, en relacion a su rol como fibra dietética (Baig
y Cerda, 1980); Tecnologia Farmacéutica e Industrial, como agente antidiarreico, en el

recubrimiento de tabletas de farmacos de liberacion prolongada (Rolin et al., 1998), en la
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preparacion de peliculas biodegradables (Coffin y Fishman, 1994) y para sintesis como co-

polimero del poliuretano (Kennedy, 1985).

Las pectinas se usan principalmente en la elaboracion de ates, jaleas y mermeladas,
estimandose que a este fin se destinan entre 85 y 95% del total. Puesto que la pectina
imparte viscosidad y cuerpo, se utilizan en la preparacion de jugos de frutas, en leches,

malteadas, en bebidas de chocolate y en la elaboracion de productos tipo flan.

Las propiedades estabilizantes de la misma han permitido que sean utilizadas en la
elaboracion de mayonesa, salsas y aderezos y su poder estabilizante la han llevado a

utilizarse en fresas congeladas, helados, merengues y productos de panificacion y postres.

La industria farmacéutica la utiliza para el tratamiento de diarreas, como cicatrizante y

como antidoto para algunos envenenamientos con metales toxicos.

También se usa en la elaboracion de medios de cultivo para microbiologia como pectatos
de sodio y amonio, en perfumeria existen formulas de fabricacién de jabones, lociones,
fijadores del cabello y pastas dentifricas que tienen pectina, debido a esto, se mejoran las
cualidades de tales productos en lo que se refiere al poder de adsorcion, textura y

efectividad del detergente.

La pectina se ha utilizado como recubrimiento de sacos para envasar asfalto u otras
materias adhesivas y el pectato de nicotina tiene efecto toxico en cierto tipo de larvas

capaces de digerir de celulosa (Higareda, 1988).

Se estima que el consumo anual de pectina en el mundo es de aproximadamente 45

millones de kilogramos (Woo et al., 2010).

La funcion comercial més importante de las pectinas en los alimentos es que actia como
gelificante, como agente de textura y espesante en alimentos procesados, y como

emulsionante y estabilizante en productos lacteos y en helados (Rezzoug et al., 2008).
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El uso de pectina en mermeladas de alto contenido de azUcar es una de las aplicaciones mas
conocidas. Se ha descrito que las pectinas contienen cualidades terapéuticas (reductor de
colesterol e inductor de apoptosis de células cancerigenas del colon), razon por la cual
también se emplean en el &rea farmacéutica (Kumar y Chauhan 2010; Ele-Ekouna et al.,
2011).

2.8.1. Usos de las pectinas como material de empaque

Actualmente se producen al afio alrededor de 150 millones de toneladas de plasticos en
todo el mundo, y esto sigue en aumento. Muchos de estos plasticos estan hechos a base de
petroleo, lo cual provoca serios problemas de contaminacion ambiental, debido a que los
polimeros formulados a partir de esta materia prima no son biodegradables (Zamudio-
Flores et al., 2007). Los empaques a base de biopolimeros son una alternativa al uso de
empaques sintéticos (Bourtoom y Chinnan, 2008). Algunos estudios han demostrado que
las peliculas biodegradables pueden conservar la calidad y extender la vida de anaquel de

alimentos minimamente procesados (Alves et al., 2007; Chen y Lai, 2008).

Diversas investigaciones se han realizado sobre el uso de pectinas para la fabricacién de
empaques y recubrimientos comestibles. Algunas de ellas han usado mezclas de
biomateriales para fabricar peliculas biodegradables comestibles, mezclando pectina,
almidon y glicerol con buenas propiedades mecanicas, ademas de tener buenas propiedades

de permeabilidad al oxigeno (Coffin et al., 1995).

También se ha reportado que los recubrimientos a base de pectina tienen la habilidad de

retardar la pérdida de humedad y la migracion de lipidos (Sothornvit y Pitak, 2007).

Multon (1988) menciona que las pectinas se consideran legalmente como aditivos, que son
afiadidos intencionadamente a los alimentos para mejorar sus propiedades fisicas, sabor,
conservacion, etc., pero no a aquellas afadidas con el objetivo de aumentar su valor

nutritivo.
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Rivadeneira y Céaceres (2010) sefialan que la pectina es un producto tecnolégicamente
funcional de interés para la industria de alimentos en el desarrollo de productos por sus
propiedades reoldgicas que son favorables para la elaboracion de diferentes productos
aportandoles textura y consistencia.

2.8.2. Aplicaciones en la Industria alimentaria

El uso de pectina en mermeladas de alto contenido de azucar es una de las mas conocidas

aplicaciones a uno de los mercados mas grandes para la pectina (Multon 1988).

a) Jaleas

Las pectinas de alto metoxilo son usadas solamente en jaleas estandar por encima del 60%
de solidos solubles. Algunos paises, ahora, permiten reducir el azlicar hasta el 30-55% de
solidos solubles o un porcentaje aun inferior. La seleccién de la pectina correcta es
importante la que es efectiva al contenido de menor cantidad de soélidos solubles de
sensibilidad al calcio, sera la pectina que debe usarse pero el contenido en fruto es también
importante (Multon 1988).

b) Industria lactea

La pectina también tiene otros usos en las industrias lacteas. La pectina de alto metoxilo
preserva a los productos lacteos de la agregacion de caseina cuando se calientan a valores
de pH inferiores a este efecto se usa para estabilizar los yogurts bebidas y tratados con UHT
y también para mezclas de leche y zumos de fruta. También estabilizar bebidas lacteas
acidificadas con soja y productos basados en el trigo, donde evita la precipitacion de
proteinas.

El yogurt puede espesarse mediante la adicion de niveles muy bajos de pectina de bajo
metoxilo amidada (Multon 1988).
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c) Bebidas y gelatinas

La gelatina ha sido la base tradicional para los postres de jaleas. Se formulan con pectina
amidadas de bajo metoxilo que proporciona la textura y el punto de congelacion adecuados
(Multon 1988).

Las bebidas de bajas calorias son muy claras de textura y tienen la falta caracteristica de
sensibilidad a la boca que proporciona el azlcar en los refrescos convencionales. Puede
usarse pectina para mejorar la textura de tales productos y, asi, reemplazar a la pulpa del
fruto en tales productos (Multon 1988).

2.8.3. Aplicaciones en la Industria Farmaceutica

La base de las aplicaciones farmacéuticas de la pectina son sus propiedades hidrocoloidales
y terapéuticas. Ademas, frecuentemente produce un efecto de sinergia y aumenta la accién
de otros principios activos componentes de la especialidad. ElI consumo de pectina por
individuos normales y diabéticos produce disminucion de la curva de respuesta de glucosa
después de las comidas con dosis de pectina adicionada. La curva de respuesta de insulina
también decrece de manera similar en respuesta a la pectina en, aproximadamente, dos
tercios de los estudios en que se midié la insulina. La hipoglicemia y el sindrome de reflujo
gastrico disminuyeron y mejoraron respectivamente cuando era consumida pectina con la
comida (Askel, 1987).

La interaccion de pectina en vitaminas ha sido estudiada muy poco en personas y animales.
El consumo de vitamina C con pectina, puede ser beneficioso a las personas
hipercolesterolémicas. La absorcion de vitamina B12 parece reducirse con pectina mientras

otras vitaminas estudiadas no muestran reduccion en su biodisponibilidad (Askel, 1987).

Debido a la exploracion y la utilizacion de las propiedades naturales de las pectinas, sus
aplicaciones tienden a hacerse cada vez mas variadas y sofisticadas, esto es mostrado en los
campos de productos farmacéuticos y cosmeéticos. El efecto astringente y los efectos

curativos de las pectinas son empleados en unguentos. Ademas, las pectinas ayudan evitar
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la elevacion de los niveles de glucosa en la sangre y provocan la disminucion del colesterol.
Las medicinas son encapsuladas con una pelicula de pectina para proteger la mucosa
gastrica y permitir a la liberacion sostenida de la sustancia activa en la circulacion de
sangre. En la industria de cosméticos, la pectina es usada como un proveedor de estructura
natural para pastas. En desodorantes y pastas de dientes, la pectina cubre sustancias de

sabor especiales, pero también es usada como un espesador (Bosquez, 2002).

2.8.4. Otras Aplicaciones de la pectina

En la industria tabacalera, especialmente la pectina es usada como un pegamento natural
para los envoltorios de cigarros. Estos ejemplos demuestran el potencial de desarrollo de
pectina y las posibilidades y ocasiones que esperan en el futuro.

Ademas de las aplicaciones expuestas anteriormente, puede citarse otras que también son
importantes en otros campos asi se utiliza pectina en (Bosquez, 2002):

e Medios de cultivo en microbiologia
e Conservacion del suelo

e Alimentacion animal

La produccion mundial de pectina se estima en unas 35.000 Ton anuales para el 2005. En
Argentina se importan unas 400 Ton anualmente. En Venezuela, se resefia en la bibliografia
que se importa toda la pectina que se utiliza en la industria de alimentos (Camejo et al.,
1990). Esto indica la importancia no solo a nivel de aditivo, si no a nivel econémico con los
costos que se podrian ahorrar si existiera la factibilidad de obtener pectinas de calidad para

ser usadas en la industria mexicana.
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2.9. Tejocote

2.9.1. Origen e importancia econémica

El arbol de tejocote pertenece a la familia de las Dialipetalaceae género Crataegus y
especie mexicana. El fruto (Figura 9) es de color anaranjado rojizo, que llega a alcanzar
hasta los 3.5 cm de diametro, es subgloboso o tendiente a periforme, en su interior,
normalmente lleva de 3 a 5 semillas muy duras. La pulpa es de color amarillo y sabor
agridulce, agradable al paladar, en algunas ocasiones es un poco acido. La floracion ocurre
para los frutos tempranos desde el mes de enero y para los tardios comienza en mayo,
madurando los frutos para principios de septiembre y octubre, y los segundos en
noviembre, diciembre y enero. Para los arboles que han sido mejorados con injertos, tienen
mejores caracteristicas, mayor tamafio, mejor color, presentacion, sabor, entre otras. Estos
florecen un poco mas tarde presentdndose la maduracién en los meses de noviembre y a

mediados de diciembre.

Figura 9. a) Arbol de tejocote; b) Fruto del &rbol de Tejocote.

Fuente: Elaboracion propia.

El fruto del tejocote ha sido empleado tradicionalmente en Meéxico desde tiempos
prehispanicos y actualmente su cultivo, que es considerado de importancia econémica
menor, se encuentra distribuido principalmente en los estados de México, Puebla, Tlaxcala,

Chiapas, Michoacan, Hidalgo y Morelos (Nieto y Borys, 2008). El estado de México es uno
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de los tres principales productores de tejocote a nivel nacional, con una produccion de 6
Ton/ha y 30 hectareas de produccion reportadas; en este estado, existe una vasta region con
zonas templadas, las cuales han sido sugeridas como reserva de amplia variabilidad
genética para el género Crataegus (Nieto y Borys, 2008).

Puebla produce el 86% de la produccion de tejocote nacional. El estado de Puebla continla
siendo el principal productor a nivel nacional de tejocote, le siguen estados como Oaxaca,
Jalisco, Zacatecas y Estado de México. Segun datos del SIAP (2012), que es el Servicio de

Informacion Agropecuaria y Pesquera.

Segun datos del SIAP, Puebla cuenta con una superficie cosechada de 556.45 mil hectareas,
obteniendo una produccion de 3.057 toneladas distribuidas en 28 municipios productores

principalmente en dos Distritos de Desarrollo Rural Cholula y Libres.

Los productores comercializan el fruto en mercados locales, centrales de abasto de ciudad
de México, Hidalgo, Guerrero, el Norte del pais y Sureste, de los cuales obtendran
ganancias por tres millones 675 mil pesos (SIAP, 2012).

Los municipios productores de este fruto son 28 y estan ubicados principalmente en la
region de la zona de las faldas del volcan Ixta-Popo, en donde predominan bajas
temperaturas, que es la caracteristica ideal para que se dé el producto y ello es en
municipios como siendo entre los principales Chiautzingo, Calpan, Tochimilco, San Felipe
Teotlalcingo, Tlahuapan y San Martin Texmelucan ellos en la region de Cholula y los
Municipios de Chichiquila, Chilchotla, Quimixtlan, Saltillo lafragua, Soltepec y
Tepeyahualco pertenecientes al DDR Libres (SIAP, 2012).

A nivel nacional la produccion de tejocote es de 3 mil 455 toneladas, una superficie
sembrada de 678 hectareas; Puebla es el primer lugar con el 86.2% de la produccion a nivel
nacional, le sigue el Oaxaca con 5%, Chiapas con el 2.5%, Jalisco 2% Distrito Federal
1.7%, Estado de México 1.4% y Zacatecas con el 1.2% (Figura 10) (SIAP, 2012).
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Figura 10. Produccion de Tejocote en México.
Fuente: SIAP (2013).

El género Crataegus, conocido como tejocote, tiene una amplia variabilidad genética, con
140 especies en todo el mundo (Phipps et al., 2003). Nueve de ellas son endémicas de
Mexico (Phipps, 1997) y 13 se distribuyen en al menos 20 de sus entidades (Nufiez-Colin et

al., 2008 a), aunque es probable que existan mas (Nufiez-Colin et al., 2004).

El género Crataegus estd constituido por alrededor de 15 especies en México y estéd
distribuido en la mayor parte de las zonas montafiosas del pais (NUfiez- Colin et al., 2008
b).

En Meéxico, el nombre mas comudn con el que se les conoce a las especies del género
Crataegus es el de “Tejocote” que se deriva del vocablo nahuatl “Texocot]” que
literalmente significa fruta acida y dura (Cabrera, 1992; Nufiez-Colin 2009). Desde épocas
prehispanicas el tejocote ha sido utilizado por distintos grupos indigenas en México, los
cuales recolectaban sus frutos. Posteriormente, arboles de este tipo fueron plantados en sus
jardines, y con la llegada de los espafioles, los tejocotes fueron seleccionados y plantados

en huertos comerciales (Nufiez-Colin, 2009).
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Crataegus mexicana esta reportado como un frutal cultivado, no s6lo en México, sino en
diversas partes del mundo como: Guatemala, Honduras, Costa Rica, la region de los andes
entre Per( y Ecuador, el sur de California, Arizona y Sudafrica (Nufiez- Colin et al. 2008
b). Actualmente en California ya se tienen huertas comerciales de esta especie, consumida

principalmente por la gran poblacién latina de Estados Unidos (Karp, 2010).

De acuerdo a las ubicaciones de las accesiones de tejocote mediante sus datos de pasaporte
(Figura 11), la mayoria de ellas se distribuyen en la region que Morrone (2005) denominé
como la regién biogeogréafica del Eje Volcanico Transmexicano. Aunque cabe mencionar
que en las estadisticas oficiales no toman en cuenta producciones de huertos familiares ni
recoleccion de manera natural donde, por ejemplo, en la reserva de la mariposa monarca se
producen 1,82 Ton/ha de tejocote (Farfan et al., 2007), los cuales son aprovechados por
recoleccion. Sin embargo, sigue siendo en zonas de la region biogeografica del Eje

Volcanico Transmexicano.

Figura 11. Mapa de la repablica mexicana y estados principales productores de tejocote.
Fuente: Morrone (2005).
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Aproximadamente el 40 % de la produccidon total de tejocote es la que se comercializa,
especialmente el fruto de mayor tamafio. La mayor demanda de tejocote ocurre en el mes
de diciembre durante la época de las posadas. Se elaboran compotas a nivel casero y ate de
tejocote a nivel artesanal, sin embargo se pierde aproximadamente el 60% de la produccién

total porque el precio de éste es demasiado bajo (Aguilar, 1992).

En 1985 se produjeron en México 48000 toneladas de tejocote de las cuales se desperdicid
aproximadamente el 60% debido a wuna deficiente utilizacion, distribucion y
almacenamiento del mismo. La industrializacion del tejocote es justificable econémica y
socialmente, por lo que se considera necesario buscar el desarrollo de tecnologias

nacionales acordes a las necesidades prioritarias del pais (Higareda et al., 1995).

2.9.2. Composicion quimica y valor nutritivo

Frutos y flores del género Crataegus presentan constituyentes con potencialidad
antioxidante, entre ellos los acidos epicatequino y clorogénico (Ozcan et al., 2005; Peschel
et al., 2008).

Vale la pena mencionar que el consumo de este fruto agridulce tiene bastantes ventajas
ademas de econdmicos, trae diversos beneficios nutricionales, ya que el alto contenido en
hierro, vitamina C y B previene diversas enfermedades entre ellas las respiratorias, las

cuales son comunes en la temporada de invierno (SIAP, 2012).

2.9.3. Usos y aplicaciones del tejocote

Tal variabilidad confiere al tejocote un gran potencial para diversos usos, entre ellos
industrial, alimenticio, horticola, ecoldgico, pecuario, ornamental y medicinal (Nieto-
Angel, 2007; Nieto-Angel et al., 2009), sobresaliendo por su alto contenido de pectina de

excelente calidad (Aguirre- Mandujano et al., 2010; Franco-Mora et al., 2010).
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Este fruto, en la actualidad, esta fuertemente ligado a la cultura tradicional mexicana; es
usado principalmente en festividades como el dia de muertos donde lo utilizan en la
decoracion de los altares y en navidad en la elaboracion del tradicional ponche de navidad y
dentro de las pifiatas. También es utilizado para la elaboracion de mermeladas, ates y otras
conservas (Borys y Leszczyfiska-Borys, 1994; Leszczyfiska-Borys y Borys, 2004; Nufiez-
Colin 2009; Nufiez-Colin y Sanchez-Vidafia, 2011).

El tejocote es apreciado preferentemente en épocas navidefias debido a su empleo en la
elaboracion del ponche (Figura 12), bebida tradicional asociada a las posadas mexicanas.
Es un fruto rico en vitamina C, carotenos y sales minerales, entre ellas el calcio, fosforo,
hierro, y presenta un alto contenido de pectina (Higareda et al., 1995). Ademaés del fruto, la
raiz y las hojas del tejocotero se han empleado tradicionalmente para aliviar diversas
enfermedades humanas, entre ellas, padecimientos del corazén, del sistema respiratorio y
del urinario (Nieto y Borys, 1991; Ozcan et al., 2005).

NN
A\

Figura 12. Usos del tejocote, (tejocotes en almibar y ponche).
Fuente: Morrone (2005).
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“LA PECTINA TAMBIEN TIENE VARIAS PROPIEDADES UNICAS QUE LE
HAN PERMITIDO SER USADO COMO UNA MATRIZ PARA EL
ATRAPAMIENTO Y / O ENTREGA DE UNA VARIEDAD DE FARMACOS,
PROTEINAS Y CELULAS”
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3. Objetivos

e OBJETIVO GENERAL

Evaluar diferentes procesos de extraccion de pectina: acido, asistido por microondas y
enzimatico a partir de tejocote y realizar una caracterizacion quimica y fisicoquimica para
determinar que método proporcionard mayor rendimiento y mejor calidad de la pectina
extraida.

e OBJETIVOS PARTICULARES
OBJETIVO PARTICULAR 1

Comparar el contenido de pectina del tejocote con diferentes frutos de la biodiversidad
mexicana (naranja, limén, nopal, platano y mango) en dos estados de madurez (inmaduro y
maduro), que permita justificar el uso de este fruto como mejor materia prima para
proporcionar una alternativa tecnoldgica a la industria de alimentos.

OBJETIVO PARTICULAR 2

Seleccionar las mejores condiciones de temperatura (70 y 90°C) y tiempo de extraccion (90
y 120 min) de pectina de tejocote, por el método quimico utilizado convencionalmente,
para compararlo con los rendimientos y las propiedades fisicoquimicas y quimicas (grado
de esterificacion, porcentaje de metoxilos, porcentaje acido galacturonico y contenido de
cenizas) de los diferentes productos obtenidos.

OBJETIVO PARTICULAR 3

Establecer las condiciones del método asistido por microondas para la extraccién de pectina
de tejocote evaluando diferentes tiempos de pre-tratamiento (10, 15, y 20 min) y
compararlo con los rendimientos y caracteristicas fisicoquimicas y quimicas (grado de
esterificacion, porcentaje de metoxilos, porcentaje acido galacturénico y contenido de
cenizas) de la pectina obtenida por el método quimico.

OBJETIVO PARTICULAR 4

Determinar las condiciones para el método enzimatico de extraccién de pectina de tejocote,
evaluando el tiempo de tratamiento (5, 10 y 15 min) y concentrados de enzimas (Macerex®
y Zimapect®) y compararlo con el rendimiento y propiedades fisicoquimicas y quimicas
(grado de esterificacion, porcentaje de metoxilos, porcentaje &cido galacturonico vy
contenido de cenizas) de la pectina obtenida por el método quimico.
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“LOS COMPLEJOS ENZIMATICOS UTILIZADOS EN ESTE ESTUDIO SE UTILIZAN EN LA REDUCCION DE
VISCOSIDAD DE JUGOS, NECTARES ASI COMO EN CLARIFICACION DE LOS ANTERIORES Y DE LOS VINOS”
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4. Materiales y métodos

4.1 Cuadro metodologico

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar diferentes procesos de extraccion de pectina: acido, asistido por microondas y enzimatico, a partir de tejocote y realizar una caracterizacion quimica y fisicoquimica para determinar

que método proporcionard un mayor rendimiento y calidad de la pectina extraida.

OBJETIVO PARTICULAR 1

Comparar el contenido de pectina del
tejocote con diferentes frutos de la
biodiversidad mexicana (naranja*, limon*,
nopal, platano* y mango*) en dos estados
de madurez (inmaduro y maduro), que
permita justificar el uso de este fruto como
mejor materia prima para proporcionar
una alternativa tecnoldgica a la industria
de alimentos.

OBJETIVO PARTICULAR 2
Seleccionar las mejores condiciones de
temperatura (70 y 90°C) y tiempo de
extraccion (90 y 120 min) de pectina de
tejocote, por el método quimico utilizado
convencionalmente, para compararlo con
los rendimientos y las propiedades
fisicoquimicas y quimicas (grado de
esterificacion, porcentaje de metoxilos,
porcentaje  acido  galacturénico y
contenido de cenizas) de las diferentes
pectinas.

OBJETIVO PARTICULAR 3
Establecer las condiciones del método
asistido por microondas para la extraccion
de pectina de tejocote evaluando el
tiempo de pre-tratamiento (10, 20, 30
min), para compararlo con los
rendimientos y caracteristicas
fisicoquimicas y quimicas (grado de
esterificacion, porcentaje de metoxilos,
porcentaje  &cido  galacturénico vy
contenido cenizas) de la pectina obtenida
por el método quimico.

OBJETIVO PARTICULAR 4
Determinar las condiciones para el método
enzimatico de extraccion de pectina de
tejocote, evaluando el tiempo de
tratamiento (5, 10 y 15 min) vy
concentrados de enzimas (Macerex® vy
Zimapect®) y compararlo con el
rendimiento y propiedades fisicoquimicas
y quimicas (grado de esterificacion,
porcentaje de metoxilos, porcentaje de
4cido galacturénico y contenido de
cenizas) de la pectina obtenida por el
método quimico.

Actividad 1.1
Seleccionar los frutos o derivados para
comparar el contenido de pectina de estos
con el del tejocote.
* Solo se trabajo con las pieles

Actividad 2.1
Extraer a pectina de tejocote por el método
convencional.

Actividad 1.2
Cuantificar el contenido de pectina de los
frutos seleccionados

Actividad 2.2
Evaluar el rendimiento de la pectina
extraida.

Resultados v discusion.

Conclusiones.

Actividad 2.3
Caracterizar fisicoquimicamente la pectina
extraida.
e  Grado de esterificacion.
. % de grupos metoxilo.
e %de ac. Galacturdnico.

e % de cenizas.
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Actividad 3.1
Extraer a pectina de tejocote por el método
asistido por microondas.

Actividad 4.1
Extraer a pectina de tejocote por el método
enzimatico.

Actividad 3.2
Evaluar el rendimiento de la pectina
extraida.

Actividad 4.2
Evaluar el rendimiento de la pectina
extraida.

Actividad 3.3
Caracterizar fisicoquimicamente la pectina
extraida.
e  Grado de esterificacion.

. % de grupos metoxilo.
e % de ac. Galacturonico.
e % de cenizas.

Actividad 4.3
Caracterizar fisicoquimicamente la pectina
extraida.
e Grado de esterificacion.

. % de grupos metoxilo.
e % de ac. Galacturoénico.
e % de cenizas.
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4.2. Material biologico

Tejocotes (Crataegus spp) originarios del estado de Puebla (Figura 13) se adquirieron en la
Central de Abastos de la ciudad de México, con una coloracion de % de rojo. Los frutos se
seleccionaron por tamafo y color para contar con frutos homogéneos; eliminando los frutos

que presentaban algin dafio.

Figura 13. Tejocote (Crataegus spp.)

Fuente: Elaboracion propia.

Las enzimas empleadas para el estudio de extraccion de pectina por el método enzimatico
fueron facilitadas gentilmente por la empresa ENMEX S.A. de C.V., las cuales muestran

las siguientes caracteristicas:

ZYMAPECT PR es un sistema de enzimas pectinoliticas grado alimenticio obtenido de la
fermentacion controlada de Aspergillus niger, especialmente para macerar la pulpa de fruta
antes de la obtencion de jugo. ZYMAPECT PR es una mezcla enzimética balanceada que

contiene;
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-Pectinoliasa
-Pectin metilestearasa
-Poligalacturonasa

MACEREX PM es un sistema enzimatico estandarizado de actividades de pectinasa
celulasa, obtenido por fermentacion controlada de Aspergillus niger y Trichoderma reesei.
Es un producto disefiado para maceracion o licuefaccion de fruta para maximizar la

extraccion de jugo y sélidos.

4.3 Tratamiento de las muestras

Para iniciar el proceso se seleccionaron los tejocotes mas rojos pertenecientes a la variedad
Crataegus spp., luego se procedid a lavar y separar manualmente la corteza y hojas que

estuvieron presentes.

Con el proposito de hacer més eficiente el proceso de extraccion fue necesario inactivar a
las enzimas pectinesterasas que hidrolizan los grupos estermetilicos, formando metanol y
por ende, pectinas de menor metoxilo; asi como a la poligalacturonasa, que rompe los
enlaces glucosidicos entre moléculas galactourdnicas, despolimerizando la cadena a
fracciones maés cortas y, finalmente, llegando al monémero del acido galactourénico. La
materia prima se coloco en agua utilizando una relacion 1:3 (100 g tejocote por 300 mL) y
se calentd hasta ebullicion (95°C) durante 15 min; posteriormente se enfrié rapidamente y
se filtrd a fin de retener los solidos. Después se procedié a separar manualmente las
semillas de la pulpa partiendo por la mitad a los frutos. Los trozos libres de semillas fueron

pesados y almacenados a 4°C. (Figura 14)
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Tejocote a

U

Frutosnoaptos €—| seleccidn b

v

Aguayjabén —>
Lavado .
Agua de lavado €|
Inactivacion 1L agua/300g
de enzimas 95°C 15 min
d
Enfriamiento 20°C

U

Semillas €—| Cortado

U

Almacenamiento 4°C f

Figura 14. Diagrama de proceso para el acondicionamiento del tejocote: a) Recepcion, b)

seleccidn, c) lavado, d) escaldado, e) cortado, f) almacenamiento.
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4.4. Cuantificacion de pectina en diferentes frutos de la

biodiversidad mexicana

La cuantificacion de pectina del tejocote, nopal, mango, platano, naranja y limon (de los
cuatro ultimos solo se utilizaron sus pieles), se llevd a cabo bajo el procedimiento que se
describe en la NMX-F-347-S-1980 (Determinacion de pectina en frutas y derivados), el
cual se describe en el apartado 4.8. EI mango, la naranja, los limones y los platanos se
redujeron a pulpa fina aproximadamente entre 500 g de fruta o producto con ayuda de un
homogeneizador o por el uso de un mortero y se mezclé bien, como se observa en la Figura

15. Cuando las frutas son de semillas grandes se eliminaron éstas.

Figura 15. Proceso de molienda del fruto o subproducto a analizar.

Fuente: Elaboracion propia
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4.5. Seleccion de condiciones de extraccion de pectina de
tejocote por el método &cido

Las condiciones de extraccion para la investigacion del efecto de la temperatura y tiempo
de extraccion se enlistan en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de extraccion de pectina de tejocote por el método &cido.

Muestra pH Temperatura (°C) Tiempo (min)
Tejocote 70-90 70 90
Tejocote 70-120 Rango 70 120
Tejocote 90-90 1.5-3 90 90
Tejocote 90-120 90 120

La extraccion de pectina por el método quimico se muestra en la Figura 16 y el

procedimiento se describe a continuacion.
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HCL 3N

Bagazo

Etanol 96°
2L/1L de
filtrado

Alcohol 70°

Maya 60/80

Tejocote

S

Molienda

5

—>| Hidrélisis

{

<— | Filtracién

L

—> | Precipitacion

e

- Lavado

Secado

24

Molienda

U

Tamizado

L

1L agua/300 g

70-90°C

90-120 min

40 °C

Almacenamiento

METODOLOGIA

Figura 16. Diagrama de proceso para la extraccion de pectina de tejocote por el método

convencional. a) Recepcién, b) molienda, ¢) hidrdlisis acida, d) precipitacion, e) lavado, f) filtrado,

g) secado, h) tamizado, i) almacenamiento.
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-Descripcion del proceso

e Molienda: Una vez descongelado el tejocote es reducido a pulpa por medio de una
molienda en la cual se agregd la misma proporcion de agua utilizada inicialmente en
el proceso de inactivacion de las enzimas, a partir de esta pulpa se extrajo la pectina,
en presencia de acidos a altas temperaturas, para disociar la protopectina a pectina
soluble. A esta solucion se le agregd acido clorhidrico 3N, para mantener un pH

entre 1.5y 3.

e Hidrdlisis: La mezcla se calent6 usando dos temperaturas: 70 y 90°C, empleando de
igual forma dos tiempos de extracciéon: 60 y 120 min. Toda esta operacién unitaria

se llevé a cabo en Bano Maria.

e Filtracion: Se emple6 un lienzo para el filtrado, recogiendo el liquido y enfriandolo
hasta 25°C y se coloco en un recipiente.

e Precipitacion: Se mezclaron en relacién 1:2 de filtrado-alcohol de 96°. Se recogi6

el coagulo formado mediante filtrado.

e Lavado: Se realizaron lavados con alcohol de 70°, los suficientes para retirar las

trazas del &cido en la muestra y también obtener pectinas mas claras.

e Secado: Con la pectina en forma de gel obtenida de la extraccion enunciada en el
procedimiento anterior, se sometié al proceso de secado empleando una temperatura
baja (40-50°C).

e Molienda y tamizado: La muestra seca se tritur0, se tamizd y se almacend en

recipientes herméticos de vidrio para evitar que el producto capte humedad.

Una vez realizada la extraccion en las diferentes condiciones de tiempo y temperatura se
procedio a evaluar el rendimiento y las caracteristicas de las pectinas obtenidas por este

método por las técnicas descritas en el apartado 4.8.
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4.6. Seleccion de condiciones de extraccidn de pectina por el

meétodo acido asistido por microondas

Las condiciones de extraccion para la investigacion del efecto de la potencia del

microondas y tiempo de extraccion se enlistan en la Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de extraccion de pectina de tejocote por el método asistido por

microondas
Muestra pH Potencia (W) Tiempo (min)
Tejocote 179-10 179 10
Tejocote 179-15 179 15
Tejocote 179-20 179 20
Tejocote 376-10 377 10
Rango:
Tejocote 376-15 377 15
1.5-3
Tejocote 376-20 377 20
Tejocote 526-10 527 10
Tejocote 526-15 527 15
Tejocote 526-20 527 20

El proceso de extraccion de pectina por el método quimico asistido por microondas se
muestra en la Figura 17 y el procedimiento se describe a continuacion.
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Tejocote

Vs

1L agua/300g
Molienda
HCL 3N + Hidrolisis
asistida por
microondas
Bagazo <— Filtracion
Etanol 96°
2L/1L de —»| Precipitacién
filtrado
Alcohol 70° Lavado
Secado
Molienda
Maya 60/80 Tamizado

L

Almacenamiento

10,15y 20 min

179.37,376.82 y

40°C

526.69 W

METODOLOGIA

Figura 17. Diagrama de proceso para la extraccion de pectina de tejocote por el método asistido por
microondas: a) Recepcién , b) molienda, c¢) hidrolisis acida asistida por microondas, d)
precipitacion, e) lavado, f) filtrado, g) secado, h) tamizado, i) almacenamiento.
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-Descripcion del proceso.

e Molienda: Una vez descongelado el tejocote es reducido a pulpa por medio de una
molienda en la cual se agregd la misma proporcion de agua utilizada inicialmente en
el proceso de inactivacion de los enzimas, a partir de esta pulpa se extrajo la
pectina, en presencia de &cidos a altas temperaturas, para disociar la protopectina a
pectina soluble. A esta solucion se le agrego6 acido clorhidrico 3N, para obtener un
pHentre 1.5y 3.

e Hidrdlisis: La mezcla se calenté usando un equipo de microondas (Panasonic
Inverter. 24000 Htz., 10 niveles de potencia) tres tiempos, 10, 15y 20 min. Y se
trabajo con tres niveles de potencia 179, 377, y 527 W, esta operacion se llevo a

cabo dentro del equipo.

e Filtracion: Se emple6 un lienzo para el filtrado, recogiendo el liquido y enfriandolo

hasta 25°C y se colocd en un recipiente.

e Precipitacion: Se mezcld en relacion 1:2 de filtrado-alcohol de 98°. Recogié el
coagulo formado mediante filtrado.

e Lavado: Se realizaron lavados con alcohol de 70°, los suficientes para retirar las

trazas del acido en la muestra y también obtener pectinas mas claras.

e Secado: Con la pectina en forma de gel obtenida de la extraccion enunciada en el
procedimiento anterior, se sometié al proceso de secado empleando una temperatura
baja 40-50°C.

e Molienda y tamizado: la muestra seca se triturd, se tamizo y se almacend en

recipientes herméticos de vidrio para evitar que el producto capte humedad.

Una vez realizada la extraccion en las diferentes condiciones de tiempo y temperatura se
procedio a evaluar el rendimiento y las caracteristicas de las pectinas obtenidas por este
método por las técnicas descritas en el apartado 4.8.
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4.7. Seleccion de condiciones para extraccion de pectina por el

meétodo enzimatico

Las condiciones de extraccion para la investigacion del efecto del tipo de complejo

enzimatico y tiempo de extraccion se enlistan en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de extraccidn de pectina de tejocote por el método enzimatico

Muestra pH Complejo Tiempo (min)
enzimatico
Tejocote ma-5 pH éptimo: 4.5 Macerex 5
Tejocote ma-10 Macerex 10
Tejocote ma-15 Macerex 15
Tejocote zi-5 pH 6ptimo: 4.5 Zimapect 5
Tejocote zi-10 Zimapect 10
Tejocote zi-15 Zimapect 15

La extraccion de pectina por el método enzimatico se muestra en la Figura 18 y el

procedimiento se describe a continuacion.
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Tejocote a

3

1L agua/300 g
Molienda 95°C 15 min

L

(o]

Concentrado enzimatico Hidrolisis
Macerex®/Zimapect® —> enzimatica 5,10y 15 min

"

Inactivacion
de enzimas

Ly

Filtracion [ gagazo

Etanol 96°

2L/1L de —>»| Precipitacion
filtrado

95°C/ 10min

0]

<

Secado 40°C

L

Molienda

L

Maya 60/80 Tamizado

L

Almacenamiento i

Figura 18. Diagrama de proceso para la extraccion de pectina de tejocote por el método enzimatico.
a) Recepcion, b) molienda, c) hidrolisis enzimatica, d) inactivacion de enzimas, e) precipitacion, f)
filtrado, g) secado, h) tamizado, i) almacenamiento.
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-Descripcion del proceso.

Molienda: Una vez descongelado el tejocote es reducido a pulpa por medio de una
molienda en la cual se agregd la misma proporcion de agua utilizada inicialmente en
el proceso de inactivacion de los enzimas, a partir de esta pulpa se extrajo la
pectina, en presencia de los concentrados enzimaticos: Macerex y Zimapect, para
disociar la protopectina a pectina soluble y degradar la hemicelulosa y celulosa de la
pared celular, por la accion enzimatica. La mezcla se mantuvo a un pH de 4 (pH

optimos de las mezclas enzimaticas).

Hidrdlisis: La mezcla se calentd hasta alcanzar la temperatura Optima de cada
complejo enzimatico (40°C), empleando 3 tiempos de tratamiento con las enzimas:
5,10 y 15 min. Toda esta operacién unitaria se llevo a cabo en Bafio Maria con el
fin de mantener la temperatura. Al final se aumenta la temperatura hasta los 90°C
con la finalidad de desactivar las enzimas y no sigan degradando la pectina a lo

largo del proceso.

Filtracion: Se empled un lienzo para el filtrado, recogiendo el liquido y enfriandolo
hasta 25°C y se coloco en un recipiente.

Precipitacién: Se mezcld en relacion 1:2 de filtrado-alcohol de 98°. Recogié el

coagulo formado mediante filtrado.

Secado: Con la pectina en forma de gel obtenida de la extraccién enunciada en el
procedimiento anterior, se sometid al proceso de secado empleando una temperatura
baja 40-50°C.

Molienda y tamizado: La muestra seca se triturd, se tamizd y se almacend en

recipientes herméticos de vidrio para evitar que el producto capte humedad.

Una vez realizada la extraccion en las diferentes condiciones de tiempo y temperatura se

procedio a evaluar el rendimiento y las caracteristicas de las pectinas obtenidas por este

método por las técnicas descritas en el apartado 4.8.
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Los diferentes métodos de extraccion fueron evaluados en funcién al rendimiento de
pectina obtenida con cada una de las condiciones trabajadas, de la misma manera las
pectinas obtenidas por los diferentes métodos se evaluaron en sus propiedades

fisicoquimicas de acuerdo a las técnicas descritas en el apartado 4.8.

El rendimiento es una proporcion entre el peso obtenido y el peso inicial por cien, se
determina mediante una balanza gravimétrica digital, con la finalidad de cuantificar el
rendimiento de la pectina obtenida después de la molienda en base al peso de la materia

prima esto se realizé para todos los tratamientos utilizando la siguiente expresion:

........ Ecuacién 1
Donde:

R=Rendimiento de pectina en base seca

m=Peso de la pectina obtenida, después del proceso de secado

M=Peso de la muestra de tejocote

4.8. Métodos analiticos

4.8.1. Determinacion de pectina

El contenido de pectina para cada material se calcul6 utilizando la metodologia descrita en
la NMX-F-347-S-1980:

De la fruta molida se pesaron 50 g de muestra en un vaso de precipitados de 600 mL y se
afiadié 400 mL de agua, hirviendo durante una hora manteniendo constante el volumen en
400 mL (Figura 19).
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Figura 19. Muestra hirviendo.
Fuente: Elaboracion propia

El contenido se transfirié a un matraz volumétrico de 500 mL y se diluyo6 hasta el aforo del
mismo a 293 K (20°C). Posteriormente de filtro a través de papel Whatman namero 4,
como se muestra en la Figura 20 y se tomaron alicuotas de 100 mL de esta solucion, y se
afiadieron 100 mL de agua y 10 mL de solucién de hidroxido de sodio 1 N. Se dejo6 reposar
durante toda la noche. Posteriormente se afiadieron 50 mL de solucién de &cido acético 1 N
y se dejé reposar durante 5 minutos. Lentamente se afiadieron 25 mL de solucidn de cloruro

de calcio 1 N con agitacion constante y se dejo reposar durante una hora (Figura 21).

Figura 20. Filtrado de la muestra.

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 21. Alicuotas de muestra con hidroxido de sodio y acido aceético.
Fuente: Elaboracion propia

La solucion se calento hasta ebullicion y se filtro en caliente a través del papel filtro (con

peso constante) como se muestra en la Figura 22.

Figura 22. Filtrado de las muestras hidrolizadas.

Fuente: Elaboracion propia

El papel filtro se lavd con agua caliente hasta eliminar todas las trazas de cloruro (probar en
las aguas de lavado hasta la ausencia del precipitado de cloruro de plata, el cual se obtiene

por la adicion de solucion de nitrato de plata y solucion de &cido nitrico).

El papel filtro y residuo se transfirio al pesa filtro y se desecé a 378 K (105°C) durante tres
horas (Figura 23). Se enfrio y se determind su masa hasta peso constante.
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Figura 23. Papel filtro con la muestra seca.

Fuente: Elaboracion propia

4.8.2. Grado de esterificacion

El grado de esterificacion es un factor importante que caracteriza las cadenas de las
pectinas de los grupos carboxilos, se determind usando el método de valoracién de Schultz
y Schweiger (1965). Este pardmetro se determind en la pectina obtenida después de la
molienda con la finalidad de evaluar sus propiedades, el procedimiento se describe a

continuacion:

Una disolucion de pectina (10 mL) al 1% se valor6 con hidroxido de sodio 0,1N, usando
fenolftaleina como indicador (valoracion A) afiadiendo 20 mL de hidréxido de sodio 0,5 N

en un tiempo determinado con el fin de desterificar la pectina.

A continuacion se afiadieron 20 mL de &cido clorhidrico 0,5 N para neutralizar el
hidroxido de sodio. Finalmente la disolucion se valora con hidréxido de sodio 0,1 N

(valoracion B).

El grado de esterificacion se calcula con la siguiente ecuacion:

A+-B Ecuacidén 2
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Donde:

DE= Grado de esterificacion
A= Valoracion A
B=Valoracion B

Los resultados se reportan en porcentaje, a su vez este porcentaje nos indica el grado de

esterificacion.
4.8.3. Determinacion de grupos metoxilicos

Los grupos metoxilos indican la propiedad quimica relacionada con la velocidad de
gelificaciéon y solidificacion de las moléculas de pectina. EI procedimiento fue el que a
continuacion se describe: Se transfirieron 5 gramos de pectina a un vaso de precipitados
adecuado y se revolvieron por 10 minutos con una mezcla de 5 mL de acido clorhidrico y
100 mL de alcohol al 60 %, se transfirieron a un embudo de Buchner (30-60 mL), y se
lavaron con seis porciones de 15 mL de la solucion de acido clorhidrico y el alcohol al
60%. Finalmente, se lavaron con 20 mL de alcohol, se secaron por 1 hora a 105°F (40.5°C),
se enfriaron, y pesaron. Posteriormente se transfirieron exactamente un décimo del total del
peso neto de la muestra seca (representando 500 mg de la muestra original no lavada) y se
mezclaron con 2 mL de alcohol. Se adicionaron 100 mL agua libre de diéxido de carbono,
se insertd el tapon, y se agitd hasta que la pectina estuvo completamente disuelta. Se
adicionaron 5 gotas del indicador fenolftaleina, se titulé con hidréxido de sodio 0.5 N, y se
registré como titulacion inicial. Se adicion6 20 mL de hidréxido de sodio 0.5 N, se insert6
el tapon y se agitd vigorosamente, se dejé reposar durante 15 minutos. Se adicion6 20 mL
de acido clorhidrico 0.5 N y se agitd bien sin tapdn hasta que el color rosa desaparecio. Se
adicion0 fenolftaleina, y se titul6 con hidréxido de sodio 0.5 N, hasta que un ligero color
rosa persistio después de una agitacion vigorosa, se registrd ese valor como titulacion de
saponificacion. Cada mililitro de hidroxido de sodio 0.5 N consumido en la titulacion de
saponificacion es equivalente a 15.22 mg de -OCH3 (Nacional Formulary USA, 2007).
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El porcentaje de grupos metoxilo se obtiene con la siguiente ecuacion:
tituacion de saponificacion = 15.22 « 100
= Y%Metoxilos
mg de muestra Ecuacion 3

4.8.4. Determinacion de acido galacturénico

El porcentaje de &cido galacturonico esté relacionado con la pureza de la pectina obtenida
por lo cual es de gran importancia cuantificarlo para la caracterizacion de los productos
obtenidos. El procedimiento fue el que a continuacién se describe: Cada mililitro
consumido de hidroxido de sodio 0.5 N, en la titulacion de la determinacién de grupos
metoxilo, es equivalente a 97.07 mg de CsH1007 (Nacional Formulary USA, 2007).

El porcentaje de acido galacturénico se obtiene con la siguiente ecuacion:

(titulacidon inicial + titulacion final) «+ 97.07 « 100

= U de icido Galacturdnico
myg de muestra

Ecuacién 4

4.8.5. Determinacion de contenido de cenizas

Las cenizas son un término analitico equivalente al residuo inorganico que queda después
de calcinar la materia orgénica. Las cenizas normalmente, no son las mismas sustancias
inorganicas presentes en el alimento original, debido a las pérdidas por volatilizacion o a
las interacciones quimicas entre los constituyentes. Las cenizas se determinaron por
calcinacion a 550°C segun la NMX-F-066-S-1978. Los resultados se expresaron en

porcentaje.
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4.9. Tratamiento estadistico de resultados

Para el tratamiento de los resultados se realiz6 mediante analisis factorial para cada
objetivo por separado, ya que no se cuenta con las mismas variables en todos los objetivos
ni los mismos niveles de variacion y se aplicaron pruebas de rango mdultiple para establecer
diferencia significativa (p< 0.05) entre los diferentes tratamientos, utilizando el programa
estadistico SPSS version 18.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Comparacion del contenido de pectina de diferentes frutos, con

el contenido de pectina del tejocote

Los residuos vegetales (cascaras y semillas) procedentes del procesamiento industrial de
algunos frutos, se estima que pueden alcanzar hasta un 50% del volumen total del fruto
procesado. En consecuencia, debido a estos grandes vollmenes que se generan se
consideran diversas posibilidades para su uso. Por ello, uno de sus principales usos es para
alimentacion animal. En este trabajo se compard el contenido de sustancias pécticas
contenidas en diferentes frutos, asi como, en diferentes desechos que genera la industria,
con el contenido de pectina del tejocote (Crataegus spp.), y se evalud la posibilidad de
utilizar este ultimo para la obtencion de pectina por tres diferentes métodos de extraccion.
El proceso de seleccion de los diferentes frutos y cascaras se realizé considerando cuéles de
ellos se producian o procesaban en cantidades importantes en nuestro pais, asi como sus

diferentes costos y disponibilidad en el mercado.
5.1.1. Cuantificacién de pectina de los diferentes frutos

La Tabla 7 muestra los valores obtenidos experimentalmente del contenido de pectina de
cada una de las muestras de frutos que fueron evaluadas para cuantificar el porcentaje de
este polisacarido, de la misma forma se observa una columna con los datos bibliograficos
para comparar los datos experimentales, por otra parte algunos de los porcentajes de
distintos trabajos fueron obtenidos a partir de la materia prima deshidratada mientras que en

este estudio se trabajo con la materia prima himeda.
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Tabla 7. Contenido de pectina en diferentes frutos.

Muestra Pectina (%) Dato Referencia
bibliografico
(%)
Cascara de mango  4.57+0.27 **
verde (CMV)
Céascarade mango  3.45+0.21 3.03 Ferreira et al.
maduro (CMM) (1995).
Cascara de platano  6.11+0.12 20.68* Vasquez et al.
verde (CPV) (2008)
Cascara de platano  2.03+0.15 xk
maduro (CPM)
Nopal tierno 0.75+0.03 0.571 Espinoza et al.
(2010).
Nopal maduro 0.56+0.02 0.507 Espinoza et al.
(2010).
Mucilago 0.46+0.09 **
Residuos de 3.64+0.08 6.0 Ferreira (1996).
naranja
Céscara de 4.62+0.12 2.92-4.57 Ferreira (1996).
naranja
Limén 1.57+0.03 2.53-2.62 Ferreira (1996).
Tejocote verde 2.74+0.35 **
Tejocote maduro 2.15+0.12 26-28* Aceves et al.
(1987)

*El dato utilizado fue calculado en base a la materia prima seca, mientras que los experimentales
se calcularon en base a material himedo.

** No se encontro dato bibliografico.

Las muestras que contienen mayor cantidad de pectina fueron las cascaras de platano verde,
las de naranja seguidas de las de mango verde, mientras que en el mango maduro se reduce
alrededor de 1% el contenido de pectina. Esto debido a que en los frutos verdes hay mayor
presencia de este compuesto por la fisiologia de los frutos.

Salazar et al. (1987), reporto para las variedades de mango Haden rendimientos de 6.73%;
de igual manera, Buitriago (1998), logré obtener para las variedades Haden y Bocado
valores de 22.21 y 20.07% de rendimiento en extraccion en caliente respectivamente, estos
valores en base a materia prima seca. A su vez, Gaeta (1999), sefiala que para el mango
‘Smith’ pudo obtener un rendimiento de 33.04% en pectina purificada; Schieber et al.

(2004), sefialan que alcanzaron a obtener para los mangos variedades ‘Tommy Atkins’ y
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‘Haden” 19.2 y 17.6 % respectivamente; por su parte, Villalobos (1990), sefiala
rendimientos que van de 1.85 a 3.58% de pectina en base a materia prima humeda
utilizando mangos de las variedades ‘Kent’, ‘Keitt’, ‘Smith’ y ‘Criollo” Comun. Pedroza et
al. (1994), realizaron extracciones de pectina de la piel del mango considerando dos
metodologias: a) pH: 2.5, tiempo de extraccion de 30 minutos y una relacion de sustrato:
solucion acida de 30:70 respectivamente, con la que lograron obtener 4.26% de rendimiento
y b) pH. 3.0, tiempo de extraccion de 60 minutos y una relacion sustrato: solucion acida de
20:80, reportando un rendimiento de pectina de 6.43%. Ferreira et al. (1995), consiguieron
rendimientos de 3.03 a pH de extraccion de 3.4. Comparando el valor obtenido en este
proyecto (4.57%) con los datos de trabajos similares podemos decir que los valores son
muy parecidos, incluso si observamos los valores que fueron calculados en base a materia
himeda y los comparamos con el valor obtenido en el presente estudio vemos que en la
mayoria de los casos el rendimiento obtenido en esta experimentacién es mayor. Las
variaciones en el contenido de pectina pueden estar dadas por el estado de madurez del
mango, a pesar de que todos los trabajos se basen en un estado de madurez comercial las
enzimas propias del mango degradan dia a dia las sustancias pécticas que se encuentran en
las mismas céascaras, 1o mismo ocurre con cualquier fruto con los que se trabaj6 en este
proyecto, de tal manera que podemos encontrar variacién incluso en un mismo estudio con

las mismas muestras obtenidas en el mismo momento.

Por otra parte, para pieles de naranja se encontrd que el rendimiento obtenido fue de 4.62%
mientras que Ferreira (1996), extrajo pectina de naranja de variedad ‘Washington’
procedentes de Colombia. Trabajé utilizando el método acido como base y extrajo la
pectina utilizando tres diferentes condiciones de operacion, encontrando que el rendimiento
aumento cuando las condiciones de extraccion son mas rigidas (pH, temperatura, etc.),
obteniendo rendimientos de las pieles de naranja de esta variedad de 4.57, 3.70 y 2.92%
utilizando las tres diferentes metodologias. Utilizando la misma variedad de naranja
(Washington) con condiciones mas rigidas Ferreira (1996), logré obtener rendimientos de
hasta 7.16%, trabajo también con la pieles de naranja de variedad Lerma, en donde se
obtuvo pectina con un rendimiento de 4.13%. Con excepcion de la extraccion de la pectina

en pieles de naranja Washington por las condiciones mas rigidas, los datos obtenidos de las
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demas condiciones fueron muy parecidos al que obtuvimos en este trabajo (4.62 %), un
valor que incluso es mas alto que cualquiera de los valores que se encuentren en el rango de
lo obtenido en el trabajo que se utilizé para su comparacion. El estudio de Ferreira (1996),
también contiene datos de rendimiento de pectina extraida de residuos de cascaras de
naranja desechados por una empresa dedicada a la elaboracion de jugos llamada
“Colcitricos”, de los cuales se obtuvo un rendimiento del 6%, este valor representa un
mayor porcentaje de pectina si lo comparamos con el valor de rendimiento del presente
trabajo en donde se obtuvo un rendimiento de extraccion del 3.64% para residuos de
naranja, lo que nos hace pensar que las maquinas utilizadas industrialmente para prensar las
naranjas y asi extraer su jugo desechan residuos mas secos Y libres de células de lo que las
pudimos obtener con la ayuda de una prensa casera para hacer jugos que fue la que se
utilizé en el laboratorio, es por lo anterior que el rendimiento de los desechos fue mayor en

los residuos obtenidos de la industria.

Para el caso del limoén al comparar los resultados del presente trabajo con Ferreira (1996),
quien trabajé con Limon Eureka extrayendo pectina de las pieles por las mismas tres
metodologias utilizadas para la naranja de la variedad ‘Washington’, y los resultados de
rendimiento obtenidos para este fruto fueron de 2.53, 2.54 y 2.62% con respecto a los
diferentes métodos utilizados. En el presente estudio obtuvimos una valor de rendimiento
de las pieles del limon de 1.57 %, valor que se encuentra por debajo de lo antes reportado,
sin embargo de la misma forma que la naranja los valores fueron muy parecidos. En el caso
de la pectina de limon en este estudio se presentd una problematica, la pectina extraida
gelificaba antes del filtrado utilizado para separar las pieles de la solucién de extraccion,
esto ocasiond pérdidas de pectina que se desechaba con las mismas pieles, la gelificacion
pudo deberse a que la pectina de limén que seguramente presentaba caracteristicas de alto
grado de esterificacion y metoxilacion se encontrd6 en el medio las condiciones de

temperatura y pH adecuadas para gelificar incluso antes de la precipitacion con alcohol.

Los datos experimentales fueron calculados y determinados en base a materia prima
himeda, sin embargo algunos de los datos bibliograficos utilizados en la tabla se calcularon

en base a materia prima seca como es el caso de las cascaras de platano verde, en donde
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observamos valores l6gicamente mayores en comparacion con los datos calculados en base

hdimeda.

La Figura 24 se muestra de forma grafica los resultados obtenidos del rendimiento de

pectina para los diferentes productos.

Tejocote maduro
Tejocote verde H
Cascaras de Limon
Cascara de naranja
Residuos de naranja

Mucilago de nopal

Muestra

Nopal maduro

Nopal tierno

Cascaras de platano maduro

Cascaras de platano verde

Cascaras de mango maduro

Cascaras de mango verde

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00

Porcentaje de pectina (%)

Figura 24. Porcentaje de pectina de los diferentes frutos.

En la Figura 24 podemos observar que el mayor porcentaje de pectina como ya se
menciono lo encontramos en las cascaras de platano verde, lo que indico que al utilizar este
material como materia prima para extraer pectina obtendremos muy buenos rendimientos,
de la misma manera obeservamos que los frutos en estado de madurez inmaduro presentan
mayor contenido de pectina debido a la cantidad que esta presente de protopectina en el
material, sin embargo el platano verde no es procesado a nivel nacional, ni comin encontrar
industrias que desechen cascaras de platano verde, por lo tanto no resultaria una fuente de
pectina rentable. En segundo lugar encontramos las cascaras de mango verde, que ademas

de contar con menor contenido de pectina que las cascaras de platano presentan la misma
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problematica, pues estos frutos no se procesan en este estado de madurez, por lo tanto seria
dificil obtener las cascaras de estos frutos como un reciduo para extraer productos de valor

afiadido como es el caso de la pectina.

Aceves et al. (1987), obtuvieron rendimientos en la extraccidn de pectina de tejocote por el
método acido de 26% a 28%, estos valores en base a tejocote deshidratado, de la misma
forma Vasquez et al. (2008), obtuvieron un rendimiento de 20.08% para cascaras de
platano verde, en donde podemos observar que el rendimiento del tejocote segin estos
autores estd por arriba del rendimiento incluso de las cascaras de platano inmaduro, sin
embargo en los resultados del proyecto esta claro que el rendimiento obtenido por el
tejocote en el mismo estado de madurez no representa ni el 50% del valor obtenido con las
cascaras de platano, como ya se menciono los valores se ven muy afectados con la variedad

del fruto con la que se esté trabajando y otros factores no menos importantes.
En este trabajo se decidid extraer pectina del tejocote por las siguientes razones:

* EIl estudio plantea ofrecer una alternativa de materia prima para obtener pectina y
comercializarla como se hace hoy en dia a nivel nacional e internacional con ciertos frutos
y subproductos, es por eso que el elegir una fuente convencional como los son los residuos
de citricos no apoyaria nuestro objetivo. Como observamos en los resultados anteriores la
cantidad de pectina que se observa en la cuantificacion hace al tejocote una fuente
suficientemente potencial, como en el mismo caso de los citricos, y esto a su vez demuestra
lo importante de no sélo conocer la cantidad de este polisacarido que puede ser extraida por
los diferentes métodos, sino de igual forma la calidad de la pectina que el tejocote nos

puede brindar conociendo sus caracteristicas fisicoquimicas.
* Es un fruto producido en el pais en cantidades importantes.
* Su valor comercial, lo hace un fruto de muy facil obtencion.

* El tejocote solo es utilizado en su mayoria en las fiestas de fin de afio, y en segundo lugar,

algunas industrias principalmente de jugos lo utilizan para dar espesor a sus formulaciones.

* Se desperdicia hasta el 60% de su produccion anual por falta de uso.
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5.2. Extraccion de pectina por el método acido

5.2.1. Evaluacion del rendimiento de pectina de tejocote

extraida por método convencional

En la Figura 25 se observan los rendimientos obtenidos en la extraccion de pectina de
tejocote por el método acido.

12

10

b,a a,a

a,a
1 70°C
4 - I W 90°C

Rendimiento (%)
(=]

90 min 120 min

Tiempo de extraccién

Figura 25. Rendimientos de las diferentes condiciones de extraccion de pectina por el método
acido.
Las letras diferentes de cada barra indican diferencia significativa (p<0.05), la primera letra para
temperatura y la segunda para tiempo de extraccion.

El rendimiento aumenté conforme se incrementd la temperatura y el tiempo de extraccion.
La temperatura de 70°C proporcion6 un rendimiento menor alrededor del 40% comparado
con los tratamientos a 90 °C. Lo que indico que a mayor tiempo de hidrolisis y temperatura
se obtiene un mayor rendimiento, debido a que en los tiempos prolongados de extraccion la
pared celular y sus componentes sufren de una mayor descomposicion, facilitando la
exposicion de las sustancias pécticas en el medio y su disolucién. Las condiciones dptimas

de extraccion de pectina por el método acido fueron de 90°C por 120 minutos, registrando
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valores de 7.5%. Las temperaturas de extraccion presentaron diferencia significativa
(p<0.05), mientras que los tiempos de extraccion no, lo que significa que le temperatura es
un factor importante a considerar en el proceso. Al comparar los resultados de este proyecto
con el trabajo de EI-Nawawi y Shehata (1987), que estudiaron el efecto de las condiciones
experimentales en el rendimiento de la extraccion de pectina de naranja encontraron un
rendimiento optimo a 90 °C por 2 h a un pH de 1.7, se puede encontrar una importante
similitud en las condiciones que brindan mayor rendimiento tanto en el presente trabajo
como en el antes citado. Pagan e Ibarz (1999), extrajeron pectina de pomaza fresca de
durazno bajo diferentes condiciones experimentales y encontraron que los mejores
rendimientos se obtienen a altas temperaturas y bajos pH, lo que indica que utilizando una
temperatura de 90°C se obtienen mejores resultados. A su vez Kalapathy y Proctor (2001),
obtuvieron pectina por extraccién acida de cascaras de citricos seguido de una filtracion y
precipitacién con alcohol 2-propanol, de la misma forma en este estudio se utiliz6 alcohol
de 96° para lograr la precipitacion de la pectina de las soluciones conseguidas del filtrado
proveniente de la hidrdlisis acida; algunos de los coagulos de pectina que se obtuvieron
eran poco firmes y al separarlos de sus soluciones se perdian aquellos conglomerados muy
pequefios que pasaban por el filtro de liencillo, lo que pudo afectar al rendimiento e incluso
aumentar la desviacién estandar en algunas corridas. Ademas, el uso del alcohol como
precipitante, incluyd algunos inconvenientes como pobre recuperacion del mismo y alto
consumo de alcohol para lograr la precipitacion de la pectina y lavarla para conseguir

pectinas mas puras y claras. Sin embargo, es de facil obtencién y manejo.

Las muestras de tejocote fueron almacenadas a 4°C, de acuerdo a Pagan (1995), se extrajo
mayor cantidad de pectina de muestras de bagazo de durazno almacenadas, debido a la
hidrélisis que ocurre en los enlaces de protopectina y esto generé menos enlaces de union al
tejido vegetal que en el bagazo fresco, lo cual permitié que se separaran mas facilmente la
pectina en las mismas condiciones de extraccion. De lo anterior es importante sefialar que
entre mas tiempo estén almacenadas las muestras que se utilizan como materia prima para
la extraccion, serd mas facil la extraccion de las sustancias pécticas, esto por lo antes
mencionado: la degradacion de los enlaces de protopectina. Sin embargo el tiempo de

almacenamiento también puede afectar a los rendimientos obtenidos como se mencioné en
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el apartado anterior, las enzimas propias de material nos pueden causar pérdidas por

degradacion de la misma pectina.

Las variaciones que se puedan presentar entre los resultados obtenidos para cada una de las
condiciones de extraccion suelen ser de menor importancia, se considera que tales
discrepancias se pueden deber a las diferencias en las variedades de frutas evaluadas, estado
de madurez, cantidades de muestra considerada, asi como, los métodos de extraccion,
considerando tiempo de hidrdlisis, pH, tipo de extractante, relacién entre el sustrato y la
solucion acida utilizada como extractante y el alcohol utilizado para la precipitacion, asi
como el mismo tiempo de precipitacion. Dentro de este estudio se observd que el
rendimiento se vio afectado por las temperaturas de extraccién y no asi por el tiempo. Sin
embargo, se lograron obtener valores muy cercanos a los reportados por algunos
investigadores a las mismas condiciones como es el caso de Pagan (1995), que obtuvo un
rendimiento de pectina de durazno de hasta 8.5%, lo que permite inferir que una adecuada
relacién entre los factores de extraccion: temperatura, pH, tiempo de extraccion y
considerar la proporcion adecuada de cada variedad y solucion extractante; son
fundamentales para obtener un buen rendimiento de pectina de tejocote.

5.2.2. Evaluacion del contenido de cenizas en pectina de

tejocote extraida por el método convencional

El contenido de cenizas en las muestras de pectina es un parametro que ayuda a conocer la
pureza de las pectinas obtenidas. El contenido de cenizas totales, de acuerdo a las
especificaciones del Food Chemicals Codex (FCC) para pectinas comerciales (Nacional
Reserch Council, 1991; citado por Kimball, 1999) debe oscilar en valores < 10%.

En la Figura 26 se presentan los resultados obtenidos para el contenido de cenizas de las

pectinas extraidas con las diferentes condiciones del método &cido.
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Figura 26. Porcentaje de cenizas de las pectinas obtenidas de la extraccion por el método acido.

Las letras diferentes de cada barra indican diferencia significativa (p<0.05), la primera letra para
temperatura y la segunda para tiempo de extraccion.

La pectina extraida por el tratamiento a 90°C por 120 min present6 el mayor contenido de
cenizas con un valor de 2.76% seguido de las pectinas extraidas a 70°C por 90 min con un
valor de 1.25%, observando que este ultimo representa una disminucion de mas del 50% en
comparacion con el valor més alto. Se obtuvo un intervalo del contenido de cenizas de 0.95
a 2.76%, donde se observo un efecto importante por temperatura y tiempo de extraccién por
lo que las diferentes condiciones de extraccion presentan diferencia significativa (p<0.05)
entre si, el valor méas bajo de contenido de cenizas se presentd en las condiciones de 90
minutos y 90°C teniendo un valor de 0.95%. Ferreira et al. (1995), menciona valores de
cenizas totales que van de 2.0 a 4.25% a un pH de precipitacion de 3.2 y 3.6 en pectinas de
residuos citricos. Como ya se menciono el valor més alto de contenido de cenizas fue de
2.76% lo que representa mas del 50% de materia inorganica que las demas pectinas
extraidas por este método, un mayor porcentaje de materia inorganica puede indicarnos que
ésta no se solubilizé durante el proceso de hidrolisis acida, probablemente debido a que la

concentracion y fuerza del acido no fueron suficientes, y por ello al incinerar la muestra de
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pectina obtenida (materia orgénica) resultan altos valores de cenizas lo que pudo afectar a

la corrida en la que se obtuvo el contenido de cenizas mas alto en este estudio.

Ademas, un mayor tiempo de hidrolisis puede provocar que el acido reaccione con los
iones metélicos del recipiente (olla de aluminio) donde se llevé a cabo el proceso,
produciendo citratos que probablemente serdn sales, es por esto que a un tiempo de

extraccion de 120 minutos se obtienen mayores porcentajes de cenizas.

El contenido de cenizas totales deberd oscilar en < 10% como ya se menciono
anteriormente, en todas las muestras ensayadas se obtuvieron valores menores al
mencionado, de manera general se puede decir que las cenizas totales fueron menores y en
valores constantes a pH y a menor tiempo de hidrdlisis, lo que hace a las pectinas extraidas

sean comercialmente aceptables.

5.2.3. Evaluacion del grado de esterificacion en pectina de

tejocote extraida por el método convencional

El grado de esterificacién es una caracteristica fisicoquimica de la pectina que esta
relacionada con la capacidad de gelificaciéon. Si las pectinas presentan altos grados de

esterificacion indicarian que gelificaran con facilidad.
En la Figura 27 se observa que el grado de esterificacion en todas las pectinas extraidas por

el método &cido. En las diferentes condiciones se obtuvieron pectinas con alto grado de

esterificacion (>50%), obteniendo asi un intervalo del 55 al 85%.
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Figura 27. Porcentaje del grado de esterificacion de las pectinas extraidas por el método &cido.

Las letras diferentes de cada barra indican diferencia significativa (p<0.05), la primera letra para
temperatura y la segunda para tiempo de extraccion.

Las pectinas extraidas que presentaron mayores grados de esterificacion fueron 70°C por
90 minutos (84.89%) y el tratamiento a 90°C y 120 minutos (82.20%), no registrandose
diferencia significativa (p>0.05) en el tiempo de extraccion ni en la temperatura, en este
caso utilizando la temperatura de 70°C con un tiempo de extraccion de 90 minutos
obtenemos el valor més alto de grado de esterificacion (84.89%), mientras que al utilizar
esta misma temperatura por 120 minutos de tratamiento se obtiene el valor mas bajo
(56.44%), pasa lo mismo para la temperatura de 90°C a diferencia que esta muestra su valor
mas alto en el tiempo de 120 minutos de extraccion y viceversa, lo que indicaria que en

cada tiempo de extraccion habria que buscar una temperatura 6ptima.

Uno de los factores que pueden modificar el grado de esterificacion es el pH en la

extraccion, pues afecta los enlaces éster de la cadena favoreciendo su hidrolisis.
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Las pectinas con alto grado de esterificacion o metoxilacion como las obtenidas en estas
evaluaciones, generalmente presentan una alta solubilidad en agua y una rapida gelificacion
y solidificacion de sus moléculas (YUfera, 1980) y sus disoluciones son estables en medios
acidos (pH: 2.5 — 4.5) pero no en medio alcalino. Sin embargo, resultan mas susceptibles a
la degradacién enzimatica (Walter, 1991), por lo que se puede decir, que este pardmetro

permite determinar la aptitud tecnoldgica de la pectina (Kimball, 1999).

5.2.4. Evaluacion del porcentaje de grupos metoxilos

presentes en pectina de tejocote extraida por el método convencional

Los resultados obtenidos para las muestras de pectinas ensayadas de los parametros de
grado de esterificacion y porcentaje de metoxilos resultan ser de caracter de suma
importancia, los cuales constituyen una propiedad quimica relacionada con la velocidad de
gelificacion y solidificacion de las moléculas de pectina, como se detallé en el marco

tedrico.

En la Figura 28 se muestran los porcentajes de grupos metoxilo presentes en las diferentes

pectinas extraidas por el método convencional.
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Figura 28. Porcentaje de grupos metoxilo en las pectinas extraidas por el método acido.

Las letras diferentes de cada barra indican diferencia significativa (p<0.05), la primera letra para
temperatura y la segunda para tiempo de extraccion.

En la Figura 28 se observd que a mayor temperatura las pectinas presentaron un mayor
porcentaje de grupos metoxilo; registrandose valores de hasta 6.19 y 4.35% para los
tiempos de 90 y 120 minutos respectivamente, presentando diferencia significativa (p<0.05)
entre temperaturas y entre tiempo de extraccion. Al cotejar el contenido de metoxilos con
los altos grados de esterificacion obtenidos, Yufera (1980), corrobord que intervienen en la
esterificacion con los grupos carboxilos de los &cidos anhidrogalacturénicos que conforman
la cadena de pectina. Las cadenas de pectinas con alto porcentaje de metoxilos tenderan a
presentar un grado de esterificacion superior al 50%. Ademads, da un indicio de la
proporcién de los éacidos carboxilicos presentes que se encuentran metoxilados
(esterificados con metanol), mientras que el grado de esterificacidn establece el porcentaje
de &cidos carboxilicos que se han sintetizado para forma un éster — metoxilico. Como se
menciono, tiene relevancia su determinacion, ya que generalmente los grupos éster tienden
a ser menos hidréfilicos que los grupos acidos, lo cual resulta de gran importancia al

momento de establecer el uso de las pectinas.
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5.2.5. Evaluacién del porcentaje de &cido galacturénico en

pectina de tejocote extraida por el método convencional

La riqueza de la pectina en acido galacturonico, esta relacionado con la pureza de la pectina

obtenida, de alli la importancia de cuantificarlo.

Se estim6 el contenido de acido galacturénico, determinando el contenido de acidos
uronicos, los cuales se establecieron por el contenido de acido anhidrourénico (AUA), un
alto contenido de &cidos urdnicos es indicativo de que la molécula de pectina se ha
fragmentado, ya sea por accion enzimatica o por la hidrdlisis durante la extraccion o antes
en el almacenamiento (Link y Dickson, 1930). Es importante recalcar que los acidos
uronicos resultan algo inestables en acidos minerales calientes, de alli que fue utilizado un
acido organico como el acido clorhidrico en este estudio. En la Figura 29 se muestra el

porcentaje de acido galacturonico de las pectinas obtenidas por el método acido.
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Figura 29. Porcentaje de acido galacturonico en las pectinas extraidas por el método acido.

Las letras diferentes de cada barra indican diferencia significativa (p<0.05), la primera letra para
temperatura y la segunda para tiempo de extraccion.
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Las condiciones que brindaron la mejor pureza de las pectinas fueron 90°C por 90 minutos
de tratamiento obteniendo un valor de 54.65% de acido galacturdnico, seguida de las
condiciones de 90°C y 120 minutos con 42.65%, mientras que el valor mas bajo se obtuvo
con la temperatura de 70°C y un tiempo de extraccion de 90 minutos (39.29%), mostrando
diferencia significativa (p<0.05) por temperatura y tiempo de tratamiento, lo que indic6 que
ambas condiciones asi como su interaccion tienen un efecto importante en la extraccion del
aditivo, se observa que al trabajar con la temperatura de 90°C se obtienen pectinas con

mayor porcentaje de acido galacturdnico y a su vez pectinas con mayor pureza.

Es importante considerar que el &cido galacturonico es estable, es decir, no resulta alterado
en los procesos de extraccion de la pectina. Sin embargo, muchos de los carbohidratos que
forman parte de la pectina pueden sufrir una hidrolisis parcial durante el proceso de
extraccion de la misma, es por esto que se observa cierta variacion en los valores obtenidos
(Link y Dickson, 1930).

Como se comento la riqueza de la pectina en &cido galacturénico (AGA), esta relacionada
con la pureza de la pectina obtenida, de alli la importancia de cuantificarlo. Sin embargo, el
acido galacturénico por ser un azlcar, una forma oxidada de la D-galactosa, estarad
acompariado de azUcares neutros como, L-arabinosa, L-ramosa, D-galactosa y de algunas

impurezas arrastradas en las extracciones (Pagan, 1995).

Revisando todas las caracteristicas antes evaluadas de las pectinas obtenidas a partir del
método convencional tenemos que en todos los casos a excepcion del grado de
esterificacion la temperatura de 90°C nos ayuda a obtener los mejores resultados, de la
misma forma trabajando con un tiempo de 90 minutos obtenemos los mejores valores de la
experimentacion, lo que nos indica que las condiciones dptimas para este método seran

90°C y 90 minutos para la extraccion de pectina de tejocote.
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5.3. Método asistido por microondas

5.3.1. Evaluacion del rendimiento de pectina de tejocote

extraida por método de microondas

En la Figura 30 se observa que el rendimiento de extraccion de pectina por el método
asistido por microondas.
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Figura 30. Rendimientos de las diferentes condiciones de extraccion de pectina por el
método asistido por microondas.

Las letras diferentes de cada barra indican diferencia significativa (p<0.05), la primera letra para
potencia y la segunda para tiempo de extraccién.

El método asistido por microondas presenté un rendimiento entre 8 y 10%, siendo el menor
contenido el de la corrida a una potencia de 179 W y 20 minutos con 8.10%. Cabe
mencionar que no hay diferencia significativa (p>0.05) respecto a las demas potencias ni en
tiempo de extraccion. A pesar de no existir diferencias estadisticas se observo que en el
tiempo de 15 min los valores fueron mas homogéneos, dentro de esta condicién de los 15

min a una potencia de 179 W se encontré el valor mas alto de rendimiento (9.72%), sin
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embargo al utilizar esta misma potencia en los tiempos de 10 y 20 min se obtuvieron los
valores mas bajos de la investigacion, la potencia de 377 W también mostro valores de
rendimiento importantes alcanzando asi hasta un 9.65%, y utilizando una potencia de 527
W se obtuvieron valores de hasta un 9.59%, lo cual indicé que en la potencia de 179 W a
15 min de tratamiento se encontraron las condiciones que proporcionan mayor rendimiento

en esta experimentacion.

De la misma forma que en el presente estudio pero para otro material Zhongdong et al.
(2006), confirm6 que la liberacion de pectina en pieles de naranja usando condiciones de
microondas es mas rapida por un proceso de desintegracion. Después de haber absorbido la
energia de las microondas, la temperatura de las células de la piel de naranjas aumentara
drasticamente en un tiempo muy corto, y la presién en la célula serd superior a la maxima,
que la pared celular pueda soportar, por lo que la célula se divide y la pectina puede
liberarse en si. Los tejidos de la piel se abren rapida y extensamente por el efecto de las

microondas.

En la Figura 30 se observa que no existe diferencia significativa (p>0.05) entre las
potencias utilizadas y en el tiempo de tratamiento, esto indico que el efecto al usar una u
otra condicion es despreciable en funcién al rendimiento, sin embargo debemos tener en
cuenta que una exposicion prolongada a una potencia elevada puede llegar a degradar a la

molécula de pectina y afectar a sus caracteristicas fisicoquimicas.

Rungrodnimitchai (2011), extrajo pectina por el método convencional y por el método de
microondas para la pulpa de la palma de azlcar y a una potencia de 800 W durante tres
minutos, obtuvo rendimientos de 19.6 y 23.5% de pectina, asi mismo a una potencia de 600
W obtuvo rendimientos de 10 y 13%. Rungrodnimitchai (2011), encontré que una
temperatura de 90°C es la temperatura Optima para extraer pectina de la pulpa de la palma
de azlcar, de la misma manera tres minutos de tratamiento son los éptimos para este
trabajo, lo que indica que la combinacion de ambas condiciones son las mejores para
obtener los mejores rendimientos. Rungrodnimitchai concluyé que utilizando un pH para

precipitar la pectina de 7-8 es el e dptimo para obtener los mejores rendimientos, también
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se dio cuenta de que el tratamiento de microondas reduce hasta en dos horas el tiempo de
extraccion comparado con el método convencional. De la misma forma en este trabajo es
evidente que la extraccion de pectina de tejocote por el método de microondas se ve
favorecida en funcion al rendimiento debido a que se disminuy6 el tiempo de extraccion
pues se redujo mas de una hora obteniendo mejores rendimientos que por el método

convencional.

En otro estudio realizado por Bagherian et al. (2011), quien trabajé con pieles de toronja y
tres diferentes potencias 450, 630 y 900 W, obteniendo rendimientos de extraccion en base
a materia prima seca de este material de 21.23, 22.71 y 26.26%, respectivamente, estos
valores superaron al método convencional también estudiado por el mismo autor
obteniendo un valor de 19.16%. Observamos que a mayor potencia mayor rendimiento.
Reduciendo también el tiempo de extraccion con el método asistido por microondas.

Como podemos observar en los trabajos antes mencionados el tratamiento asistido con
microondas representa un ahorro importante de tiempo de extraccion dado a que la
radiacion provoca una mayor degradacion celular del material que se exponga a este
tratamiento, esta degradacion aumenta con la presencia del agente extractante y la
temperatura que la radiacion produce en el material, también el rendimiento se ve
beneficiado pues utilizando un método asistido por microondas obtenemos mayor

porcentaje de pectina.

Cabe mencionar que en el método 4cido se obtuvo un rendimiento maximo de 7.52%,
mientras que por el método &cido asistido por microondas se obtuvo rendimientos minimos
de 8.10% y valores de hasta 9.72 % de pectina extraida, a este incremento en el rendimiento
se le suma la disminucion en el tiempo de extraccion haciendo asi que la extraccion asistida
con microondas optimice el método mejorando los valores de rendimiento lo que puede

significar grandes ahorros econémicos y de energia.
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5.3.2. Evaluacién del contenido de cenizas en pectina de

tejocote extraida por el método de microondas

En la Figura 31 se muestra el contenido de cenizas obtenido de las pectinas extraidas por el
método &cido asistido por microondas.
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Figura 31. Porcentaje de cenizas de las pectinas obtenidas de la extraccion por el método asistido
por microondas.

Las letras diferentes de cada barra indican diferencia significativa (p<0.05), la primera letra para
potencia y la segunda para tiempo de extraccién.

En todos los tratamientos se observa que al aumentar la potencia del microondas aumenta el
contenido de cenizas siendo directamente proporcional sin estar influenciado por el tiempo
de extraccion. Existe diferencia significativa (p<0.05) entre cada una de la potencias, lo

cual indica que el efecto que esta condicién es de suma importancia en la experimentacion.

El tratamiento por 15 min es donde se obtuvieron valores de cenizas superiores mostrando
diferencia significativa (p<0.05) el tiempo de 15 min respecto a los tiempos de 10 y 20 min.
De la misma forma existe diferencia significativa (p<0.05) entre cada una de la potencias,
lo cual indico que el efecto que esta condicion es de suma importancia en la

experimentacién como se menciond anteriormente.
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El tratamiento por 15 min fue en el que se obtuvo el valor mas importante en cuestion al
rendimiento (9.72 %), sin embargo a pesar de que los valores a este tiempo fueron los mas
altos, en general se tuvo un rango de porcentaje de materia inorganica para el método de
microondas de 0.88 al 1.96 % para as pectinas extraidas por el método de microondas,
mientras que en el método acido presentd un intervalo de 0.96 al 2.76%, lo que indico que
el método de microondas se obtienen pectinas con mayor grado de pureza y se asume que
esto pasa por los tiempos mas cortos de calentamiento en presencia de acido, ademas de
que los recipientes en los que se llevo a cabo la hidrolisis no fueron de un metal como en el
caso del método &cido, aspecto importante por lo sefialado anteriormente, es este caso el

material del recipiente fue de plastico especial para microondas.
También es importante sefialar que esta cantidad de cenizas en gran parte, por no decir en

su totalidad depende directamente de la composicion quimica del fruto en cuestion, es por

ello que los valores entre uno y otro método no varian drasticamente.

5.3.3. Evaluacion del grado de esterificacion en pectina de

tejocote extraida por el método de microondas

En la Figura 32 se presentan los valores obtenidos para el grado de esterificacion de las

pectinas obtenidas por el método asistido por microondas.
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Figura 32. Porcentaje del grado de esterificacion de las pectinas extraidas por el método asistido
por microondas.

Las letras diferentes de cada barra indican diferencia significativa (p<0.05), la primera letra para
potencia y la segunda para tiempo de extraccion.

Los porcentajes més altos de grado de esterificacion se encontraron en la potencia de 377
W, de la misma manera se observo que el valor méas alto de grado de esterificacion se
encontrd en la corrida con las condiciones de 377 W con un tiempo de extracciéon de 10
minutos con un valor de 85.74%, presentando diferencia significativa (p<0.05), de esta
potencia (377 W) respecto a las otras dos, al igual que en la potencia el tiempo de
extraccion de 10 min muestra diferencia significativa (p<0.05), respecto a los tiempos de 15

y 20 min de tratamiento.

En general los grados de esterificacion de estas pectinas obtenidas por el método asistido
por microondas son elevados, en el sentido de que todas las pectinas obtenidas se
encuentran ubicadas dentro de la clasificacion de las pectinas de alto grado de esterificacion

(mayor al 50%), ubicandolas en un intervalo de 75 y 85.74%.

Bagherian et al. (2011), en su experimentacion con pieles de toronja observé que el grado

de esterificacion aumenta conforme incrementa la potencia del equipo utilizado y con el
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tiempo de calentamiento que éste produce. De igual forma concluyé que no existia
diferencia significativa (p>0.05) entre este método y el método convencional, en funcion a

grado de esterificacion.

De la misma manera en este estudio se lleg6 a la conclusion de que en funcion al grado de
esterificacion los métodos no presentaron una diferencia importante pues para el método de
microondas obtuvimos un valor maximo de 85.74 % de GE (grado de esterificacion),

mientras que en el método convencional este valor fue de 84.89 %.

5.3.4. Evaluacién del porcentaje de grupos metoxilos

presentes en pectina de tejocote extraida por el método de microondas

En la Figura 33 se plasman los valores para el porcentaje de grupos metoxilo presentes en

las pectinas de tejocote extraidas por el método de microondas.
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Figura 33. Porcentaje de grupos metoxilo en las pectinas extraidas por el método asistido por
microondas.
Las letras diferentes de cada barra indican diferencia significativa (p<0.05), la primera letra para
potencia y la segunda para tiempo de extraccion.
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Los valores obtenidos presentaron una homogeneidad para cada una de las corridas, a
excepcion de la corrida a una potencia de 179 W por 10 min siendo la corrida que presenta
el valor mas bajo de grupos metoxilo (5.36%), mostrando diferencia significativa (p<0.05)
con respecto a as otras potencias, observandose un efecto por este factor pero no para e
tiempo. De la misma manera podemos observar que las corridas de las potencias de 377 y
527 W a los tiempos de 15 y 20 minutos presentaron similitud en sus valores, dentro de
estas condiciones el valor méas alto de porcentaje de grupos metoxilo es 6.02%, en las
condiciones de 10 minutos de tratamiento y una potencia de 527 W, sin embargo a la
misma condicion de tiempo pero con la potencia de 377 W obtenemos un valor de 5.97%,
lo que indicd que es conveniente utilizar esta potencia en el menor tiempo (10 min) por
cuestion de ahorro de energia y a la vez de costos de produccion ya que no presenta

diferencia significativa.

De la misma manera que para el grado de esterificacion se observa que entre este método y
el convencional no existe diferencia en funcion a este pardmetro pues para microondas se
obtuvo un valor de 6.02% y para el método acido de 6.2%, lo que nos indicé que tanto
como el GE como el porcentaje de grupos metoxilo son al igual que las cenizas una
propiedad que le otorga el fruto en este caso el tejocote y que al no utilizar condiciones
extremadamente rigidas no llegamos a una modificacion a nivel estructural de la molécula

de pectina.

5.3.5. Evaluacion del porcentaje de acido galacturdnico en

pectina de tejocote extraida por el método de microondas

La Figura 34 muestra los resultados del porcentaje de &cido galacturdnico presente en las
pectinas extraidas por el metodo de microondas, se observd que muestra una tendencia
similar a los resultados de cenizas del mismo método, en donde conforme aumenta la

potencia de equipo, aumenta el valor de la variable.
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Figura 34. Porcentaje de acido Galacturénico en las pectinas extraidas por el método asistido por
microondas.

Las letras diferentes de cada barra indican diferencia significativa (p<0.05), la primera letra para
potencia y la segunda para tiempo de extraccién.

Los valores mas altos se obtuvieron en la potencia de 527 W, el valor més alto fue de
47.54% obtenido con las condiciones mas rigidas de extraccion: 527 W y 20 minutos de
tratamiento, y el valor mas bajo (37.94%) en las condiciones méas nobles que fueron las de
179 W y 10 minutos de tratamiento obteniendo una diferencia de alrededor del 10% vy
presentando diferencia significativa (p<0.05), en cada una de las potencias utilizadas. Del
mismo modo el tiempo de extraccién de 20 minutos presenta diferencia significativa

(p<0.05), respecto a los otros dos tiempos.

Bagherian (2011), encontr6 que el porcentaje de acido galacturénico incrementa conforme
aumenta el nivel de potencia y el tiempo de tratamiento, encontrando valores para pectina
de toronja de hasta 70%; los resultados obtenidos fueron similares a los reportados por este

autor, mostrando la misma tendencia.

En el método convencional se obtuvo un valor a 90°C y 90 min de 54.6% de acido

galacturonico, mientras que por el método de microondas el valor mas alto fue de 47.54%,
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sin embargo si se utilizaran potencias superiores se podria igualar el valor obtenido por el
método convencional, recordando que el porcentaje de acido galacturonico es un aspecto
importante a cuidar pues este representa la pureza de la pectina extraida, de la misma forma
y en funcién a lo que observd Bagherian (2011), podriamos incrementar el tiempo de

tratamiento, siendo una opcidn para investigaciones futuras.

En funcidn a los resultados obtenidos durante la experimentacion por el método asistido por
microondas se observd que las condiciones se comportan de la siguiente manera: para
rendimiento cualquier condicion puede ser buena opcion dado que no existe diferencia
significativa (p>0.05) entre las diferentes corridas, es recomendable utilizar la potencia mas
baja y tiempo por cuestiones de costos, ademas de que es la potencia de 179 W la que nos
brinda el mejor rendimiento, es la misma potencia la que nos da el menor valor de cenizas y
la misma potencia que nos da buenos porcentajes de esterificacion; caracteristicas
importantes en las pectinas, sin embargo otra caracteristica importante es el porcentaje de
acido galacturdnico y este se obtiene en sus mejores valores a la potencia mas elevada (527
W) y a un tiempo de 20 minutos, aspecto importante dado que este tiempo presenta
diferencia significativa (p<0.05). Por lo que se concluye lo siguiente, podemos obtener los
mayores porcentajes de rendimiento de pectina utilizando la potencia que involucra
menores costos (179 W), ademas de que estas pectinas tendran buen grado de esterificacion
y metoxilacion, sin embargo para obtener pectinas mas puras se tendran que utilizar las

condiciones de potencia mas elevadas (527 W) y 20 minutos de tratamiento.
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5.4. Método enzimatico

5.4.1. Evaluacion del rendimiento de pectina de tejocote

extraida por método enzimatico

La extraccion de pectina por via enzimatica no necesariamente implica el uso exclusivo de

enzimas pécticas, ya que se ha reportado el empleo conjunto de pectinasas con otras

depolimerasas como celulasas o hemicelulasas, para potenciar el proceso extractivo. Los

rendimientos de pectina extraida por via enzimatica son variables y dependen del sustrato y

tipo de enzima empleados. Se han reportado valores entre 10 y 35%, para diferentes

materiales.

En la Figura 35 se observa que los rendimientos registrados por el método enzimatico

estuvieron en un intervalo de 9 a 11%. El tipo de concentrado enzimatico y sus diferentes

tiempos de tratamiento no tuvieron efecto en el rendimiento puesto que no presentaron

diferencia significativa (p>0.05) en la cantidad de pectina extraida.
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Figura 35. Rendimientos de las diferentes condiciones de extraccion de pectina por el método

enzimatico.

Las letras diferentes de cada barra indican diferencia significativa (p<0.05), la primera letra para el

complejo enzimatico y la segunda para tiempo de extraccion.
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El tratamiento de 15 minutos fue el que proporcioné el mayor rendimiento (10.4%) con el
concentrado Macerex, seguido de la extraccién con el concentrado Zimapect durante 15

minutos con un valor de 10.15%.

Contreras-Esquivel (1995), menciona que para extraer pectina eficientemente se necesitan
rendimientos mayores que los que se obtienen via acida, ademas de asegurarse que el
material extraido sea de alto peso molecular. Por lo tanto efectu6 un estudio de extraccion
de pectina utilizando como sustrato céscaras de limén. Como fuente enzimatica utilizé un
sistema pectolitico de A. Kawachii. El pH de la suspension de cascaras de limén fue de 3.2-
3.5 que no se modifico (aunque no sea el 6ptimo). El rendimiento fue de 17.4% de pectina
en base a cascara seca. Demostro que A. Kawachii posee un sistema pectolitico constituido
principalmente por Pectinmetilesterasa, Pectinliasa, Poligalacturonasa y diversas
Glucosidasas pero no produce una actividad enzimatica que degrade el esqueleto principal
de ramnogalacturonano (RGI) asi como la region del xilogalacturonano (XG) que se

comentaron en el marco tedrico.

Contreras-Esquivel (2003), llevé a cabo una extraccion quimica y una enzimatica con fines
comparativos. El tratamiento enzimatico se efectud con poligalacturonasa de A. niger, a pH
optimo (4.5) con un tiempo de reaccion de 2 horas. El rendimiento del proceso quimico
realizado a 90°C durante una hora en agua a pH 2.0 (ajustado con HCI) fue del 20%,
mientras que utilizando la enzima de A. niger se obtuvo un rendimiento del 17% vy al
utilizar la enzima de A. Kawachii un rendimiento de 27%. El estudio demuestra que las
pectinas extraidas enzimaticamente cuentan con mayor peso molecular. En el presente
estudio se obtuvieron rendimientos en el método quimico de hasta 7.52% y en el quimico
asistido por microondas rendimiento méaximo de 9.72%, el valor mas alto para este estudio
en funcion al rendimiento fue de 10.4% para la extraccion con enzimas, lo que indica una
diferencia importante, pues por esta via se obtuvieron mayores porcentajes de pectina en

tiempos muy cortos y con muy buenas caracteristicas fisicoquimicas.

Algunos otros trabajos como el de Contreras-Esquivel (1995), quien extrajo pectina de

cascaras de mango con la ayuda de una endo-poligalacturonasa de Aspergillus niger, la
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endo-poligalacturonasa logro liberar un alto porcentaje de material péctico (32.5% en base
seca). Los analisis de espectroscopia de reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) mostraron

que la pectina extraida con la enzima corresponde a pectina de alto metoxilo.

Ptichkina et al. (2008), comparo la actividad enzimética de tres diferentes microorganismos
para la extraccion de pectina de calabaza, Trichoderma viride, Bacillus macerens y
Aspergillus awamori fueron los microorganismos de los que provenian los tres diferentes
complejos enzimaéticos; estos complejos estaban compuestos por: Xxilanasas, celulasas,
glucosidasas, poligalacturonasas y pectinmetilesterasas en diferentes concentraciones segln
el microorganismo de procedencia. Ptichkina, et al. (2008) obtuvo el mayor porcentaje de
rendimiento utilizando el preparado enziméatico de A. awamori (14.0%), seguido de
complejo de B. macerans (10.5%) y por ultimo T. viride (9.8%). A su vez este autor
comparod la eficiencia de la extraccion enzimatica con el mejor complejo (Aspergillus
awamori), con la extraccion convencional de pectina de calabaza obteniendo los siguientes
resultados: un porcentaje de rendimiento para el método convencional del 7% en un tiempo
de extraccion de 2 horas, mientras que para la extraccion con el complejo enzimético de A.

awamori obtuvo el doble que por el método cido (14%).

Los resultados del presente estudio demuestran que la extraccion enzimatica fue muy
efectiva para degradar sustratos insolubles como es el caso de la pectina. La extraccion
enzimatica de pectina como ya se mencion0 es una reaccion sobre sustratos insolubles y por
lo tanto es de esperar que la macro y microestructura del sustrato condicionen su
degradabilidad y determinen los rendimientos y propiedades del producto final. Sin
embargo, hay que considerar que el sistema es mas complejo que la celulosa, debido a la
coexistencia de varios tipos de polisacaridos (incluyendo la celulosa), y la gran complejidad
quimica de la pectina presente en materiales como lo es el tejocote. Estas variaciones
incluso de niveles de porosidad de los diferentes materiales demuestran la necesidad de
investigar sobre los métodos de andlisis de porosidad de materiales como el tejocote, a fin
de obtener informacion mas precisa acerca de su microestructura, y asi optimizar el proceso

de extraccion enzimatica.
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5.4.2. Evaluacién del contenido de cenizas en pectina de

tejocote extraida por el método enzimatico

En la Figura 36 se muestran los valores del contenido de cenizas presentes para cada una de

las corridas del método enzimatico.
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Figura 36. Porcentaje de cenizas de las pectinas obtenidas de la extraccion por el método
enzimatico.

Las letras diferentes de cada barra indican diferencia significativa (p<0.05), la primera letra para el
complejo enzimético y la segunda para el tiempo de extraccion.

Los valores presentan homogeneidad para cada una de las condiciones utilizadas en este
estudio, de la misma forma se observa que no existe diferencia significativa (p>0.05), con
respecto al concentrado enzimaético utilizado ni para los tiempos de tratamiento de
extraccion de pectina de tejocote. Sin embargo se obtuvo el valor méas alto de cenizas
(3.29%), en la corrida a 10 minutos de tratamiento con el concentrado denominado
Zimapect® y el valor mas bajo (3.18%), al mismo tiempo de extraccion (10 min) y
utilizando el concentrado Macerex®, sin embargo los valores obtenidos indican que el

efecto tanto del tiempo de tratamiento, como del concentrado enzimatico utilizado fue
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despreciable, a su vez los valores que se encuentran en ese intervalo del estudio caen dentro
de lo que especifica el Codex (<10%), haciendo aceptables las pectinas para su

comercializacion.

5.4.3. Evaluacién del grado de esterificacion en pectina de

tejocote extraida por el método enzimatico

Los valores de menor porcentaje de esterificacion se obtuvieron con el método enzimatico
(Figura 37), siendo menores al 75% sin importar el tipo de concentrado enzimatico, ni el
tiempo de tratamiento no registrandose diferencia significativa (p>0.05) en tipo de

concentrado enzimatico ni tampoco en el tiempo de tratamiento.
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Figura 37. Porcentaje del grado de esterificacion de las pectinas extraidas por el método
enzimatico.

Las letras diferentes de cada barra indican diferencia significativa (p<0.05), la primera letra para el
complejo enzimatico y la segunda para el tiempo de extraccion.

El valor de mayor porcentaje de esterificacion lo presento la pectina obtenida con la mezcla
de enzimas denominada Macerex con un tiempo de tratamiento de 5 minutos con un valor

de 75.5%. Se puede observar que entre mayor sea el tiempo de tratamiento el grado de

104



A .
b RESULTADOS Y DISCUSION

esterificacion disminuye, teniendo asi para 5 min un valor de 75.5 y 73.45 para Macerex y
Zimapetc respectivamente, para 10 min 70 y 70.8% y para 15 min 67.98 y 68.10%.

Ptichkina et al. (2008), en su trabajo sobre extraccion de pectina de calabaza utilizando tres
complejos enzimaticos de tres diferentes microorganismos (Trichoderma viride, Bacillus
macerens y Aspergillus awamori) observo que entre mas contenido de pectinmetilesterasa
se encontrara en el complejo enzimatico menos porcentaje de grado de esterificacion se
obtenia en la pectina extraida, obteniendo para el complejo de A. awamori un valor de 53%,
este complejo enzimético fue el que presenté mayor contenido de Pectinmetilesterasa (105
Ul/g), para B. macerans (37 Ul/g) obtuvo un valor de 60% Yy para T. viride (28 Ul/g) se
obtuvo un valor de 65%. En la figura 37 se hace evidente este comportamiento pues los
concentrados enzimaticos utilizados para este proyecto que contienen Pectinmetilesterasa,
se observa que entre mayor sea el tiempo de tratamiento el grado de esterificacion
disminuye, teniendo asi para 5 min un valor de 75.5 y 73.45 para Macerex y Zimapetc

respectivamente, para 10 min 70 y 70.8% y para 15 min 67.98 y 68.10%.

Ptichkina et al. (2008) utilizaron el concentrado enzimatico de Aspergillus awamori (por
ser el que proporcion6 mayor rendimiento de extraccion de pectina) para realizar una
comparacion entre el método enzimatico y el método convencional en donde observé que
los valores mas altos de GE se obtenian por el método acido (66%), mientras que por el
método enzimatico obtuvo un valor menor (53%), eso atribuible a la presencia de la
pectinmetilesterasa en el complejo enzimatico. Para el caso del presente estudio por el
método convencional al igual que en el trabajo antes mencionado se obtuvo un valor por
arriba del que obtuvimos por via enzimatica (84.89%), incluso el mismo método de
microondas proporciono valores superiores de hasta 85.74%, mientras que para este método
los valores fueron de 75.5%, se hace evidente la actividad de la pectinmetilesterasa en el

momento de extraccion de la pectina por este método.

Las protopectinas liberan sustancias pécticas como consecuencia de reacciones de hidrolisis
y beta eliminacion. Estas reacciones pueden ser catalizadas quimica o enziméaticamente,

pero por ser un sistema heterogéneo, la hidrolisis es afectada no sélo por las caracteristicas
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de la macro y microestructura del sustrato sino también por las caracteristicas quimicas de
mismo. El grado de esterificacion es una de las caracteristicas propias del sustrato y es
importante sefialar que es una determinante importante de la actividad de las diferentes

enzimas.

5.4.4. Evaluacion del porcentaje de grupos metoxilos

presentes en pectina de tejocote extraida por el método enzimatico

En el caso de las pectinas extraidas enzimaticamente se observd mayor homogeneidad de
valores en sus diferentes tratamientos (Figura 38), ubicando un intervalo de 4.4-5.9% de
grupos metoxilo presentes en las pectinas finales. No habiendo diferencia significativa
(p>0.05) en el tipo de concentrado enzimatico, sin embargo en la Figura 38 podemos
observar que el sistema de Zimapect muestra los valores mas altos de grado de
metoxilacion para la experimentacion, por otro lado el tiempo de tratamiento de 5 min
presentd diferencia significativa (p<0.05) en comparaciéon con los otros dos tiempos (10 y
15 min), sorpresivamente a este tiempo el grado de esterificacion disminuyé contrario a lo
esperado; pues a menor tiempo de tratamiento menos degradacién quimica por parte de la
pectinmetilesterasa presente en el concentrado Zimapect, y de la misma forma se obtuvo el

valor mayor (5.9%) utilizando este sistema enzimatico.

106



e RESULTADOS Y DISCUSION
8 -
77 a,a a,a aa
6 - a,a I
€5 - b ab I
8 I
.: 4 -
S B MACEREX
v 5
=
ZIMAPECT
2 _
1 _
0
5 min 10 min 15 min
Tiempo de extraccion

Figura 38. Porcentaje de grupos metoxilo en las pectinas extraidas por el método enzimatico.

Las letras diferentes de cada barra indican diferencia significativa (p<0.05), la primera letra para el
complejo enzimético y la segunda para el tiempo de extraccién.

Un aspecto interesante a resaltar de este estudio es la presencia de pectinmetilesterasa no
solo en el sustrato para extraer la pectina (tejocote), sino también en uno de los
concentrados enziméticos (Zimapect). En la préctica industrial el control de la actividad de
la pectinmetilesterasa es fundamental en las etapas previas al secado del material, ya que la
desesterificacion del sustrato daria lugar a pectinas sensibles al calcio o de baja
metoxilacién. Durante la extraccion quimica, la pectinmetilesterasa se inactiva por las
condiciones del mismo tratamiento y por lo tanto su efecto sobre la pectina seria nulo, en
cambio en la extraccion enzimética su actividad puede alterar el producto segin el pH de la
reaccion. Esto se hace evidente al comparar la extraccion quimica, microondas Yy
enzimatica, en las dos primeras metodologias obtenemos valores como 6.2 y 6.02%
respectivamente en cuanto al contenido de grupos metoxilo presentes en las pectinas
finales, mientras que para el método enzimatico obtenemos un valor de 5.88% como
maximo. Es importante recalcar que obtenemos una tendencia similar con el grado de

esterificacion, disminuyendo el GE utilizando un método enzimatico.

107



« ) 1 A
o RESULTADOS Y DISCUSION

5.4.5. Evaluacién del porcentaje de &cido galacturénico en

pectina de tejocote extraida por el método enzimatico

Contreras-Esquivel (2003) realizé un ensayo para evaluar la extraccion de pectina con
poligalacturonasa de A. Kawachii pura. En ensayo de extraccion se efectué a pH de 2 y
37°C. En presencia de la enzima la liberacion de acido galacturénico se incremento
significativamente observandose una fase inicial rapida (hasta las 6 h) luego de la cual la
velocidad de hidrdlisis declina. A cabo de 12- 14 h de proceso, el &cido galacturénico
soluble alcanz6 una concentracion de 3.5-3.8 g/L (50% del total) correspondiendo la mayor
parte a material polimérico, lo cual confirma que la enzima es capaz de solubilizar

sustancias pécticas altamente polimerizadas.

En general por el método enziméatico (Figura 39) se obtuvieron pectinas con un mayor
porcentaje de &cido galacturdnico, teniendo como minimo un valor de 45.51% con la
mezcla de enzimas Zimapect con tiempo de extraccion de 5 minutos, mostrando diferencia
significativa (p<0.05) en el tiempo de 5 min con el resto de los tiempos de tratamiento, y un
valor méximo de 53.35%, lo que proporciona una mayor pureza a las pectinas extraidas por
via enzimatica. Recordando que un alto contenido de &cidos urdnicos es indicativo de que
la molécula de pectina se ha fragmentado por accion enzimatica o por la hidrélisis durante
la extraccion (Link y Dickson, 1930). La presencia de la poligaracturonasa en los
concentrados enzimaticos proporciond una mayor despolimerizacién de las cadenas de
acido galacturonico presentes en la materia prima, facilitando asi la extraccion del

polisacarido en tiempos relativamente cortos.
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Figura 39. Porcentaje de acido galacturénico en las pectinas extraidas por el método enzimatico.

Las letras diferentes de cada barra indican diferencia significativa (p<0.05), la primera letra para el
complejo enzimatico y la segunda para el tiempo de extraccion.

Contreras-Esquivel (1995), evaludé la propiedad de la endo-poligalacturonasa de A.
Kawachii de extraer pectina de protopectina y pomaza de limén, y de macerar tejidos
vegetales. Las protopectinas se prepararon por diversas metodologias y se caracterizaron
fisica y quimicamente. Los andlisis quimicos mostraron Unicamente diferencias en el grado
de esterificacion. El analisis de la composicion de la pectina extraida quimicamente, indica
la predominancia de galacturonanos, en particular homoalacturonanos, y una pequefia
poblacion neutra, probablemente derivada de la hidrolisis de las cadenas laterales presentes
en la region pilosa. La endo-poligalacturonasa resultd altamente eficiente para macerar
tejidos vegetales a un pH de 2.0, lo cual demuestra el potencial de la enzima de degradar

sustratos insolubles a pH muy &cidos.

Ptichkina et al. (2008) en su trabajo sobre extraccion de pectina de calabaza utilizando tres
complejos enzimaticos de tres diferentes microorganismos (Trichoderma viride, Bacillus
macerens y Aspergillus awamori), concluyd que no existe diferencia significativa al usar

cualquiera de los tres preparados enzimaticos en funcién al contenido de Poligalacturonato,
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pues con cualquiera de los concentrados provenientes de los diferentes microorganismos se
obtuvo un valor de porcentaje de poligalacturonato de 64%. EI mismo Ptichkina et al.
(2008) compararon la extraccion convencional con la enzimatica observando que por medio
de una hidrolisis &cida obtuvo un porcentaje de poligalacturonato del 79%, valor que
representa mayor cantidad que la que se puede obtener via enzimatica, sin embargo en el
presente estudio se observd la misma tendencia, mediante una extraccién convencional se
obtuvo un porcentaje da acido galacturénico del 54.6%, mientras que via enzimatica el
valor fue de 53.3%.

Es de hacer notar que la hidrélisis no enzimatica coexiste con la enzimatica y es dificil
establecer la contribucion de cada una de ellas en el rendimiento y las caracteristicas finales

de la pectina.

Para el método enzimatico las condiciones de extraccién de pectina resultaron ser
indiferentes en el sentido de que no existe diferencia significativa (p>0.05) para usar una u
otra condicién, sin embargo los mejores resultados se obtienen con el concentrado
denominado Macerex y el mejor tiempo fue de 10 min, dado que a 5 min las pectinas

presentan los valores mas bajos de porcentaje de &cido galacturénico.
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“EI NOMBRE GENERICO, CRATAEGUS, ES UN ANTIGUO NOMBRE GRIEGO
QUE SIGNIFICA “FUERTE”; EN REFERENCIA A LA DUREZA DE SU
MADERA. EL NOMBRE VULGAR, “TEJOCOTE”; VIENE DEL NAHUATL
TETL, “PIEDRA”: Y XOCOC, “FRUTO ACIDO”: “FRUTO ACIDO DE PIEDRA”:
EN REFERENCIA AL ASPECTO Y EL SABOR DEL FRUTO”
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6. Conclusiones

Con base en los resultados anteriores, se concluye lo siguiente:

* EIl tejocote es una alternativa de materia prima para obtener pectina ya que la cantidad
que se obtiene de este fruto es mayor en comparacion con otros vegetales, segun el presente
estudio el tejocote presenta una cantidad de pectina de 2.15% en estado de madurez
comercial, mientras que materiales como el nopal en estado de madurez tierno y maduro
presentaron valores de 0.75 y 0.56% respectivamente, de la misma forma el mucilago de
nopal present6 un valor de 0.46%. El porcentaje de pectina de tejocote también presenta
ventajas en comparacion con algunos residuos de otros frutos como en el caso de las
cascaras de limén y las de platano en estado de madurez verde pues estos presentan valores
de 1.57 y 2.03%, respectivamente. Por otro lado algunos de los residuos de frutos en estado
de madurez verde presentaron valores mayores a los del tejocote; sin embargo estos
materiales como las cascaras de platano verde y las de mango verde con valores de 6.11 y
4.57% respectivamente, presentan una desventaja, pues son frutos que no se consumen ni
procesan en ese estado de madurez. Lo anterior potencializa el uso de tejocote y su

comercializacion.

* ElI método convencional presenta en todos los casos a excepcion del grado de
esterificacion que la temperatura de 90°C ayuda a obtener los mejores resultados en funcion
a sus caracteristicas fisicoquimicas. Trabajando con un tiempo de 90 minutos obtenemos
los mejores valores de la experimentacion, lo que nos indica que las mejores condiciones
para este método seran 90°C y 90 minutos, obteniendo asi valores de rendimiento de
5.49%, de cenizas de 0.96%, grado de esterificacion de 68.41%, grado de metoxilacion de

6.2% Yy porcentaje de acido galacturénico de 54.65%.

* El método acido presenta ciertas desventajas frente a las dos alternativas de extraccion
que se presentaron en el presente estudio, los tiempos de tratamiento son muy prolongados,
aumentando asi los costos de procesos, la calidad de pectina que se puede obtener con esta
metodologia de igual forma se puede obtener por una asistida por microondas.
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* En el método asistido por microondas se obtuvieron rendimientos altos (8.1 a 9.72%) con
cualquier condicién. Utilizar la potencia mas baja (194.37W) y tiempo mas cortos (10 y 15
min) representan una importante ventaja en cuanto a costos, ademas de que es la potencia
de 179.37 W la que brinda el mejor rendimiento, es la misma potencia la que nos da el
menor valor de cenizas y la misma potencia que da buenos porcentajes de esterificacion.
Podemos obtener los mayores porcentajes de rendimiento de pectina utilizando la potencia
que involucra menores costos (179.37W), ademas de que estas pectinas tendran buen grado
de esterificacion y metoxilacién, sin embargo para obtener pectinas mas puras se tendran
que utilizar las condiciones de potencia méas elevadas (526.69W) y 20 minutos de

tratamiento.

* El método de extraccion enzimatica presentd los mayores rendimientos, siendo el valor
mas alto de 10.4%; y las pectinas, obtenidas por este método presentaron el mayor
contenido de cenizas y de acido galacturénico, en comparacion con las obtenidas por el
método &cido y el método de microondas, sin embargo presentaron el menor grado de
esterificacion y metoxilacion, debido a la presencia de la enzima pectinmetilesterasa en los

concentrados.

* Se concluye que el método enzimatico es una alternativa de obtencion de pectina de alto
metoxilo para la industria, ya que ademas presenta una ventaja a nivel ambiental, pues los
efluentes de este proceso no presentan trazas de acido, el uso de lavados con alcohol no son
necesarios y el tratamiento con concentrados enzimaticos utiliza menos energia y tiempos

de extraccion, preservando la calidad de las pectinas finales.
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ECOMENDACIONEg

“LA PECTINA ES INSOLUBLE EN ALCOHOL, Y EL AGREGADO DE ESTE A
LA SOLUCION ACUOSA DONDE SE LLEVO A CABO LA HIDROLISIS
PROVOCA LA PRECIPITACION O GELIFICACION DEBIDO A QUE EL
ALCOHOL ES UN NO SOLVENTE O PRECIPITANTE QUE BAJA LA
CONSTANTE DIELECTRICA DEL MEDIO, Y TIENDE A DESHIDRATAR AL
SOLUTO HIDROFILO”
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7. Recomendaciones

e Evaluar en el proceso de secado reducir el tiempo del mismo y aumentar el flujo de
aire en el equipo, pero considerando una temperatura adecuada que no aumente los
cambios estructurales y composicionales; ya que temperaturas muy elevadas

podrian afectar la solubilidad de las pectinas.

e Evaluar el rendimiento y las caracteristicas fisico - quimicas de las pectinas

extraidas con diferentes tipos de acidos.

e Considerar para futuros ensayos las diferentes variedades de tejocote, asi como las

propiedades del producto que se pueda obtener.

e Considerar métodos para la recuperacion del alcohol utilizado en el proceso de
precipitacion de las pectinas, con la finalidad de hacer mas eficiente el mismo y

disminuir costos.

e Utilizar alternativas de substancia que ayuden a precipitar la pectina para sustituir a
los alcoholes; y que esto permita hacer el proceso menos peligroso, mas barato y

mas rentable.

e Realizar ensayos de extraccion a partir de procesos que no involucren
calentamiento, evaluar otros agentes extractantes y comparar las propiedades
quimicas de las pectinas obtenidas.

e Evaluar la variacién de los rangos de temperatura en el rendimiento y caracteristicas

fisico-quimicas de las pectinas.

115



RECOMENDACIONES

e Realizar los ensayos purificando o concentrando la pectina obtenida, a fin de

obtener valores més adecuados para comparaciones.

¢ Realizar estudios de costo- beneficio para determinar la factibilidad de implementar

tratamiento con microondas en una planta productora de pectina.
o Realizar estudios previos de la naturaleza estructural de las materias que serviran

como fuentes de extraccidn de pectina para entender mejor el proceso mismo de

extraccion por cualquiera de los métodos.

e Aplicar las pectinas extraidas en productos alimenticios para evaluar su

funcionalidad y posibles aplicaciones.
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