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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar la extraccién asistida con ultrasoni-
dos de pectina de muestras de guayaba, utilizando acido citrico como medio de
extraccion (pH=3). Para ello, una extraccién con Hidrolisis Acida (HA) como proce-
dimiento convencional y una extraccién con Hidrélisis Acida asistida con Ultraso-
nidos (HAUS) fueron llevadas a cabo. Para los procesos, tres diferentes tiempos de
extraccion fueron utilizados (10, 30 y 40 minutos) a temperatura constante (75+0.1
°C). Para los ultrasonidos, un maximo del poder eléctrico fue utilizado (100 %). El
rendimiento de la extracciéon (%), el contenido metoxilo (%), el peso equivalente
(eq/g), el grado de esterificacion ( %) y el contenido de &cido anhidro galacturéni-
co (%) fueron evaluados. Finalmente, se llev6 a cabo la identificacion de la pectina
mediante un andlisis de espectrofotometria FI-IR. Los resultados mostraron que la
extraccion asistida con ultrasonidos afect6 el rendimiento de extraccion de la pec-
tina (p<0.05), asi, las pectinas extraidas con HAUS mostraron los mayores valores
de rendimiento (6.4 %) que aquellas pectinas obtenidas con la HA (2.6 %). Asimis-
mo se pudo observar que existi6 una diferencia significativa (p<0.05) del tiempo de
extraccion a los 40 minutos en ambos tratamientos, por lo que, un incremento del
42 % entre los 10 y los 40 minutos de extraccién para la HA fue obtenida, mientras
que para la extraccion asistida con ultrasonidos, solo un incremento del 7.8 % del
rendimiento de la extraccién fue observado. Por otro lado, el incremento del tiempo
de extraccion afect6 significativamente (p<0.05) el peso equivalente, por lo tanto,
un incremento del 19 % fue obtenido para la HA y un 10.86 % para la HAUS des-
de los 10 hasta los 40 minutos de extraccién, siendo los mayores valore del peso
equivalente para la pectina extraida con los ultrasonidos (desde 3194.65+120.10 a
3583.86+256.30 eq/g). El grado de esterificacién de la pectina extraida con la técni-
ca ultrasénica fue mayor al 80.58 %, mientras que para extraccién convencional con
HA un porcentaje del 70.66 % fue alcanzado. A partir de los resultados anteriores, la
pectina de guayaba puede ser considerad como una pectina de alto metoxilo debido

VII



RESUMEN

a que cuenta con un grado de esterificacion mayor al 50 %. No obstante, el conte-
nido de metoxilo es el que determina si la pectina es de alto o bajo metoxilo. Si el
contenido metoxilo es mayor que el 7 %, la pectina es considerada como una pectina
de alto metoxilo. Por lo tanto, a pesar de que el grado de esterificacién fue mayor
para ambas pectinas (HA y HAUS), el resultado obtenido en el contenido meto-
xilo mostré porcentajes méas bajos que el 7%, por lo tanto, la pectina obtenida en
el presente trabajo fue considerada como una pectina de bajo metoxilo. Finalmen-
te, la espectrofotometria FI-IR permiti6 observar las diferencias en el porcentaje de
transmitancia de la pectina extraida con tres diferentes tiempos de extraccion (10,
30 y 40 minutos), obteniendo los menores valores en pectina extraida con el mayor
tiempo de extraccién. Asimismo, existié una diferencia significativa (p<0.05) en el
porcentaje de transmitancia entre la pectina extraida por el procedimiento conven-
cional y aquella que fue extraida con los ultrasonidos. Estos hechos podrian estar
relacionados con la concentracién de pectina, por lo que, para un menor porcentaje
de transmitancia, una mayor concentraciéon de pectina. Por lo tanto, la extraccién
asistida con ultrasonidos puede ser considerada como una herramienta ttil para la

extraccion de pectinas con acido citrico a partir de la guayaba.
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ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the ultrasonic assisted extraction of
pectin from samples of guava, using citric acid as the extracting agent (pH=3). For
that purpose, an Acid Hydrolysis-extraction (AH) as the conventional procedure
and the Acid Hydrolysis-extraction assisted with ultrasounds (AHUAE) were per-
formed. The procedures were carried out using three different extraction times (10,
30 and 40 minutes) at constant temperature (75+0.1 °C). For the ultrasonic process,
a maximum electric power was used (100 %). The pectin extraction yield (%), met-
hoxyl content (%), equivalent weight (eq/g), degree of esterification ( %), and an-
hydrous galacturonic acid content (%) were evaluated. Finally, it was conducted
identifying pectin by FT-IR spectrophotometry. The results showed that the ultra-
sonic assisted-extraction affected the pectin extraction yield (p<0.05), thus, pectins
extracted by AHUAE obtained higher values of yield (6.4 %) than those pectins ob-
tained by AH (2.6 %). It was also noted that there was a significant influence (p<0.05)
of the extraction time at 40 minutes in both treatments, thus, an increase of 42 % bet-
ween 10 and 40 minutes of extraction for AH was obtained, whereas for ultrasound
assisted-extraction, only an increase of 7.8 % of the extraction yield was observed.
On the other hand, the increase of the extraction time significantly affect (p<0.05)
the equivalent weight, therefore, an increase of 19 % was obtained for the AH and
10.86 % for the AHUAE from 10 to 40 minutes of extraction, being the highest values
of equivalent weight for pectin extracted with ultrasounds (from 3194.65+120.10 to
3583.86+256.30 eq/g). The degree of esterification of pectin extracted using the ul-
trasonic technique was above 80.58 %, while for the conventional extraction with
AH a percentage of 70.66 % was reached. From the above results, pectin from guava
can be categorized as high methoxyl pectin because it has a degree of esterification
that is higher than 50 %. Notwithstanding, the methoxyl content is what determines
if pectin is high or low methoxyl pectin. If the methoxyl content is higher than 7 %,
the pectin is considered as high methoxyl pectin. Therefore, in spite that the degree
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ABSTRACT

of esterification was higher for both (AH and AHUAE), the results obtained in the
methoxyl content showed lower percentages than 7 %, thus, the pectin obtained in
the present work was considered as a low methoxyl pectin. Finally, the FT-IR spec-
trophotometry allowed to observe differences on the percent of transmittance for
the pectin extracted with the three different extraction times (10, 30 and 40 minu-
tes), obtaining the lowest values in pectin extracted with the longer extraction time.
As well as, there was a significant (p<0.05) difference of the percentage of trans-
mittance between pectin extracted by conventional procedure and this which was
extracted with ultrasounds. These facts could be related with the concentration of
pectin, thus, for the lower percent of transmittance, the higher the pectin concentra-
tion. Therefore, the ultrasonic assisted-extraction could be considered a reliable tool

for the extraction of pectins with citric acid from guava.



INTRODUCCION

En la actualidad, la industria alimentaria se conoce como uno de los sectores
productivos que mayor impacto tiene sobre el medio ambiente, esto se debe a que
durante las etapas de transformacién de materia prima a producto terminado se
generan grandes cantidades de residuos orgénicos, los cuales en base a sus carac-
teristicas se clasifican para la aplicacién o el fin que se les puede dar a los mismos.
Por lo tanto, dichos residuos, resultan ser una fuente rentable para la obtencién de
compuestos de interés (pectinas) (Morales, 2015; Viniegra & Jauregui, 2001).

Las pectinas son compuestos de alto peso molecular, hidrosolubles de ori-
gen vegetal presentes en la pared celular con predominancia en la ldmina media
de fuentes naturales como son las frutas y verduras (Maldonado-Culquimboz et al.,
2010). Asimismo, se consideran un polisacarido complejo insoluble en alcohol y di-
solventes orgédnicos, constituido por dcido D-galacturénico unido por enlaces o-1,4
el cual se encuentra parcialmente esterificado por grupos metilo. Dichos compues-
tos, resultan de gran interés ya que por un lado, son considerados como ingredien-
tes funcionales, es decir, que al ser consumidos de forma directa o indirecta, tienen
la capacidad de dismiuir y prevenir enfermedades entre las cuales destacan las car-
diovasculares (colesterol en la sangre) , metabolicas y digestivas (diabétes, obesi-
dad, colitis y cdncer colorrectal) (Pak, 2000; Wang et al., 2014). Por otra parte, resul-
tan altamente demandados por parte de la industria alimentaria como espesante y
gelificante ya que, posee la capacidad de formar geles en un medio dcido (Cristina,
2012). La obtencién de pectinas a nivel industrial principalmente se da a partir de
fuentes ricas en estos compuestos, siendo las principales el bagazo de manzana y
cascaras de citricos. En el caso de las manzanas, el contenido péctico se encuentra
entre el 15 y el 18 % a comparacién de los que se obtienen a partir de citricos que
cuentan con un porcentaje del 25 % (Chacin & Marin, 2010). Se sabe que a nivel in-
dustrial las pectinas se extraen a altas temperaturas para hidrolizar la protopectina

usando 4dcidos como el sulftirico, fosférico, nitrico, clorhidrico o citrico. Después de
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la concentracién, la pectina se precipita con la adicién de alcohol, se seca, se granula
y finalmente se tamiza (Woo et al., 2010).

A comparacién de las tecnologias tradicionales existen técnicas nuevas las
cuales permiten asistir el proceso de extraccion, es este el caso de los Ultrasonidos
de Alta Intensidad (USAI) ya que se les considera una técnica nueva la cual permi-
te que los compuestos a buscar se desprendan de una forma adecuada de la pared
celular sin que pierdan sus propiedades esenciales (Abid et al., 2014). Se entiende
por ultrasonidos a las frecuencias de sonido que oscilan desde los 20 kHz hasta los
100 kHz, y es por ello que se produce un efecto llamado cavitacion, el cual se define
como la produccién de burbujas que colapsan alrededor de la pared celular ocasio-
nando una ruptura (Awad et al., 2012; Golmohamadi et al., 2013) la cual permite que
los compuestos bioactivos, como las pectinas, se liberen y el solvente que se utiliza
durante este proceso penetre dicha pared mejorando la transferencia de masa, eso
ocurre gracias al hinchamiento e hidratacion que sufre la pared celular cuando se
somete al tratamiento por ultrasonidos. De esta manera, se puede asistir el proce-
so de extraccion de compuestos funcionales ya que se reduce el uso de solventes
y energia, asi como el tiempo de extraccién (Chemat & Khan, 2011; Da Porto et al.,
2013; Pingret et al., 2013; Roseiro et al., 2013), de igual forma la combinacién de am-
bos tratamientos genera un aumento en el rendimiento de compuestos obtenidos
los cuales son similares al uso de dcidos altamente contaminantes como lo es el &ci-
do nitrico ya que este 4cido permite el mejor medio de extraccién (Minjares-Fuentes
et al., 2014). No obstante, existen factores como lo son las condiciones del proceso y
la naturaleza del alimento los cuales influyen en la perdida de compuestos de inte-
rés en los alimentos, estos se relacionan a las reacciones quimicas que se producen
en el alimento, consecuencia de las condiciones de proceso a los que se someten
los alimentos asi como la naturaleza del mismo (Dubie et al., 2013). Por lo tanto, se
deben explorar los procesos de extraccién para asi demostrar el potencial que es-
ta técnica actual promete partir de esto surgen investigaciones (Chandrapala et al.,
2013; Rostagno et al., 2003) las cuales afirman que la sonicacién permite optimizar la
obtencién de compuestos bioactivos (pectinas) cuando se utiliza como una técnica
asistida a un tratamiento convencional como lo es la Hidrélisis Acida y asimismo
se considera una técnica nueva y prometedora que posee los requerimientos més

bajos a comparacién de las tecnologias desarrolladas en los tltimos afios.



OBJETIVOS

Objetivo General

Obtener pectinas mediante Hidrélisis Acida asistida con Ultrasonidos de Al-
ta Intensidad a partir de guayaba (Psidium guajava L. var. Media China).

Objetivos Especificos

= Cuantificar la cantidad de Pectina Total (PT) a partir de S6lidos Insolubles en
Alcohol (AIS).

= Aplicar los métodos de Hidrélisis Acida con y sin la aplicaciéon de Ultrasoni-
dos de Alta Intensidad para la extraccion de pectina a partir de muestras de

guayaba.

» Caracterizar la pectina obtenida con Hidrdlisis Acida e Hidrdlisis Acida asis-
tida con Ultrasonidos de Alta Intensidad.

= Identificar mediante Espectrofotometria FI-IR los grupos funcionales presen-
tes en las pectinas obtenidas con Hidrélisis Acida e Hidrolisis Acida asistida

con Ultrasonidos de Alta Intensidad.



1. ANTECEDENTES

1.1. Descripcion de las frutas en la industria

alimenticia

Se considera que las frutas resultan importantes para la alimentacién huma-
na. La mayor parte de los procesos que se realizan en los frutos son en condiciones
frescas, en los ultimos afios ha resultado de gran interés su uso a nivel industrial
como alimentos procesados (conservas, mermeladas, entre otros) (Gutiérrez et al.,
2009). Los métodos de transformacion de frutas generan una amplia cantidad de
subproductos, residuos y productos fuera de norma, por lo que en los tltimos afios
se ha buscado ademds de su aprovechamiento, su disminucién. Siendo esto, una so-
lucién que contribuye al desarrollo industrial sostenible de nuevos productos. Este
tipo de residuos pueden ser utilizados en alimentacién animal y humana, abonos,
obtencién de biogds, en la extraccién de aceites esenciales, pectinas, flavonoides,

entre otros (Yepes et al., 2008).

1.2. Guayaba

El fruto conocido como guayaba (Psidium guajava L. var. Media China) es un
fruto tropical perteneciente a la familia Myrtaceae (Marquina et al., 2008), con forma
ovoide y su tamafio comtinmente es de mediana a grande (<80 g), posee una epi-
dermis de color amarillo brillante en frutos maduros, con pulpa de color crema a
amarilla de aroma agradable y alto contenido de semillas (Gonzéalez-Sanchez et al.,
2000). Su sabor depende del estado de madurez en el que ésta se encuentre, cuando
ésta se encuentra en su totalidad madura presenta un sabor dulce y de lo contrario si
esta presenta una madurez temprana posee un sabor acido. La madurez se observa

en la cascara cuando alcanza un color verde amarillento o amarillo rosado (Figura
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1.1). Este fruto ademds de poseer olor y sabor caracteristico, también es una fuente
rica en pectinas de alto metoxilo asi como de Acido Galacturénico (AGA) (Chacin

& Marin, 2010).

i

-

Figura 1.1. Guayaba (Psidium Guajava L. var. Media China)

-

1.2.1. Composicion

La guayaba, posee altas cantidades de agua asi como vitamians en especial
es un fruto rico en Vitamina C. En la Tabla 1.1 se presentan los componentes presen-
tes en la guayaba como lo son agua, proteinas, grasas, carbohidratos, fibra, calcio,
tésforo, hierro, magnesio, zinc, sodio, potasio, riboflavina, tiamina, Vitamina B6 y

acido ascorbico, asi como sus cantidades correspondientes.



ANTECEDENTES

Tabla 1.1. Contenido nutrimental de la guayaba (valor nutrimental por cada 100 g
de producto fresco)

Componente Cantidad
Agua 80.80 g
Proteinas 255¢g
Lipidos 095¢g
Carbohidratos 1432 ¢
Fibra dietética 54¢g
Aztcares 892¢
Calcio 18 mg
Foésforo 40 mg
Hierro 0.26 mg
Minerales Sodio 2mg
Potasio 417 mg
Magnesio 22mg
Zinc 0.23 mg
Vitamina C 228.3 mg
Vitamina B6 0.110 mg
Vitaminas Tiamina 0.067 mg
Riboflavina 0.040 mg
Vitamina E 0.73mg

Fuente: (USDA, 1987).

1.2.2. Producciéon nacional y mundial de guayaba

El Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SAGARPA, 2015) re-
porta una produccién a nivel nacional de 207,866 toneladas métricas las cuales se
concentran en dos diferentes condiciones agroclimaéticas, las cuales se localizan en
el centro del pais, la primera es la region de Calvillo, Aguascalientes y la segunda
se encuentra en el oriente del estado de Michoacan, conformado por los munici-
pios de Jungapeo, Judrez, Zitdcuaro, Susupuato, Tuxpan y Tuzantla, en los cuales
se cultiva un 55,03 % de la superficie del presente fruto. Asimismo, la SIAP registra
datos en 19 Estados del pais con un total de 20,899 Ha sembradas y 14,422 Ha co-
sechadas. En 2015, Michoacédn reporta un total de 9,449 Ha sembradas y 7,796 Ha
cosechadas; siendo el primer productor a nivel nacional con un 55,03 % de la super-

ficie total sembrada. En tercer lugar aparece Aguascalientes con un total de 6,268
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Ha sembradas de las cuales se cosecharon 2,426 Ha, que representan el 18.33 % de

la produccién nacional, tal y como se muestra en la Figura 1.2.
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TOTAL: 207, 866

Figura 1.2. Produccién a nivel nacional de guayaba. Fuente: SIAP, 2015.

La produccién a nivel mundial de guayaba se estima en 500,000 toneladas
métricas. Actualmente, la fruta se encuentra diseminada en dreas de climas tropica-
les y subtropicales, cultivandose en forma comercial en la India, Pakistdn, Hawai,
Florida, Puerto Rico, Cuba y en algunos paises de Sudamérica como Brasil, Colom-
bia, México y Venezuela. Las variedades que se comercializan en Europa proceden
principalmente de Sudéfrica y Brasil. México, segtin el Consejo Mexicano de la Gua-
yaba (COMEGUAYABA) participan en la produccién mundial con el 25.0 %. El prin-
cipal productor es Pakistan, con el 50.0 % de la produccién en el mercado mundial

como se presenta en la Figura 1.3.
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Figura 1.3. Produccién a nivel nacional de guayaba. Fuente: COMEGUAYABA,
2015.
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1.2.3. Uso de la guayaba a nivel industrial

El consumo de este fruto es principalmente en forma fresca (87 al 92 %) y el
resto es usado a nivel industrial para procesar bebidas, mermeladas y otros pro-
ductos afines (Figura 1.4) (Gonzélez-Sanchez et al., 2002). Segtn la (Faostat, 2009),
durante el procesamiento de mermelada de guayaba, la fruta de rechazo o fuera de
norma surge en la etapa de selecciéon de materia prima y esta es desechada desper-

diciando grandes cantidades de materia prima.

Figura 1.4. Producto elaborado con guayaba (ate)

1.3. Manejo y produccion de desechos

En el proceso productivo de los alimentos, ademés del producto deseado, se
generan subproductos, residuos y productos fuera de norma (Méndez, 1995), cada
uno de los cuales pueden servir para consumo humano o animal y aplicacién indus-
trial, lo que traeria beneficios tanto econémicos como ambientales. Sin embargo, la
mayoria de este tipo de industrias no tiene algtin plan para estos residuos, debido
al alto costo de su reutilizacién y por el contrario, los ubican junto con la basura en
los vertederos o rellenos sanitarios.

Se han buscado alternativas que permitan la reutilizaciéon de residuos, y una
de ellas es la obtencién de subproductos que otorguen un valor agregado al pro-
cesamiento de frutas y hortalizas tales como las pectinas, fibra comestible, acido
citrico, almidones, entre otros, trayendo como resultado ser incorporadas a otros
procesos agroalimentarios. La recuperacion de estos residuos es considerada una
opcioén viable para la obtencién de diversos subproductos ya que las cantidades de
residuos que se generan son altas durante los diversos procesos industriales (Saval,
2012; Sanchez et al., 2009).
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1.3.0.1. Productos fuera de norma

Se conoce que los productos fuera de norma, son aquellos que no cumplen
con las caracteristicas correspondientes a la normativa la cual puede preceder a ni-
vel nacional o internacional. Por una parte la normativa mexicana que hace referen-
cia a las caracteristicas del fruto conocido como guayaba en forma fresca, en donde
se indican las propiedades fisicoquimicas del mismo es la NMX-FF-040-1993. Por
otro lado, a nivel internacional la normativa que rige las condiciones asi como las
variedades que habrdn de suministrarse frescas al consumidor, después de su acon-
dicionamiento y envasado, es el CODEX STAN 215-1999 (Figura 1.5).

Figura 1.5. a) Producto dentro de norma; b) Producto fuera de norma. Ambos pro-
cedentes de un mercado local del estado de Puebla.

1.3.1. Impacto ambiental

La industria alimentaria es uno de los sectores productivos que mayor im-
pacto tiene sobre el medio ambiente, bien sea por sus procesos productivos o por
los diferentes productos que salen al mercado. Cada sector en particular genera re-
siduos en diferentes porcentajes de acuerdo con los tipos de productos que fabrican.
El procesamiento de las frutas y vegetales compromete en gran medida las aguas re-
siduales y los residuos s6lidos. Las primeras son altas en s6lidos suspendidos, azt-
cares, harinas, agentes de blanqueado, sales e, incluso, residuos de pesticidas. Los
segundos comprenden desechos de los procesos mecénicos de separaciéon y prepa-
raciéon como semillas, hojas, tallos y cdscaras, ademads de las unidades descartadas
(por defectos fisicos o bioldgicos) y en general no se emplean como alimento pa-

ra animales. En lugar de ello se manejan procesos tradicionales de disposicién en
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rellenos sanitarios o programas de compostaje (Restrepo-Gallego, 2012).

1.4. Definicién de compuestos bioactivos

Se conoce como compuestos bioactivos (CBA) a aquellos capaces de aportar
un beneficio a la salud mas alld de los beneficios nutricionales que aportan normal-
mente, entre estos compuestos podemos encontrar a las pectinas, aceites esencia-
les, vitaminas, minerales, antioxidantes y almidones resistentes (Lattimer & Haub,
2010; Ll et al., 2009) . De igual forma se consideran metabolitos con efectos nutracéu-
ticos comtinmente de origen vegetal, que modulan las funciones terapéuticas en el
cuerpo las cuales resultan benéficas para la salud asi como ayudan a reducir enfer-
medades crénicas como el cancer, enfermedades coronarias, Alzheimer, entre otras
(Biesalski et al., 2009; Denny & Buttriss, 2007; Roberfroid, 1999). Es bien conocido
que la biodisponibilidad de los CBA es diferente cuando se ingieren puros y cuan-
do se consumen dentro de su matriz original, en este caso se debe tomar en cuenta
que se pueden encontrar una diversidad de CBA en la fuente alimenticia donde
se derivan y estos pueden interactuar conjuntamente o ejercer un efecto sinérgico
(Gil-Hernandez & Lépez-Ruiz, 2009).

1.5. Pectinas

Las pectinas son polisacdridos de origen vegetal, solubles en dcidos y agua,
con una alta demanda a nivel industrial hortofruticola por poseer propiedades de
gelificacion, estabilizacién de emulsiones y aporte de fibra nutricional. Se encuen-
tran en la pared celular primaria en las regiones intracelulares de frutas y hortalizas
(Aldana-Villaruel et al., 2011). En la Figura 1.6 se observa la estructura de la pared

celular especificando la presencia de pectina en ella.
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Figura 1.6. Pared Celular vegetal.

Estructuralmente, las pectinas se encuentran constituidas por cadenas de
AGA (Figura 1.7) unidos entre si por enlaces a-1,4 (Fishman & Cooke, 2009).

COOCHs3 COOH COQCHs3 COQCHs3

(S SE S Sl

Figura 1.7. Region de la cadena lineal de la estructura de la pectina.

Se sabe que algunos de los grupos carboxilicos presentes en las moléculas de
AGA en las cadenas de pectina estdn metil esterificados y el porcentaje de éstos se
expresa como grado de esterificacion GE. La Homogalacturona (HG), Rhamnogalacturona-
I (RG-I) y galacturonas sustituidas son polisacaridos procedentes de la pectina, han
sido separados y caracterizados ya que contienen AGA en mayor o menor canti-
dad. Actualmente se sabe que el primer y segundo polisacdrido mencionado son los
constituyentes de mayor importancia de los polimeros pécticos, como se muestra en
la Figura 1.8 a. Asimismo, existen estructuras propuestas recientemente donde afir-
man que el polisacdrido Homogalacturona es una cadena de Rhamnogalacturona-I,
esto puede observarse en la Figura 1.8 b (Silva et al., 2008).

11
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Figura 1.8. Estructura bésica de la pectina: a) Representacién esquematica conven-
cional, b) Representacion actual propuesta.

La HG (Figura 1.9) es una cadena lineal de 1,4-0-D-4cido galacturénico, en
el cual algunos de los grupos funcionales (carboxilos) se encuentran metilesterifica-
dos. Por un lado, RG-I es un grupo de polisacdridos pécticos que contienen disacé-
ridos la cual representa del 20 al 35 % de la pectina, se caracteriza por poseer una
variedad de diferentes cadenas de glucanos (principalmente arabinana y galactana)
ligadas a las unidades de ramnosa (Rodriguez et al., 2006). Por otro lado, se encuen-
tra la Rhamnogalacturona-II (RG-II) es un polisacarido que compone el 10 % de la
pectina, ya que contiene en su estructura lineal residuos de AGA. Este polisacarido

se encuentra presente en las paredes celulares de las plantas (Chasquibol, 2010).

12
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Figura 1.9. Estructura primaria del polimero lineal de Homogalacturona unido con
1,4-0-D-4cido galacturénico.

1.6. Clasificacion de las pectinas

Las pectinas se clasifican en dos grupos a partir del grado de esterificacién
que presenten, el primero se le conoce como pectinas de alto metoxilo (PAM) con
un GE mayor a 50 % y pectinas de bajo metoxilo (PBM) con un GE menor a 50 %
(Mollea et al., 2008).

1.6.1. Pectinas de Alto metoxilo

Para la formacién de geles a partir de pectinas con un alto contenido de meto-
xilo (PAM), es necesaria la incorporaciéon de grandes cantidades de sélidos solubles
(aztcar) entre el 60 y 70 % asi como el uso de pH’s bajos (entre 2.8 a 3.5). Este tipo
de pectinas tienen un GE mayor al 50 % como se mencioné anteriormente, es decir,
50 % de los grupos carboxilos presentes en la estructura de la pectina se encuentra
esterificado con metanol como se puede ver en la Figura 1.10. E1 GE de las pectinas
de alto metoxilo influye mucho sobre sus propiedades, por lo que a mayor grado de

esterificacion, mayor es la temperatura que necesita para gelificar.

13
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Figura 1.10. Pectina de Alto metoxilo (PAM) posee un GE>50 %.

1.6.2. Pectinas de Bajo metoxilo

Las pectinas de bajo metoxilo (PBM) requieren de iones calcio para formar
geles. Estas pectinas forman geles con ayuda de enlaces i6nicos entre el calcio (Ca*?)
y los grupos carboxilo de las pectinas en medios con pH entre 3.2 a 4 (Coma, 2013).
El calcio tiene la habilidad de formar enlaces complejos insolubles con los carboxi-
los libres de las cadenas pécticas, formando asf una red tridimensional, esta fuerte
interaccién se forma como consecuencia de la unién del calcio con los 4tomos de

oxigeno de los grupos hidroxilos de la pectina (Figura 1.11).

COOH COCH COOH COCH COOCHs3

N (0] QO (0] O (0] )
Q o g o) o ©
H OH H OH H OH H OH H (@]

Figura 1.11. Pectina de Bajo metoxilo (PBM) poseen un GE<50 %.

1.7. Cuantificacion de pectinas por el método

colorimetrico m-hidroxibifenil

La metodologia para la cuantificacion de pectinas implica un proceso de
extraccion y purificacién para posteriormente llevar a cabo una determinacién la
cual se realiza mediante diferentes técnicas, siendo los métodos colorimétricos los
mas usados debido a su mayor afinidad con respecto a las técnicas volumétricas

y gravimétricas, y su realizacion resulta mds sencillas en comparacion de las téc-

14
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nicas cromatograficas y electroforéticas. Entre las metodologias colorimétricas pa-
ra la cuantificacion de pectinas se encuentran los métodos de carbazol y del m-
hidroxibifenil. Ambas metodologias se fundamentan en la reaccién del dcido 5-
formil-2-furanocarboxilico, resultante de la accion en caliente mediante el 4cido sul-
farico sobre el dcido galacturénico, con ayuda de un reactivo colorimétrico para ob-
tener un producto coloreado que se absorbe a una determinada longitud de onda
(Barazarte ef al., 2010).

1.7.1. Sélidos Insolubles en Alcohol (SIA) y Pectina Total (PT)

El andlisis de las sustancias pécticas en tejidos de origen vegetal involucra
una extraccion fraccionaria, esto es de acuerdo a la disolucion en diferentes solven-
tes a partir de los s6lidos insolubles en alcohol (SIA): la fraccién soluble en agua,
la cual representa a las pectinas de alto metoxilo; la fracciéon soluble en oxalato la
cual es representativa de las pectinas de bajo metoxilo; y por dltimo a la fraccién
soluble en 4lcali que comprende a las protopectinas. Se puede cuantificar el total de
pectina presente en un fruto u hortaliza a partir del método del m-hidroxibifenil el
cual tiene mayor afinidad con respecto al 4cido anhidrogalacturénico caracteristico
en pectinas a partir de fuentes de origen vegetal, comtinmente se ocupa un blanco
para cada muestra para evitar y corregir alguna contaminacién o interferencias que

pueda existir durante la metodologia (Stiickrath et al., 2008).

1.8. Caracterizacion de Pectinas

La caracterizacion de las pectinas permite identificar y evaluar detallada-
mente las caracteristicas de las mismas, como lo son sus propiedades fisicoquimicas
(grado de esterificacién, contenido de metoxilo, peso equivalente, contenido de aci-

do anhidrourénico y grado de esterificacion) las cuales se detallaran a continuacién.

1.8.1. Contenido de Metoxilo

El contenido de metoxilo (%) se refiere a la cantidad de ésteres metilados,
es decir, el nimero de residuos de AGA esterificado o metoxilados por metanol
(CH3OH) sobre el total de ellos (Figura 1.12). Esta determinacién se da a partir de

15



ANTECEDENTES

la saponificaciéon de la pectina y la titulaciéon de los grupos carboxilos libres (Figura
1.13). Asimismo, es un factor importante que interviene en el control del tiempo de
formacion del gel, la sensibilidad de los cationes polivalentes y su utilidad en la

preparacion de geles sélidos, peliculas y fibras (Ranganna, 1986).

Acido galacturénico
libre

Acido galacturénico
metoxilado

COOH COOCH;

or/l o\ or/l OS{
OH H/oy KOH H /o
H OH H OH

Figura 1.12. Acido D-galacturénico con grupos carboxilos libres y grupos ésteres
metilados.

Etapa 1. Sustitucion Nucledfila Etapa 2. Eliminacion del metoxilo

Etapa 3. Equilibrio entre el acido carboxilico y el metoxilo

Figura 1.13. Reaccién de mecanismo de saponificacion del dcido D-Galacturénico
(Allinger, 1978).

1.8.2. Peso Equivalente

El peso equivalente se utiliza para calcular el contenido de cadenas de AGA

asi como es necesario para obtener el grado de esterificacién en pectinas (Rangan-
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na, 1986). El peso molecular de estos compuestos se encuentra entre 20,000 g/mol
a 300,000 g/mol. Asimismo, se encuentra relacionado con la longitud de la cade-
na, es una caracteristica muy importante de la que dependen la viscosidad de sus
disoluciones y su comportamiento en la gelificacién o formacién de jaleas (Ortufio,
1999; Owens et al., 1948). La estructura de la pectina estd constituida por monéme-
ros de dcido D-galacturénico, molécula que representa el grupo funcional carboxilo
(-COOH), por lo tanto el peso equivalente representa el niimero de carboxilos libres
que reaccionan con la base adicionada (NaOH) de tal forma que sufre separaciéon
protoénica debido a la accion de la base (Figura 1.14).

Ho © o
OH o ONa_g
NaOH + ™ L H — IH + H0
HO OH OH
HoOH L ] Ho Oy

Figura 1.14. Reaccién de la molécula de 4cido D-galacturénico con NaOH.(Allinger,
1978).

1.8.3. Contenido de Acido Anhidrogalacturénico

La pectina, que se esterifica parcialmente, contiene el 10 % o més de material
organico compuesto de arabinosa, galactosa y algunos aztcares. El contenido de
Acido Anhidrogalacturénico es esencial para determinar la pureza de las pectinas y
su grado de esterificacion, asimismo permite evaluar las propiedades fisicas de las
mismas (Ranganna, 1986).

1.8.4. Grado de Esterificacion

Existen caracteristicas quimicas propias de las pectinas las cuales influyen en
la fuerza del gel, estas son el grado de esterificacién y el peso molecular (PM); por lo
tanto, el grado de esterificacion es un factor clave para determinar la conformacién
y las propiedades reoldgicas de las pectinas (Hwang et al., 1992). Asimismo, depen-
derd de la fuente original y del método utilizado para su extraccién de la pectina.

Los grupos carboxilos de los dcidos galacturénicos presentaran un grado variable

17



ANTECEDENTES

de esterificacion con metanol y a su vez pueden estar parcial o completamente neu-

tralizados por iones de sodio, potasio o amonio (Turquois & Heyraud, 1999).

1.9. Identificacion de Pectina por Espectrofotometria
(FT-IR)

La técnica de adquisiciéon de datos por Transformada de Fourier en el Espec-
tro Infrarrojo (FI-IR) ha revolucionado los métodos de andlisis y el manejo de las
muestras. Se sabe que esta técnica resulta alternativa para el andlisis de alimentos,
ya que resulta una herramienta para describir y explicar los fenémenos que presen-
ta un alimento durante su procesamiento (Rosas-Mendoza & Ferndndez-Mufioz,
2012). La FT-IR requiere una maxima precision, ya que los espectros que proporcio-
na poseen un grado de selectividad en cuestion de los andlisis cuantitativos para
lo cual es requerido principalmente (Skoog et al., 1997). La espectrofotometria por
infrarrojo con transformada de Fourier es una técnica instrumental que nos permite
caracterizar pectinas (Figura 1.15) de acuerdo al grado de esterificacién que presen-
ten, esto es debido a la localizacién de bandas de absorcién las cuales se originan
por modos de vibracién especificos de grupos de 4tomos en el dcido galacturénico
(AGA) y en los ésteres metilados, respectivamente (Chasquibol, 2010).
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Figura 1.15. Espectro IR de una pectina estdndar. Fuente: (Guzman & Suérez, 1975)

1.10. Técnicas de Extraccion

Se considera a la extracciéon como el proceso del aislamiento de diferentes ti-
pos de compuestos bioactivos presentes en productos vegetales. Para poder llevar a
cabo de forma ideal dicho proceso, los métodos de extraccion deben poseer caracte-
risticas cuantitativas asimismo deben considerarse ahorradores de tiempo y energia
(Puri et al., 2012). Es considerada una operacién unitaria, esto debido a que un com-
ponente se separa o elimina mediante el contacto con otro material o fase, que tiene
mayor afinidad por él, el resto de los componentes, en cambio, permanecen en la
pared celular (Pdez et al., 2005).

1.10.1. Técnicas de extraccion convencionales

La mayoria de estas técnicas se basan en la extraccion mediante diferentes
disolventes y la aplicaciéon de calor y/o la mezcla de estas variables. Con el fin de
obtener compuestos bioactivos a partir de tejidos vegetales, entre estas técnicas se
encuentran principalmente la Extracciéon Soxhlet, la Maceracién, la Hidrodestila-

cion y las Extracciones dcidas. Este tipo de técnicas son usadas tradicionalmente ya

19



ANTECEDENTES

que se basan en el uso de solventes, temperaturas altas y agitacién, con el fin de in-
crementar la solubilidad de los materiales y la tasa de transferencia de masa (Azmir
et al., 2013).

1.10.1.1. Extraccién por medios acidos (Hidrélisis Acida)

Se sabe que la pectina es un dcido con un pH de aproximadamente 3.5, princi-
palmente se extrae tratando la materia prima con dcidos minerales (4cido sulftrico,
fosférico, nitrico, clorhidrico o citrico) tratados a altas temperaturas y en medios
con pH’s bajos ya que bajo estas variables los enlaces glucosidicos se rompen con
mayor facilidad que en medios alcalinos. El intervalo de tiempo varia con la ma-
teria prima y el tipo de pectina deseada. Las condiciones normales de temperatura
se encuentran entre 50 °C a 96 °C, pH de 1 a 3 (el pH bajo disocia las uniones iéni-
cas). Después de la concentracion, lo precipitados de pectina se dan a partir de la
adicién de alcohol. Se considera el 2-propanol el més apropiado para llevar a cabo
los precipitados. Para la aplicaciéon de alcohol se usa un rango entre 60 y 80 % en
relacion al total de la concentracion de pectina liquida obtenida (Silva et al., 2008).
El mecanismo quimico que ocurre durante la hidrélisis dcida refiere a la ruptura de
carbohidratos (ruptura en los enlaces a-1,4 formando asf la estructura péctica la cual
se encuentra conformada por la unién de varios dcidos galacturénicos con grupos

esterificados o no).

1.10.2. Técnicas de extraccidon no convencionales

Los métodos no convencionales resultan ser méas amigables con el ambien-
te, ya que estos disminuyen el uso de productos quimicos y organicos, se pueden
optimizar las variables de extraccion (tiempo y temperatura) asi como mejorar la
calidad del extracto. Estas técnicas han tomado interés durante los tltimos 50 afios.
Para mejorar el rendimiento de la muestra y la selectividad de los compuestos bioac-
tivos a partir de materiales vegetales, los ultrasonidos (Ghafoor et al., 2009; Vinatoru
& Mason, 1997), los campos eléctricos pulsantes (Toepfl et al., 2006) , 1a digestion en-
zimatica (Gaur et al., 2007), la extraccién por microondas (Kaufmann & Christen,
2002), los fluidos supercriticos (Esquivel & Aguilar, 2007), entre otros, han sido es-

tudiadas como métodos no convencionales.
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1.10.2.1. Extraccion por Ultrasonido

En la actualidad se han desarrollado tecnologias las cuales disminuyan el uso
de disolventes y optimicen el proceso, dentro de éstas encontramos a los Ultraso-
nidos (US). Esta tecnologia se le considera emergente (Chemat et al., 2011; Joyce &
Mason, 2008) ya que permite la aceleracion en la transferencia de masa y energia,
debido a que interaccionan con el material provocando la alteracién de sus propie-

dades fisicoquimicas (Figura 1.16).

Figura 1.16. Procesador Ultrasonico.

» Generalidades de los Ultrasonidos

Existen diferentes energias en la naturaleza, una de ellas es la energfa actstica. Los
sonidos son oscilaciones mecdnicas en el tiempo que tienen lugar en el seno del
material por el que se propagan. Las ondas actsticas al ser eldsticas, necesitan un
medio material para su propagacién. A diferencia de las ondas electromagnéticas,
estas no poseen la capacidad de transmitir a partir del vacio. Los ultrasonidos son
las ondas actsticas de frecuencia superior al limite de audicién humano (20 kHz)
(Raj et al., 2004). Se sabe que si los ultrasonidos se aplican con una potencia suficien-
te es posible afectar a un determinado proceso, un producto o una reaccién quimica,
la mayoria de estos son producidos por efectos del fenoméno conocido como cavi-
tacion.

= Tipos de Ultrasonidos

Las ondas actsticas se pueden clasificar en funcién de la frecuencia (Figura 1.17 ).
Normalmente se toma como referencia la audicién humana la cual cubre los rangos
entre los 20 Hz y los 20 kHz, por el limite en el que éstas se encuentran se le deno-

minan ondas sénicas. Se denominan ondas subsoénicas o infrasonidos, a las ondas
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que se encuentran por debajo de los 20 Hz. Las ondas que se encuentran por encima
de los 20 Hz reciben el nombre de ultrasénicas (Mason, 1998). Es importante afiadir
que las frecuencias se dividen en tres partes: los ultrasonidos de potencia o de alta
intensidad (20-100 kHz), los ultrasonidos de alta frecuencia (100 kHz-1 MHz) y por
altimo tenemos a la ecografia de diagnostico la cual va de 1-500 MHz.

Por otra parte, existe otra clasificacion a partir de sus aplicaciones industria-
les (McClements & Gunasekaran, 1997), esta clasificacion se divide en dos grupos,
ultrasonidos de alta potencia o de intensidad y los ultrasonidos de sefial o de baja
potencia. El primer grupo abarca frecuencias entre 20 y 100 kHz e intensidades su-
periores a 1 W/cm?, el segundo grupo se caracteriza por utilizarse en frecuencias
que oscilan entre los 100 kHz y los 20 MHz e intensidades inferiores a 1 W/ cm?.

20Hz 100KHz — 1MHz

20 Hz — 18KHz | 18— 100KHz

10 MHz |

>
|

Infrasonido | Espectro Baja | Alta | Diagnostico

Audible : Frecuencia Frecuencia :
A J | J :
: I I :
i Alta Potencia Baja Potencia b
i (>1W/em?) (<1W/em?)

Ultrasenidos Ultrasonidos Microscopia

i de de Acistica
Potencia Senal :

E ........................ LIL'IR‘AS()I\IDUS ...........................E

Figura 1.17. Clasificacién del sonido en funcién de la frecuencia.

n Ultrasonidos de Alta Intensidad

Los ultrasonidos de potencia, también llamados de alta intensidad, que se caracte-
rizan por tener unas frecuencias que oscilan entre los 20 y 100 kHz e intensidades
superiores a 1 W/cm?. Su uso es comtin cuando se desea que un sistema se modifi-
que quimicamente o se desee cambiar una estructura quimica o fisica, esto se debe al
fenémeno conocido como cavitacién (Pilli et al., 2011; Rastogi, 2011). Normalmente,
se aplican mediante ondas continuas, aunque también se pueden aplicar en forma

de pulsos.

s Cavitaciéon
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Uno de los efectos més significativos de los ultrasonidos es el fenémeno que produ-
ce llamado cavitacion. El cual se produce en aquellas regiones de un liquido someti-
do a presiones de alta amplitud las cuales alternan rdpidamente. Cuando los ultra-
sonidos se aplican sobre medios liquidos, las ondas ultrasénicas provocan dos tipos
de sucesiones ciclicas, una de expansion y otra de compresion las cuales son emiti-
das por vibraciones mecénicas (Tang, 2003). Las ondas ciclicas de compresion ejer-
cen una presion positiva y empujan las moléculas del liquido en un mismo sentido,
mientras que los ciclos de expansién ejercen una presién negativa y orientan a las
moléculas en sentidos contrarios (Vajnhandl & Le Marechal, 2005). El resultado que
generan estas ondas ciclicas es la formacién ininterrumpida de microburbujas, cuyo
diametro aumenta hasta 1000 veces su tamafio original en la alternancia durante los
ciclos de presién. Las microburbujas que alcanzan un tamafio critico colapsan para
volver al tamafio original. Cuando esto ocurre se libera toda la energia acumulada,
provocando un elevado aumento de temperatura instantdneamente. Sin embargo,
la energia liberada, asi como el choque mecdnico asociadas al fenémeno de implo-
sion, afectan la estructura de las células situadas en el microentorno. Se considera
que dependiendo de la frecuencia empleada y la longitud de las ondas de sonido,
se pueden generar diferentes cambios fisicos, quimicos y bioquimicos (Herrero &
de Avila, 2006) (Figura 1.18).

Sonotrodo I

Direccion de la
propagacion de las
ondas aclsticas

Tiempo

Presidn acustica

Figura 1.18. Fénomeno de la cavitacién y formacién de microburbujas.

» Sonda Ultrasénica
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Estos sistemas se basan en la transmisién al medio de la energia ultrasénica que
produce el transductor mediante una sonda metdlica. El sistema consta de un ge-
nerador que produce una sefial eléctrica, a la frecuencia y potencia deseadas, un
transductor piezoeléctrico que transforma la energia eléctrica en actstica, y una son-
da que transmite esta energia actstica al medio a tratar. La intensidad de la onda
emitida, es decir la amplitud de vibracién de la punta de la sonda, se puede con-
trolar alterando la potencia suministrada por el generador. Practicamente todos los
equipos disponen de un control de potencia de este tipo y la posibilidad de aplicar
la sefial en forma de pulsos. Para aplicaciones en liquidos, una sonda de forma cilin-
drica se limita a transmitir la sefial actistica producida por el transductor al medio
a tratar. La cavitacion que se genera en el medio produce un gran estrés mecanico
que ocasiona la erosion de la punta de la sonda. De esta manera, se forman irre-
gularidades en la superficie de la sonda que impiden la correcta emisién de ondas
planas. Debido a este fenémeno, se producen varias ondas que se anulan parcial-
mente entre si. Esto supone una pérdida de eficacia en la generacién y la emisién de
ultrasonidos. Por otra parte, la erosiéon también produce la disminucién de la longi-
tud total de la sonda que deja de ser un multiplo de media longitud de onda. Como
consecuencia, el sistema deja de estar optimizado geométricamente y la intensidad
emitida decae (Carcel et al., 2007).

1.10.3. Apliacién de los Ultrasonidos de Alta Intensidad para la

obtencion de Pectinas

La extracciéon de compuestos de interés a partir de fuentes vegetales, asistida
con ultrasonidos, se describe como un proceso el cual utiliza la energia actstica y
diferentes tipos de solventes. Este proceso actstico se ha reportado como mas venta-
joso que el emplear procesos como extracciéon con fluidos supercriticos, microondas

y extraccion acelerada con solventes.
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2.1. Plan de trabajo

—_— Preliminares
L S

Etapa 1. Obtenciéony
— caracterizacion de la -
muestra

Etapa 2. Extraccion |

Puesta en marcha de
equipos y metodologias

Obtencion dela B PH

muestra
—ISc')Iidos solubles totales

Analisis fisicoquimico —
. Acidez titulable

L Indice de madurez

. Escaldado

Acondicionamiento  =—— Secado

- Tamizado

- T (75°C)

— Medio acidulado (pH 3)

Meétodo convencional

— " y asistido con it 1(10, 30 y 40 min)
de pectinas Ultrasonidos |
4 — US (Amplitud 100%)
Solidos insolubles en
Etapa 3. alcohol (SIA) . US (Potencia real)
~— Cuantififcacion de
‘ pectina
Pectina Total (PT)
Rendimiento (%)
Peso equivalente (eq/g)
Etapa 4.
— Caracterizacion de Contenido de metoxilo (%)
‘ pectina
Contenido de AAG (%)
Grado de esterificacion (%)
Etapa 5.
- Identificacion de Espectrofotometria FT-IR
‘ pectina

Figura 2.1. Diagrama de Plan de trabajo.
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2.2.

Diseiio de Experimentos

El disefio de experimentos que se muestra en la Tabla 2.1 refiere a las varia-

bles utilizadas para la obtencién de pectina a partir de la extraccién convencional

(Hidrdlisis Acida) y asistida por USAI se describe a continuacion:

2.3.

2.3.1.

Tabla 2.1. Disefio de experimentos.

Tiempo Medio

Tratamiento (min) T(CCO pH acidulado Amplitud
10
HA 30 75 3 Acido NA

Citrico

40

10

HAUS 30 75 3 Acido 100 %

Citrico

40

Etapa 1. Obtencidén y caracterizacién de la

muestra

Obtencion de la muestra

Para el presente estudio se analiz6 un lote de guayaba variedad Media China

el cual se obtuvo en un mercado local del estado de Puebla. Ya que el presente tra-

bajo busca disminuir el impacto ambiental que la materia prima (guayaba) fuera de

norma produce cuando se genera a gran escala y es por ello que las muestras fueron

seleccionadas en funcién a que no cumplieran con las condiciones aptas segtin a lo
establecido por la normativa del CODEX STAN 215-1999 (Commission et al., 2007)
y la NMX-FF-040-SCFI-2002 (SE, 2002), dichas especificaciones se ven indicadas en
la Tabla 2.2.
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yaba).

Tabla 2.2. Especificaciones por normativa de las caracteristicas de la muestra (gua-

Especificaciones por normativa

Especificaciones de muestra utilizada (guayaba)

Enteras.

Enteras y/o fraccionadas.

De consistencia firme.

No presentan consistencia firme

(Mallugaduras).

De forma, color, sabor y olor caracteristico del

tipo.

No presentan forma, color y olor caracteristico

(olor fermentado).

Sanas excluyéndose todo producto afectado por

podredumbre o que esté deteriorado de tal

modo que no sea pI'OpiO para el consumo.

Presentan caracteristicas de podredumbre o no

aptas para el consumo.

Limpias, practicamente exentas de material

extrafio visible.

Sucias, con material extrafio adherido a la

dermis.

Exentas de manchas.

Presentan manchas negras y cafes.

Exentas de dafios causados por

microorganismos.

Presentan dafios causados por

microorganismos.

Exentas de imperfecciones marcadas.

Presentan imperfecciones.

Exentas de humedad externa anormal.

Presentan humedad (sudadas).

Suficientemente desarroladas y presentar un
estado de madurez satisfactorio que permita:

B Resistir las practicas de manejo y
transporte

B Llegar a su destino en condiciones

satisfactorias para su comercializacion.

®  Asegurar un estado de madurez
satisfactorio que corresponda a las

caracteristicas propias del tipo.

Su estado de madurez no le permite:

B Resistir las practicas de manejo y
transporte

B Llegar a su destino en condiciones
satisfactorias para su comercializacién.

B Asegurar un estado de madurez
satisfactorio que corresponda a las

caracteristicas propias del tipo.

2.3.2.

totales

Indice de madurez, pH, acidez titulable y sélidos solubles

Para el anélisis de indice de madurez se analizaron la cantidad de 5 muestras

(guayabas enteras), elegidas al azar del lote total (150-170 piezas, aproximadamen-

te). Asimismo, se necesitaron dos pardmetros, la cantidad de dcido predominante

27



METODOLOGIA

(%) presente en la muestra (acidez titulable) y la cantidad de sélidos solubles tota-
les (°Brix). Para el primer parametro se utilizé la metodologia descrita por la AOAC
(AOAC, 2000), se hizo una dilucién de 10 mL de la muestra molida (10 %) y agua
destilada (90 %), antes de llevar a cabo la titulacién con Hidréxido de sodio al 0.1
N se le afiadieron tres gotas de fenolftaleina como indicador, este proceso se realiz6
a tres muestras por duplicado. Para el segundo pardmetro con ayuda de un refrac-
témetro digital (PAL-1, Atago, China) se analiz6 la misma cantidad de muestras
que en el anélisis anterior (3 muestras) por duplicado tomando la cantidad de 1 mL
aproximadamente y esperando aproximadamente 3 segundos para que el refracté-
metro diera la lectura de los °Brix correspondientes. Para poder llevar a cabo los
célculos necesarios fueron necesarias la Ecuaciones 2.1 y 2.2.

Para llevar a cabo la medicién del pH de la muestra (guayaba fresca), para
ello se moli6 y filtro la muestra para retirar las semillas. La medicion se llevo a
cabo con ayuda de un potenciémetro (UB-10, Denver Instruments, Colorado, USA),
se colocé aproximadamente 5 gramos de muestra molida y filtrada en un vaso de

precipitado de 100 mL, la metodologia se llevé a cabo por triplicado.

= Para calcular el indice de madurez se utiliza la Ecuacién 2.1

°Brix
Indice d d = 2.1
ndice de madurez % Acides (2.1)

m Para calcular el % de acidez se utiliza la Ecuacion 2.2

(Vol.gastado NaOH) x (N del NaOH)

fo Acidez = Vol.utilizado de muestra

(2.2)

2.3.3. Acondicionamiento

Las guayabas fueron escaldadas para inactivar las enzimas presentes en las
mismas, para llevar a cabo el proceso de escaldado, las muestras fueron sumergi-
das en agua a una temperatura de 100 °C durante 5 minutos para posteriormente
ser almacenadas a 5 °C. Posteriormente, se descongelaron a temperatura ambiente
para poder manipularlas. Las guayabas se cortaron en rodajas (espesor de 5 mm)
y se secaron en un horno de fujo convectivo (RE53UL, BINDER, Alemania) a una
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temperatura de 40 °C hasta llegar a un peso constante y asi reducir la cantidad de
agua disponible en el fruto. En seguida, la muestra se moli¢ y tamizé reduciéndola
a un tamafo de particula de 500 pm. El polvo se almacen en frascos de vidrio her-
méticos a temperatura ambiente (25 °C) bajo condiciones de ausencia de luz, hasta
su uso posterior.

2.4. Etapa 2. Extraccion de Pectinas

2.4.1. Extracciéon por HA

Para llevar a cabo la extraccién de pectina por HA, se sigui6 el método utili-
zado por (Ahmad & Rongen, 2014). Se pesaron 5 gramos de muestra anteriormente
acondicionada en una balanza analitica (ES12CA, Precisa, Suiza). Se llevaron a un
vaso de precipitado de 500 mL y posteriormente se agregaron 250 mL del medio
acidulado, para ello se utiliz6 la cantidad de &cido citrico necesaria para que se
produjera un medio con un pH de 3 respectivamente con ayuda de un medidor po-
tenciometro (UB-10, Denver Instruments, Colorado, USA). Durante la extracciéon se
manejaron diferentes tiempos (10, 30 y 40 minutos) y una temperatura de 75 °C a
agitacion constante en una parrilla eléctrica (Cimarec SP131015, Thermo Scientific,
USA). Las soluciones resultantes se filtraron con ayuda de una tela y se llevaron a
una temperatura de 4 °C para evitar una degradacién de la pectina producida por
calor. El producto resultante se precipité con etanol (1:1) dejandolo en reposo du-
rante 1 hora a temperatura ambiente (25 °C). La pectina se dej6 secar en un horno
a una temperatura de 50 °C durante 3 horas. Finalmente se moli6 con ayuda de un
mortero.

2.4.2. Extraccion por HAUS

Para esta metodologia se utilizaron 5 gramos de muestra anteriormente acon-
dicionada. Se llevaron a un recipiente enchaquetado o reactor aproximadamente de
100 mL. Las variables que se tomaron en cuenta para llevar a cabo la extraccién
fueron el tiempo de extraccién (min), la temperatura (°C), un medio dcidulado con
un ajuste de pH de 3 con ayuda de un medidor potenciémetro (UB-10, Denver Ins-
truments, Colorado, USA) y se manejé una amplitud del 100 % para el sonicador.
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Posteriormente la muestra se someti6 al proceso de extracciéon usando un sonicador
(UP400S, Hielscher Ultrasound Technology, USA) con un sistema tipo sonda a una
amplitud del 100 % durante los tiempos de (10, 30 y 40 minutos), asimismo durante
la extraccion se llevo a cabo a una temperatura de 75 °C, para mantener esta tempe-
ratura se utilizé un bafio de recirculacién de agua (AD07R-20, PolyScience, USA).
Después de la extraccién asistida con ultrasonidos, la soluciéon péctica resultante se
tiltr6 con ayuda de una tela y se llevé a una temperatura de 4 °C para evitar una
degradacion de la pectina producida por calor. El producto resultante se precipit6
con etanol (1:1) dejandolo en reposo durante 1 hora a temperatura ambiente (25 °C).
La pectina se dej6 secar en un horno a una temperatura de 50 °C durante 3 horas.

Finalmente se moli6 con ayuda de un molino (Figura 2.2)

Procesador

ultrasénico
Termopar  Entrada de agua
N Salida de agua I |I| |§| / /
\4 \
Sonotrodo

Enchaquetado Muestra y medio
acidulado

Bafio recirculador

Figura 2.2. Diagrama de obtencién de pectinas mediante HAUS.

2.4.2.1. Caracterizacion de los parametros ultrasénicos

Para llevar a cabo la caracterizacién de los pardmetros ultrasénicos utiliza-
dos para la extracciéon de pectinas a partir de HAUS se llevé a cabo la evaluaciéon
de la potencia entregada por el sonicador al medio (calorimetria), para la cual se
tomaron las variables utilizadas para la extraccién. Se hizé una calibracién en el
equipo y un vaso de precipitado de 500 mL, se colocarén en el mismo 250 mL de
medio acidulado con 4cido citrico y agua desnionizada y se afiadieron 5 gramos de
la muestra (guayaba seca), posteriormente se introdujeron al programa las condi-
ciones para llevar a cabo la calorimetria (una amplitud del 100 % y un tiempo de

3 minutos). Finalmente se graficaron los resultados obtenidos a partir de la calori-
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metria. El cdlculo para obtener la potencia real ultrdsonica se realiz6 a partir de la
Ecuacién 2.3 con base a la pendiente obtenida por la curva temperatura-tiempo rea-

lizada experimentalmente.

P:MXCPXZ—{ (2.3)

donde:

M= Es la masa del medio de extraccién (kg)

Cp= Es el calor especifico del mismo (J/kg °C)

dT/dt= Es el incremento de la temperatura del medio de extraccién tratado

por ultrasonidos.

2.5. Etapa 3. Cuantificaciéon de pectinas por el

método colorimétrico m-hidroxibifenil (SIA y PT)

La extraccion de los SIA se llevo a cabo de acuerdo con el método de (Kintner
& VanBuren, 1982). Se pesaron 2.5 gramos de muestra previamente homogeneizada
y fueron introducidos en un tubo de centrifuga previamente pesado, se agregaron
15 mL de etanol absoluto e inmediatamente se agitaron con una varilla de vidrio.
Posteriormente se coloc6 la muestra en un bafio con agua en ebullicién durante 10
minutos. A continuacién se enfriaron en un bafio de agua con hielo. Enseguida se
us6 una centrifuga refrigerada (320R, Hettich Lab Technology, Alemania) durante
10 minutos a 4 °C. Finalizada la centrifugacion, el sobrenadante se deseché. Al pre-
cipitado se le agrego una vez mads etanol y se centrifugé de nuevo bajo las mismas
condiciones. Finalmente, el mismo tubo de centrifuga con el precipitado se puso a
secar en un horno por conveccién de calor (RE53UL, BINDER, USA) a 60 °C du-
rante 24 horas para evaporar el etanol restante. Obtenidos los SIA se procedi6 a la
determinacioén de la pectina total.

Para la determinacién de Pectina total, se utilizaron 5 mg de SIA y fueron
pesados en una balanza analitica, se agregaron 2 mL de H>SO4 concentrado y se
dejo6 agitar 1 minuto. Después se agregaron 0.5 mL, gota a gota, de agua destilada y
se dejo agitando durante 5 minutos. Al cabo de este tiempo se agregaron otros 0.5

mL de la misma manera dejandose en agitacion durante 30 minutos. Transcurrido

31



METODOLOGIA

este tiempo la dilucién resultante se filtré a vacié con fibra de vidrio y se enraso6 a
25 mL con agua destilada.

Del extracto obtenido a partir de la pectina total y las fracciones pécticas se
tomo 1.0 mL de muestra y se agregaron 6 mL de una disolucién acida de tetrabo-
rato de sodio (0.025 M) manteniendo baja la temperatura con un bafio de agua con
hielo. Posteriormente, se calentaron en un bafio de agua a 100 °C durante 5 minu-
tos y, finalmente, se dejaron enfriar en un bafio de hielo. Se agregaron 0.1 mL de
m-hidroxibyfenil (0.15%). Para cada una de las muestras se preparé una muestra
blanco, a la cual se le agregaron 0.1 mL de Hidréxido de sodio al 0.5% en lugar
de m-hidroxibyfenil. Los tubos fueron agitados con un vortex y se dejaron repo-
sar 15 minutos para después medir la absorbancia de las muestras a 520 nm en
un espectrofotémetro UV-visible (6405, JENWAY, Inglaterra). Los resultados fueron
expresados en mg AGA /100 gramos de muestra seca.

2.6. Etapa 4. Caracterizacion de Pectinas

2.6.1. Rendimiento

El rendimiento de pectina obtenida se calculo a partir de la Ecuacién 2.4.

Peso de pectina seca obtenido

Rendimiento ( %) =
(%) Peso de la muestra seca

(2.4)

2.6.2. Peso equivalente

El peso equivalente se determiné a partir del método propuesto por (Owens,
1952) a partir de una titulacién con Hidréxido de sodio para obtener un pH de 7.5
usando rojo de fenol como indicador. Se pesaron 0.5 g de la muestra en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL y se afiadieron 5 mL de etanol. Se utilizaron 1.0 gramos de
cloruro de sodio y se afiadieron 100 mL de agua destilada. Finalmente se afiadiron
6 gotas del indicador y se titularon con NaOH al 0.1 N. El punto de titulacién se
indicé con un vire color salmoén. Esta solucién neutralizada se almacen para la de-
terminacion de contenido de metoxilo. El peso equivalente se calcul6 mediante la

Ecuacion 2.5. El PE epresenta el ntimero de carboxilicos libres que reaccionan con la
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base adicionada (NaOH), de tal forma que su grupo funcional carboxilo (-COOH),
quien otorga las caracteristicas dcidas a la molécula, sufre separacioén del protén de-

bido a la accion de la base.

. Peso de la muestra x 1000
Peso equivalente (eq/g) = Vol.del alcali x N del alcali (2.5)

2.6.3. Contenido de Metoxilo (MeO)

La determinacion del contenido de metoxilo (MeO) se realiz6 utilizando el
método de (Owens, 1952). La solucién neutra obtenida a partir del peso equivalente
se ocupo para esta determinacion. Se afiadieron 25 ml de Hidréxido de sodio (0.25
N). La solucién se agito constantemente y se mantuvo a temperatura ambiente du-
rante 30 min. Después, se afiadieron 25 mL de acido clorhidrico (0.25 N) y se titulé
nuevamente con NaOH (0.1 N) llegando al mismo punto final, como en la titulacién

de peso equivalente. E1 MeO se calcul6 a partir de la Ecuacién 2.6.

Contenido de metoxilo (%) = Vol.g;z)s;izds: Zzeri\’;e(s)fax 51 (2.6)

donde:
Peso molecular del MeO= 31 mg/meq

2.6.4. Contenido de Acido Anhidrogalacturénico (AAG)

Para llevar a cabo la metodogologia descrita por (Owens, 1952) para deter-
minar el contenido de 4cido anhidrourénico el cual indica la pureza y el grado de
esterificacion que presentan las pectina obtenidas a partir de HA e HAUS,asimismo,
permite evaluar las propiedades fisicas de las mismas. Los resultados obtenidos por
el contenido de metoxilo y el peso equivalente son necesarios para poder llevar a
cabo la determinacién del contenido de AAG, el cual se calcul6 con la Ecuacién 2.7.

176 x 0.1z x 1000 4 176 x 0.1y x 100
w x 1000 w x 1000

AAG (%) = 2.7)

donde:
Peso molecular del AAG= 176 mg/meq
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z=ml gastados del alcali (NaOH) resultante del peso equivalente
y=ml gastados del alcali (NaOH) a partir del contenido de metoxilo

w= Peso de la muestra utilizada (guayaba seca escaldada)

2.6.5. Grado de Estertificacion

El grado de esterificacion se determiné por el método de (Ranganna, 1986) y

se calcul6 a partir de la Ecuacién 2.8.

176 x % MeO
Grado de esterificacion (%) = ﬁ (2.8)

2.7. Etapa 5. Identificacion de Pectina por
Espectrofotometria (FT-IR)

Para llevar a cabo la identificacién por andlisis instrumental de los grupos
funcionales propios de pectina obtenida a partir de HA e HAUS se ocupé un es-
pectrofotémetro de infrarrojo (One FI-IR, Perkin Elmer Precisely, UK). Para llevar a
cabo la caracterizaciéon se tomaron aproximadamente 100 mg de la muestra (pecti-
na) y se depositaron en el plato del ATR anteriormente higienizado con etanol para
evitar cualquier interferente en la lectura y posteriormente se seleccion6 la pun-
ta correspondiente. Para rectificar que el plato del ATR estaba limpio el programa
Spectrum realiz6é un Background indicando que efectivamente el plato se encuentra
libre de cualquier contaminante. Se seleccion6 la opcion Instrument y se seleccion6
la opcién Monitor para checar la fuerza que aplicé la punta sobre la muestra la cual
no debe pasar del 60 % ya que podria romper el lector del equipo. Se seleccion¢ la
opcién Scan dentro del ment y se checaron las condiciones del escaneo, se colocé
el nombre de la muestra (pectina extraida por HAUS) y finalmente se seleccioné la
opcién Scan. Una vez que se realizaron las lecturas se entré al ment Process y se
realiz6 la correccion de la linea base y la eliminacién del ruido. Es necesario que la
muestra (pectina) se encuentre seca o libre de agua ya que el espectrémetro puede

incluir los grupos funcionales propios del agua en la lectura.
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3.1. Caracterizacion de los parametros ultrasonicos

Como se menciona en el apartado 2.5.2.1 que corresponde a la metodologia,
se llev6 a cabo una calorimetria para determinar la potencia real entregada por el
equipo de ultrasonido al medio de extraccién (agua acidulada con 4cido citrico; pH
3). En el presente estudio se obtuvo una potencia real de 95+6.41 W, esto quiere
decir que los 400 W de energia eléctrica utilizada para el equipo se transformaron
a una energia actstica de 95 W. Las ondas actsticas trasmitidas por el equipo de
ultrasonido tipo sonda permite una f4cil penetraciéon de las mismas hacia el me-
dio llegando con facilidad a la muestra utilizada (guayaba seca escaldada). En la
Tabla 3.1 se puede observar que para el presente estudio obtuvo una potencia real
de 95+6.41W, esto quiere decir que las ondas actsticas trasmitidas por el equipo
ultrasénico tipo sonda permite una facil penetracién de las mismas hacia el medio

llegando con facilidad a la muestra utilizada (guayaba seca escaldada).

Tabla 3.1. Variables para calcular la potencia real entregada por el equipo ultraséni-
co.

Amplitud  Peso dela Masadel @ Cpmezcla dT/dt Potencia real (W)

(%) muestra (g) disolvente  (J/gramo*
(g °C)
100 5.0003 255.02 412 0.09 95.91+6.41

Valores promedio + desviacion estdndar (n=2).

En la Figura 3.1 se aprecia el gréfico obtenido a partir de la calorimetria, se
puede observar el ajuste realizado a la misma obteniendo una R? de 0.9996 asi como

la regresion lineal obtenida a partir de la ecuacion de la recta mostrada.
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Figura 3.1. Calorimetria empleada para la determinacién de potencia real aplicada
por el sonicador al medio acidulado (t=3 minutos).

3.2. Cuantificacion y Caracterizacion de pectinas
obtenidas apartir de HA e HAUS

3.2.1. Caracteristicas fisicoquimicas de la muestra utilizada

Los resultados obtenidos de la caracterizacion fisicoquimica de la guayaba
se muestran en la Tabla 3.2. Los atributos fisicoquimicos evaluados en la muestra
fueron pH, sélidos solubles totales (°Brix), indice de madurez, y acidez total. Los
valores de pH demuestran que el fruto utilizado posee un pH 4cido (3.40+0.01)
esto se debe a su composicion rica en vitaminas 4cidas como la Vitamina C, la va-
riedad del fruto, el estado de madurez y el dcido predominante que en este caso
es el citrico. El pH obtenido a partir de guayaba variedad Media China coincide
con los datos obtenidos por Solarte et al. (2010) quienes encontraron valores de pH
de 3.41 en guayaba variedad Regional Blanca mientras que Torres & Castro (2009)
encontraron un rango entre 3.90+0.10 a 4.60+0.20, asimismo Marquina et al. (2008)
obtuvieron valores que van 3.8 a 4.1. Por otro lado la acidez total titulable en el
presente trabajo obtuvé un valor de 0.45+0.01 % encontrdndose por debajo de lo re-
portado por Torres & Castro (2009) quienes obtuvieron valores de 0.56 % a 0.96 %.
Asimismo, Medina & Pagano (2003) reportaron valores de 2.48+0.07 %. La cantidad
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de so6lidos solubles obtenidos (10.02+0.01 °Brix) por refractometria se encuentran
en el rango de los frutos maduros y sobremaduros (11.30 a 10.29 °Brix) segtin Solar-
te et al. (2010) los cuales aumentan con la maduracién del fruto asi como el indice
de madurez, propiciando una disminucién con los 4cidos presentes en el fruto. Asi
para el indice de madurez, el fruto utilizado present6 un valor de 22.06+0.88 %, el
cual se encuentran dentro del rango reportado por Solarte et al. (2010) el cual va de
18.83 % a 24.50 %.

Tabla 3.2. Atributos fisicoquimicos propios de la muestra utilizada

Indice de
6li lubl
Muestra pH Sélidos S,O ubles % Acidez  madurez
(°Brix) o
(%)
Guayaba 3.40+0.01 10.02+0.01 0.45+0.01 22.06+0.88
variedad
Media China

Valores promedio + desviacién estdndar (n=2).

3.2.2. Cuantificacién de pectinas (SIA y PT)

Como se mencioné en el apartado 1.7 correspondiente a antescedentes, las
pectinas estdn formadas principalmente por polimeros lineales de 4cido galacturé-
nico (AGA). Para poder determinar la pectina total se utiliz6 el método m-hidroxibifenil,
asi, se llev6 a cabo una curva de calibracién a partir de una solucién estandar de 100
ppm de AGA. Los resultados obtenidos para la curva de calibracion se presentan

en la 3.3 y su representacion grafica se puede observar en la Figura 3.2.
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Tabla 3.3. Concentraciones de AGA utilizados para la elaboracién de curva de cali-

braciéon
Solucién Absrobancia A= 520 nm
estindar (ppm)
5 0,177+0,018
10 0,249+0,034
20 0,334+0,026
30 0,428+0,030
40 0,517+0,014
50 0,655+0,038
Valores promedio + desviacién estdndar (n=2).
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Figura 3.2. Gréfica apartir de las concentraciones de dcido galacturénico obtenidas.

La Figura 3.2 muestra el ajuste de las concentraciones, obteniendo una R? de
0.9936. Asi, a partir de la ecuacion de la recta se puede calcular mediante regresion
lineal la concentracién de pectina total dada por la absorbancia (%) expresada en
AGA /100 gramos de muestra seca. Sin embargo, para poder llevar a cabo la cuanti-
ticacién de pectina total fue necesario realizar un pretratamiento a la muestra. Para
ello, se llevo a cabo el aislamiento de los s6lidos insolubles en alcohol (SIA), los
cuales servirdn para posteriormente llevar a cabo el método del m-hidroxibifenil y
poder cuantificar mediante espectrofotometria la cantidad de pectina total presente

en la muestra, la cual representa el total de cadenas lineales de 4cido galacturénico.
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Tabla 3.4. Pectina total presente en guayaba con diferentes tratamientos

Muestra con diferentes Pectina total (g
tratamientos aplicados AGA/100g muestra
seca)
Guayaba escaldada seca 12.789+137.276
Guayaba escaldada fresca 7.036+£194.474
Guayaba sin escaldar seca 4.678+59.331

Valores promedio + desviacién estandar (n=2). Diferentes letras (a, b, c) en la misma columna mues-
tran diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos.

El contenido de pectina total (PT) obtenido a partir de los SIA muestran cier-
tas variaciones acorde al tratamiento aplicado a la guayaba. Podemos observar en la
Tabla 3.4 que la muestra que mayor cantidad de pectina total poseé es la muestra se-
ca escaldada (12.789+0.13), esto se debe a que el tratamiento aplicado (presencia de
calor) inactiva las enzimas como las pectasas (pectinmetilesterasa), las cuales catali-
zan la separacion del alcohol metilico de la molécula de pectina, y la poligalacturo-
nasa, que hidroliza los 4dcidos pécticos a acidos poligalacturénicos de cadenas mas
cortas, por lo que el tratamiento al inactivarlas preserva el contenido de cadenas
de AGA debido a que las enzimas no pueden actuar sobre el dcido galacturénico.
A partir de los resultados obtenidos de la muestra seca escaldada (12.789+137.276
gramos AGA /100 gramos de muestra seca) se pudo observar que se encuentra por
encima de los valores obtenidos por Carranza-Concha (2010) en uva blanca (0.347
gramos AGA /100 gramos de muestra fresca), asi como los obtenidos por Stiickrath
et al. (2008) en frutos rojos que van de 0.1989 a 0.2052 gramos de AGA /100 gramos
de muestra, no obstante los resultados obtenidos de PT resultaron mas bajos que los
reportados por Barazarte et al. (2010) en cdscaras de maracuyad los cuales resultaron
ser de 15.81+0.60 en cdscara amarilla y de 16.50+0.62 en cascara verde-amarilla.

3.2.3. Caracterizaciéon de pectinas
3.2.3.1. Rendimiento

Los resultados obtenidos para el rendimiento de la pectina en funcion del
tiempo de extraccion, tanto para la extraccion convencional como la asistida con

ultrasonidos se muestran en la Figura 3.3.
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Figura 3.3. Rendimiento de pectina obtenido a partir de HA e HAUS.

Por un lado, se puede observar que existen diferencias significativas (p<0.05)
en funcion del tiempo de extraccién para los tratamientos realizados con hidrélisis
dcida y con ultrasonidos entre los 10 minutos (2.3 y 5.9 %, respectivamente) y los
otros dos tiempos de extraccion (30 y 40 minutos), por lo tanto, en base a los da-
tos obtenidos para tiempos de extraccién por arriba de los 30 minutos, se obtienen
mayores rendimientos de pectina, asi para muestras tratadas con hidroélisis 4cida,
los valores promedio obtenidos son de 3.8, mientras que para las tratadas con ultra-
sonidos los valores promedio son de 6.3. Por otro lado, se observaron que existen
diferencias significativas (p<0.05) entre las dos técnicas, ya que para el tiempo de 10
minutos a partir de una extracciéon por HA se observé un rendimiento de 2.3+0.3 %,
mientras que para el mismo tiempo de extraccién, pero ahora con el tratamiento
asistido por USAI, se obtuvé un 5.9+0.2 %, por lo tanto, la diferencia entre ambos
tratamientos fue del 61.02 %. Para los tiempos de 30 minutos, los valores de rendi-
mientos obtenidos fueron de 3.7+0.4 % para HA y 6.2+0.1 % para HAUS, existiendo
una diferencia del 40.33 %, finalmente, para el tiempo de 40 minutos, el rendimiento
fue de 3.9+0.4 % y 6.4+0.1 %, para HA e HAUS, respectivamente, lo que dio una di-
terencia de 39.07 %. Por lo tanto, se observa que para todos los tiempos de extraccion
el rendimiento de pectina es mayor cuando el proceso es asistido con ultrasonidos,
esto se debe a que la cavitaciéon que surge durante la extracciéon provoca que las

micro burbujas en el momento de su implosién generen la ruptura de las paredes
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celulares permitiendo la migracién de los compuestos de interés hacia el disolvente
utilizado para su extraccién y es asi como existe una mayor transferencia de masa
durante la misma (Chandrapala et al., 2013).

En el presente estudio se obtuvieron valores de rendimiento de pectina obte-
nido mediante HA mayores a los reportados por Ahmad & Rongen (2014) en mues-
tras de cascara de guayaba los cuales fueron de 3.87 %, asimismo los reportados por
Chacin & Marin (2010) los cuales se encuentran en un rango de 1.33 % a 1.65 %. Las
variables como el pH, el tiempo de extraccion, la temperatura resultan importantes
para determinar el porcentaje de rendimiento total de pectina. Para la extraccion
convencional asistida con USAI, Minjares-Fuentes et al. (2014) reportaron mayores
rendimientos de pectina obtenidos en muestras de bagazo de uva (29.4 %) extraidas
a partir de un tratamiento convencional asistido con un bafio ultrasénico. Asimis-
mo, Wang et al. (2015) obtuvieron valores de rendimiento (27.46 %) en muestras de
cascara de uva por encima de los obtenidos en el presente trabajo. Es importante
destacar que los compuestos bioactivos obtenidos mediante el tratamiento asistido
con USAI pueden presentar caracteristicas fisicoquimicas y estructurales similares
(Figura 3.4) a los obtenidos por otros métodos de extraccién convencionales (Hidré-

lisis 4cida).

Figura 3.4. Pectinas himedas obtenidas a partir de guayaba mediante HA., B: Pec-
tinas humedas obtenidas mediante HAUS., C: Pectinas secas obtenidas
mediante HA., D: Pectinas secas obtenidas mediante HAUS, a los 10, 30
y 40 minutos de extraccion

Entre mas prolongado es el tiempo ultrasénico, puede implicar una cantidad
mayor de compuestos obtenidos. Sin embargo, la cantidad de compuestos puede
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llegar a disminuir con la aplicacion de tiempos prolongados en conjunto con poten-
cias ultrasdnicas altas ya que resulta posible una degradacion de compuestos debi-
da a la onda ultrasénica ocupada. De acuerdo a los informes por (Li et al., 2005), asi
como (Sivakumar & Pandit, 2001), la aplicacién de potencias altas ultrasénicas tie-
nen un efecto degradante. Las altas temperaturas producidas por los ultrasonidos
disminuye la viscosidad y densidad del medio, asi como aumenta la transferencia
de masa, debido al aumento de burbujas producidas durante la cavitacién y por lo
tanto existe una mayor superficie de contacto (Palma & Barroso, 2002). Por lo tanto
las altas temperaturas aplicadas durante la extraccion asistida con USAI promueven

una mayor eficiencia para la obtencién de compuestos de interés.

3.2.3.2. Peso equivalente

El peso equivalente (PE) nos permite determinar el poder gelificante y la vis-
cosidad de la pectina, ya que estas caracteristicas estdn muy asociadas con el peso
molecular y el tamafio de las cadenas pécticas (formadas por AGA). El PE a partir
de pectinas obtenidas por HA y HAUS se muestra en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Determinacion del peso equivalente (eq/g) de pectina obtenida a partir

de guayaba
Tiempo de extraccién (min) Tratamiento
HAUS HA
10 3194.65+120.10°B  2276.92+103.3824
30 3264.11+120.472PB 2544 71+75.28PA
40 3583.86+256.30PB  2784.05+154.35A

Valores promedio + desviacién estandar (n=3). Diferentes letras (a, b, c) en la misma columna mues-
tran diferencias significativas (p<0.05) entre los tiempos de extraccién para un solo tratamiento. Dife-
rentes letras (A, B, C) en la misma fila muestran diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos
para un solo tiempo.

Para la extracciéon convencional el contenido de PE muestra diferencias sig-
nificativas (p<0.05) entre los tiempos de extraccién (10, 30 y 40 minutos), ya que
conforme éstos aumentan, el PE es mayor, asi, los valores obtenidos para este trata-
miento se encuentran en un rango de 2276.92+103.38 eq/g a 2784.05+154.35 eq/g,
dichos valores resultan similares a los reportados por Chacin & Marin (2010) los cua-
les van de 871.21+£354.34 eq/g a 2512.5+22.36 eq/g, y se encuentran por encima de
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los reportados por Ahmad & Rongen (2014) (345.4 eq/g). E1 PE se encuentra asocia-
do con la cantidad de grupos carboxilos libres que conforman la cadena de pectina
y que los mismos aumentan con el estado de madurez del fruto. Asimismo, los re-
sultados obtenidos a partir de HAUS, mostraron diferencias significativas (p<0.05)
entre los tiempos de extraccién. Se observa que para los tiempos de 10 y 30 minu-
tos los valores obtenidos se encuentran entre 3194.71+120.10 eq/g a 3264.1+120.47
eq/g indicando que entre estos tiempos no existe diferencia significativa (p<0.05),
en cambio, para el tiempo de 40 minutos el PE fue de 3583.9+256.30 eq/g, es decir,
que a tiempos de extraccion altos (>30 minutos) mayor la cantidad de PE (el efecto
de los US generan reacciones, por lo que probablemente, se estén llevando a cabo
reacciones quimicas (sondlisis) que permitan tener mayor disponibilidad de com-
puestos). El aumento del PE tiene una influencia sobre propiedades fisicas de las
pectinas, como la viscosidad, la cual a su vez, se encuentra relacionada con la for-
macion de geles, por lo que un alto peso molecular genera una pectina més viscosa,
la cual facilita la formacién del gel (Owens et al., 1944).

El aumento en el PE a partir del tratamiento de HAUS en comparacién de
HA, se debe a que los USAI dentro de las aplicaciones que poseen cuando son apli-
cados a altas potencias se encuentra la despolimerizacién y cambios reolégicos en
los productos obtenidos, debido a que la pectina es un biopolimero el efecto que tie-
nen las ondas ultrasénicas sobre ésta permite que se genere la ruptura de los enlaces
que componen la pectina, dicho efecto permite obtener productos con caracteristicas
sensoriales y fisicoquimicas diferentes, motivo por el cual esta tecnologia se utiliza
en el desarrollo de nuevos productos (Delgado, 2015). Cabe destacar que este pa-
rametro varia en un amplio intervalo dependiendo del método y la naturaleza del
solvente utilizado para la extraccién. Por un lado, un alto peso equivalente en pec-
tinas tiene efectos positivos en la firmeza de geles que se puedan formar a partir de
estas, y por otro lado un peso equivalente bajo podria tener efectos negativos como
es la degradacion parcial de la pectina.

3.2.3.3. Contenido de Metoxilo (MeO)

En la Tabla 3.6, se muestran los resultados obtenidos para la determinacién
del contenido de metoxilo de pectina obtenida a partir de la extraccién convencional

y la asistida por USAI en los diferentes tiempos de extraccion.
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Tabla 3.6. Determinacién del contenido de metoxilo ( %) de pectina obtenida a partir

de guayaba
Tiempo de extraccién (min) Tratamiento
HA HAUS
10 3.28+0.06*"  4.03+0.062B
30 3.95+0.09PA  4.23+0.03PB
40 4.11+0.07°A  4.55+0.09B

Valores promedio + desviacién estandar (n=3). Diferentes letras (a, b, c) en la misma columna mues-
tran diferencias significativas (p<0.05) entre los tiempos de extraccién para un solo tratamiento. Dife-
rentes letras (A, B, C) en la misma fila muestran diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos
para un solo tiempo.

Por un lado, se observa que para la extracciéon por HA los valores obtenidos
para los 10 minutos comparado con los otros dos tiempos, existen diferencias signi-
ficativas (p<0.05) ya que se observa que para el tiempo de 10 minutos se obtuvé un
valor de 3.28+0.06 % mientras que para los tiempos de 30 y 40 minutos los valores
obtenidos fueron de 3.95+0.09 % y 4.11+0.07 % respectivamente. Los valores obte-
nidos a partir de HA en el presente estudio, resultaron similares a los reportados
por Ahmad & Rongen (2014) en muestras de cdscara de guayaba (3.50 % a 4.25 %),
y mas bajos que los reportados por Chacin & Marin (2010) en diferentes variedades
de guayaba (9.20 % a 9.40 %). Por otro lado, para HAUS los valores obtenidos de-
muestran diferencias significativas (p<0.05), ya que se observa que para el tiempo
de 10 minutos (3.28+0.06 %) los valores resultaron més bajos en comparacién que los
tiempos de 30 y 40 minutos (3.95+0.09 % y 4.11+0.07 %). Para ambos casos el bajo
contenido metoxilo puede deberse a que la pectina obtenida presenta cierta degra-
dacién en su estructura por actividad enzimética ya que proviene de una matriz
vegetal con alto porcentaje de madurez. A pesar de que la muestra utilizada (pro-
ducto fuera de norma) se sometié a un proceso de escaldado, no se sabe con claridad
que porcentaje de actividad enzimatico poseia. Como se mencioné anteriormente,
las pectinas de bajo metoxilo forman geles en presencia de calcio u otros cationes
divalentes en un amplio rango de pH, con o sin la presencia de aztcar. Las pecti-
nas de bajo metoxilo tienen muchas aplicaciones en alimentos bajos en calorias y
alimentos dietéticos (productos de confiteria, mermeladas y productos lacteos) bajo
determinados pardmetros (pH y SST), asimismo, poseen aplicaciones en la industria
tarmacettica (Chasquibol, 2010; Garcia & Garcia, 1985).
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3.2.3.4. Contenido de Acido Anhidrogalacturénico (AAG)

Los resultados obtenidos para la determinaciéon del contenido de AAG en
pectinas obtenidas a partir de HA e HAUS mostraron diferencias significativas
(p<0.05), asimismo como los tiempos de extracciéon para cada tratamiento. En la Ta-
bla 3.7, se muestran los valores obtenidos para cada tratamiento a diferentes tiem-
pos de extraccién. Por un lado para la extraccién convencional se muestran dife-
rencias significativas (p<0.05) para cada tiempo de extraccién (10, 30 y 40 minutos),
para el tiempo de 10 minutos se observan valores de 26.39+0.61 % mientras que pa-
ra los tiempos de 30 y 40 minutos no se observan diferencias significativas (p<0.05).
El porcentaje de AAG obtenido en el presente trabajo resultan por debajo de los
reportados por Ahmad & Rongen (2014) (67.4 % a 82.1 %), asimismo, de los reporta-
dos por Chacin & Marin (2010) los cuales se encuentran del 50.48 + 0.35 % a 51.54 +
0.60 %. Por otro lado, el tratamiento convencional asistido por USAI demuestra di-
ferencias significativas (p<0.05) entre los tiempos de extraccién, se observa que para
los tiempos de 10 y 30 minutos no existen diferencias significativas ya que para los
valores fueron de 28.39+0.40 % y 29.45+0.21 respectivamente, asi para el tiempo de
40 minutos el contenido de AAG fue de 30.74+0.81 %.

Tabla 3.7. Determinacion del contenido de AAG (%) de pectina obtenida a partir de

guayaba
Tiempo de extraccién (min) Tratamiento
HAUS HA
10 28.39+0.40°B  26.39+0.6124
30 29.45+0.212B  29.32+(.42bA
40 30.74+0.81PA  29.68+0.53PA

Valores promedio + desviacién estandar (n=3). Diferentes letras (a, b, c) en la misma columna mues-
tran diferencias significativas (p<0.05) entre los tiempos de extraccién para un solo tratamiento. Dife-
rentes letras (A, B, C) en la misma fila muestran diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos
para un solo tiempo.

Como se menciona en el apartado 1.8.5 de antecedentes, el AAG nos permite
identificar la pureza de la pectina extraida, en este estudio el bajo contenido de
AAG en las pectinas obtenidas puede deberse a la presencia de azticares neutros
los cuales estdn unidos a la cadena principal del AGA por uniones glicosidicas 1,2,
asimismo estos aztcares causan ramificaciones o plegamientos en las moléculas y se
dificulta que se alineen e interacttien para formar zonas de unién, dichos aztcares
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posiblemente se encuentran a partir de la precipitacion de la pectina por etanol. Otro
factor en el bajo contenido de AAG puede deberse a la presencia de altas cantidades
de proteinas solubles (Ahmad & Rongen, 2014).

3.2.3.5. Grado de esterificacion (GE)

El GE se refiere al nimero de grupos carboxilo esterificados (-COOCH3) por
100 grupos de AGA, esto nos permite distinguir dos grupos de pectinas: las pecti-
nas fuertemente metiladas o de alto metoxilo cuyo contenido de ésteres metilicos es
superior al 55 % y las pectinas débilmente metiladas con un contenido menor de és-
teres metilicos los cuales se encuentran alrededor del 45 %. Los resultados obtenidos
para el grado de esterificaciéon obtenidos en el presente trabajo se pueden apreciar

en la Figura 3.5.
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Figura 3.5. Porcentaje del grado de esterificaciéon de pectina obtenida a partir de HA
e HAUS.

Para el GE obtenido a partir de la extraccién convencional (HA) se obser-
van diferencias significativas (p<0.05) entre el tiempo de extraccién de 10 minutos
comparado con los tiempos de 30 y 40 minutos, ya que para el primer tiempo se
observa un grado de esterificacion del 70.67 % y para los tiempos de 30 y 40 minu-
tos es de 76.39 % y 78.66 % respectivamente. Asi, para el GE obtenido a partir del
tratamiento convencional asistido por USAI los valores presentan diferencias signi-
ficativas (p<0.05) entre los primeros dos tiempos (10 y 30 minutos) en comparaciéon
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del tiempo de 40 minutos, ya que estos son de 80.50 % y 81.67 % para los tiempos
de 10 y 30 minutos respectivamente, para el tiempo de 40 minutos el valor de GE
es de 83.98 %. Asimismo, existen diferencias significativas (p<0.05) entre ambos tra-
tamientos para cada los mismos tiempos de extraccion (10, 30 y 40 minutos), el GE
para 10 minutos de extraccién a partir de HAUS presenta un aumento del 12.3 % en
comparacién con el tratamiento convencional, para los tiempos de 30 y 40 minutos
la HAUS presentan un aumento promedio de 6.42 %, es decir, que el tratamiento
de HAUS obtiene valores mayores de GE que el tratamiento por HA a partir de
tiempos >30 minutos. Es asi, como los valores obtenidos en el presente estudio a
partir de la extraccién convencional con tiempos de extraccién de 30 y 40 minutos
se encuentran por encima de los reportados por Camacho et al. (2010) los cuales son
de 77.1 % en muestras de guayaba Regional Roja, asimismo que los reportados por
Ahmad & Rongen (2014) (53.4 %) en muestras de cdscara de guayaba.

Por lo tanto, las pectinas obtenidas en el presente estudio, relacionando su
grado de esterificacién ( %) con su contenido de metoxilo (%), demuestran que di-
chos compuestos presentan un alto grado de esterificaciéon y un bajo contenido de
metoxilo (no cumplen con las especificaciones minimas del contenido de metoxilo
(Chasquibol, 2010; USP, 1990) para ambos tratamientos (HA e HAUS), esto se debe
a la posible presencia de otros grupos funcionales (posiblemente etoxilos) ademads
de los que componen estructuralmente a las pectinas, los cuales al unirse con los
grupos carboxilos libres unidos al dcido galacturénico llegan a formar complejos
que permiten que se genere una alta esterificacion entre estos. Otro caso podria ser
que el grupo acido que compone dichos polisacaridos estén reaccionando de forma
diferente a la normal durante la HA provocando la posible formacién de grupos

amidas.
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3.3. Identificacion de pectinas por Espectrofotometria
(FT-IR)

3.3.1. Espectrofotometria IR de pectinas obtenidas a partir de
HA e HAUS

Los resultados obtenidos a partir de la identificacién de grupos funcionales
en pectina obtenida a partir de diferentes tiempos de extraccién (10, 30 y 40 minutos)

mediante HA e HAUS partir de espectrofotometria FT-IR se pueden observar en la

Figura 3.6.
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Figura 3.6. Comparacién entre espectros IR de pectinas obtenidas en diferentes

tiemp

os de extraccion: a) HA, b) HAUS.

Se observa que para los espectros IR a partir de pectina obtenida a tiempos de

extraccion de 10, 30 y 40 minutos por HA, la primer banda posee valores de 3265.87

cm, 3335.53 cm™ y 3308.67 cm™! respectivamente, las cuales se identifican por ser

la més anchas debido a las vibraciones de tensién del O-H que se encuentran en un

namero de onda entre los 3300 a 3400 cm. La segunda banda con valores de 2972.08

cm™, 2920.63 cm™ y 2924.53 cm™ para los tiempos de 10, 30 y 40 minutos respecti-
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vamente corresponde a los valores a la banda correspondiente al grupo C-H (2900
a 3000 cm™). Para la tension del C=0 del grupo éster presenta un ntimero de onda
de 1700 a 1800 cm, los valores obtenidos para este apartado para los respectivos
tiempos (10, 30 y 40 minutos) fueron de 1742.29 cm™, 1742.28 cm™! y 1742.86 cm’!
respectivamente. Para el grupo C=0 del 4cido galacturénico los valores correspon-
den a un rango entre 1600 a 1640 cm™, los resultados obtenidos por el espectro para
los tres tiempos son 1603.52 cm™, 1601.54 cm™! y 1606.70 cm ! respectivamente. A un
ndmero de onda 1000 cm™ a 1300 cm™ encontramos las vibraciones correspondien-
tes a los enlaces C-O-C los cuales son caracteristicos de la abundancia de los grupos
metoxilo asi como del grado de esterificacion, para los tiempos de 10, 30 y 40 minu-
tos los valores fueron de 1066.24 cm™, 1013.81 cm™ y 1011.47 cm™ respectivamente.

Los espectros IR a partir de pectina obtenida en tiempos de extraccion de
10, 30 y 40 minutos para HAUS muestra valores de 3283.16 cm™!, 3285.60 cm™ y
3292.19 cm! respectivamente, dichos valores pertenecen a las bandas més intensas
encontradas las cuales corresponden al grupo O-H (3300 a 3400 cm™). Para el grupo
C-H (2900 a 3000 cm™) los valores obtenidos en los tiempos mencionados fueron de
2923.83 cm™, 2923.65 cm™ y 2924.01 cm’!, es asi como se cumplen los valores para
este grupo. Para el grupo C=0 propios del éster el rango de nimero de onda va de
1700 a 1800 cm!, los valores obtenidos para este apartado fueron de 1743.87 cm™,
1744.02 cm™! y 1743.93 cm™ a los tiempos de 10, 30 y 40 minutos de extraccion res-
pectivamente. En el caso del enlace C=0O del AGA las bandas caracteristicas son de
un rango que va de los 1600 cm™ a 1640 cm™!, los valores arrojados por el espectro IR
para los tres tiempos son 1616.25 cm™, 1615.96 cm™ y 1616.52 cm™ respectivamen-
te. Con valores de ntimero de onda de 1000 cm™ a 1300 cm™ podemos encontrar
a los enlaces C-O-C caracteristicos a los grupos metoxilo asi como a los del grado
de esterificacion, los valores obtenidos para los tiempos de 10, 30 y 40 minutos fue-
ron de 1014.13 cm™, 1013.21 cm™? y 1014.79 cm! respectivamente. Por otro lado, se
puede observar que en ambos tratamientos, existe una transmitancia diferente para
cada tiempo de extraccion (10, 30 y 40 minutos), esto se debe a la cantidad de so-
lutos propios en la muestra, ya que a menor transmitancia menor es la cantidad de
luz que pasa a través del haz en el equipo, por lo que, conforme pasa el tiempo de
extraccién mayor es la cantidad de grupos funcionales propios de la pectina.

En la Figura 3.7, se observan los espectros IR de pectinas obtenidas a partir de
HA e HAUS con el fin de hacer la comparacion entre ambos tratamientos al tiempo
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de 40 minutos, ya que para este tiempo ambos tratamientos mostraron una transmi-
tancia menor, asimismo, se puede observar que para las vibraciones de tensién del
grupo O-H las bandas proporcionadas por el IR son las mds anchas en comparacién

a las bandas correspondientes a los demas grupos funcionales caracteristicos de las

pectinas.
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Figura 3.7. Espectro infrarrojo de pectinas obtenidas a partir de guayaba por HA e
HAUS en t=40 min.

Asimismo, se observa que el tratamiento de HAUS obtuvé una transmitan-
cia menor que la obtenida por HA, esto se debe a que los ultrasonidos en conjunto
con altas temperaturas provocan un proceso de despolimerizaciéon (Delgado, 2015)
el cual ocasiona la ruptura de enlaces entre las estructuras quimicas de la pectina
dando origen a un aumento en la cantidad de grupos funcionales presentes en la
misma. Los espectros IR obtenidos a partir de pectinas obtenidas por ambos trata-
mientos se pueden encontrar en el apartado de Anexos adjuntos al presente trabajo.
Por lo tanto la Espectrofotometria IR permiti6 la identificaciéon de los grupos fun-
cionales presentes en la pectina obtenida mediante HAUS, con lo que se corroboré

que la misma no mostré modificaciones estructurales. Ademas, se pudo observar la
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influencia del tiempo de extraccion a partir de la transmitancia en ambas técnicas.
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Se puede concluir a partir de los resultados obtenidos y su discusién lo si-
guiente:

= Para la cuantificacién de pectina total encontrada en muestras de guayaba, es
mayor cuando la muestra se somete a un proceso de escaldado y posterior-

mente es secada.

= Es posible obtener un rendimiento mayor de pectina en muestras de guayaba a
partir de hidrélisis dcida asistida con ultrasonidos de alta intensidad con tiem-
pos de extraccién mayores a 30 minutos que el obtenido por un tratamiento

convencional.

= Para la caracterizacion e identificacion de la pectina se tiene que:

* El peso equivalente resulta mayor cuando se somete a tiempos de ex-
tracciéon mayores a 30 minutos para ambos tratamientos, asimismo resul-
ta mayor cuando se somete a un tratamiento de extraccién asistido por

USALI, por el efecto despolimerizador que este causa en el biopolimero.

* El contenido de metoxilo aumenta con el tiempo de extraccion para el
tratamiento de HA asistido con USAI, y se demuestra que los productos
fuera de norma (guayaba) poseen porcentajes de pectina de bajo metoxilo

la cual resulta 1til para la industria farmacéutica.

¢ Existe un aumento del porcentaje de AAG en pectinas obtenidas a partir
del tratamiento convencional asistido con USAI, asimismo se observa un
bajo contenido de AAG para ambos tratamientos el cual demuestra la
baja pureza que las pectinas obtenidas poseen, esto se debe a que para
el presente estudio se pretendia disminuir el uso de solventes (etanol)
el cual es utilizado para realizar un amplio ntiimero de lavados a dichos

compuestos para purificarla.
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* Aunque las pectinas obtenidas presentan un alto grado de esterificacion
(70.67 % a 83.98 %) podrian considerarse como pectinas de alto metoxilo,
sin embargo, el contenido de metoxilo obtenido resulta con porcentajes
bajos y este valor es el que realmente determina el contenido de grupos
carboxilos esterificados, es decir, clasifica a que grupo pertenece las pec-
tinas (alto o bajo metoxilo).

* El andlisis espectrofotométrico IR confirma que los compuestos funciona-
les obtenidos presentan los las bandas correspondientes que caracterizan

a los grupos funcionales propios de las mismas.
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RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos en el presente estudio se recomienda lo

siguiente:

= Se recomienda evaluar en futuros estudios mds variables de extraccién co-
mo lo son, temperaturas, tiempos de extraccién, potencias en ultrasonidos, asi
como pH’s del medio. Evaluar el contenido de pectina en diversas muestras
con referencia a los desechos organicos de las mismas (céscaras) o en su ca-
so similar a productos fuera de norma para seguir trabajando con el impacto

ambiental que las mismas provocan.

= Considerar métodos de recuperacion del solvente utilizado (etanol) para lle-

var a cabo los precipitados de pectina, con el fin de disminuir su uso.

= Evaluar varios tratamientos de conservacion de la materia prima como lo son
las temperaturas y tiempos de escaldado asi como de secado de la muestra

para obtener una mayor cantidad de pectinas asi como su calidad.

= Evaluar la obtencién de pectinas por métodos convencionales que no invo-
lucren el calentamiento (Hidrolisis Acida) y hacer la comparacién del mismo
con las tecnologias nuevas que este trabajo propone como son los ultrasonidos

de alta intensidad.

= Para el caso de la espectrofotometria IR, se recomienda en futuros trabajos

llevar a cabo la cuantificaciéon de pectina a partir de una pectina estandarizada.
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