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RESUMEN

A partir de cascaras de cacao de la variedad nacional EET103, aplicando dos
métodos de extraccion: acido y enzimatico se obtuvo pectina, cuyos
rendimientos se compararon mediante t-Student para identificar el método méas
eficiente; adicionalmente se realizaron analisis fisicoquimicos como:
solubilidad, capacidad de gelificacion, capacidad de hinchamiento, capacidad
de retencion de agua, capacidad de adsorcion de aceite y grado de
esterificacién, se caracterizO por espectrofotometria infrarroja los grupos
funcionales con los picos representativos. La comparacion de medias arrojo
diferencias significativas (p<0,05) entre los métodos, determinando que la
extraccion acida reporté rendimientos mas altos; los parametros fisicoquimicos
evidenciaron los siguientes resultados: solubilidad 23,69% en enzimatica y
23,40% en &cida. El andlisis espectrofotémetro determiné areas (cm?) en las
pectinas de extraccion acida y enzimatica de 1720,47 y 1727,98
respectivamente en los grupo ésteres, 1632,10 y 1600,99 en los grupo acidos,
comparados con 1741,07 y 1637,95 de la pectina comercial, el GE de la
pectina fue de 51,31% en acida y 51,90% en enzimatica; los valores se
expresaron en gnzo/gpectina, CG de 2,28 acida y 1,35 enzimatica, CRA es 1,86
para acida, 3,21 en enzimatico, para CAA es 0,31 para acida, 0,43 enzimatica y
la CH en &cida 1,25 y 2,5 en enzimética. Para concluir, el método de extraccion
acido obtuvo mayor rendimiento, pero el enzimatico proporciond mejores
solubilidades y caracteristicas funcionales; y los picos de caracterizacion de los
grupos funcionales comparten similitudes con los picos de la pectina comercial.

PLABRAS CLAVE:

Cacao, cascara, hidrdlisis acida, hidrdlisis enzimatica, pectina, rendimiento,
solubilidad.
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ABSTRACT

From cocoa shells; of the national variety EET103, applying two extraction
methods: acid and enzymatic, the objective was to obtain pectin, whose vyields
were compared by t-Student to identify the most efficient method; additionally,
physical-chemical analyses were carried out such as: solubility, gelling capacity,
swelling capacity, water retention capacity, oil adsorption capacity and degree
of esterification. The functional groups were characterized by infrared
spectrophotometry with representative peaks. The mean comparison showed a
significant difference (p<0,05) between the methods, determining that the acid
extraction reported higher yields; the physical-chemical parameters evidenced
the following results: solubility 23,69% in enzymatic and 23,40% in acid. The
spectrophotometer analysis determined areas (cm™) in the acid and enzymatic
extraction pectins of 1720,47 and 1727,98 respectively in the esters group,
1632,10 and 1600,99 in the acids group, compared with 1741,07 and 1637,95
in the commercial pectin, the pectin GE was 51,31% in acid and 51,90% in
enzymatic; values were expressed in gH20/gpectn, GC of 2.28 acid and 1.35
enzymatic, CRA is 1.86 for acid, 3.21 for enzymatic, for CAA is 0.31 for acid,
0.43 enzymatic and CH in acid 1.25 and 2.5 in enzymatic. To conclude, the acid
extraction method performed better, but the enzyme provided better solubilities
and functional characteristics; and the characterization peaks of the functional
groups share similarities with the peaks of commercial pectin.

KEY WORDS

Cocoa, shell, acid hydrolysis, enzymatic hydrolysis, pectin, yield, solubility.



CAPITULO |. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

Las cascaras representan el 90% del fruto y son el principal producto de
residuo de la industria cacaotera, por tanto, representa un grave problema.
Este residuo se convierte en una fuente significativa de enfermedades cuando

es usado como abono en las plantaciones (Suarez y Orozco, 2014).

Las cascaras representas un alto porcentaje de desecho en relacién a los
granos contenidos en ellas, el manejo inadecuado que se le da al mismo,
sumado al problema que representa para los cultivos contaminandolos por ser
el habitat perfecto para la proliferacion de hongos como: Phytophthora
megakarya, P. capsici y P. citrophthora responsables de afectar al fruto en las
plantaciones (Badrie, Bekele, Sikora y Sikora, 2015).

Una amplia gama de industrias usa el grano del cacao como materia prima en
la produccién de diversos productos con fines alimenticios, farmacéuticos, entre
otros, generandose una gran cantidad de residuos (cascaras) que contaminan

el medio ambiente (Bravo y Condo, 2015).

Segun Romero, Ticono y Davila (2015) los residuos agroindustriales son
materiales de gran importancia en la industria alimenticia, pues, con la
aplicacién apropiada de tecnologias alternativas, son capaces de generar
subproductos como jarabes azucarados que se utilizan en la obtencién de otros

productos econdémicamente factibles como el bioetanol.

La abundante informacién respecto a la extraccion de pectinas y de sus usos
demuestra la importancia que tiene este compuesto organico en la industria
(alimenticia principalmente). La gran variedad de materias primas para su
obtencion y la diferencia en las metodologias implementadas para la misma
dan fe de la posibilidad de ampliar el estudio sobre el tema (Betancourt y Llano,
2009).

En los Ultimos afios, ha aumentado el interés en estudiar la modificacion de la

pectina. Una serie de grupos hidroxilo y carboxilo distribuidos a lo largo de la



cadena principal, asi como una cierta cantidad de azucares neutros
presentados como cadenas laterales, hacen que la pectina sea capaz de

preparar un amplio espectro de derivados (Barazarte, Sangronis y Unai, 2008).

Por lo expuesto se plantea la siguiente interrogante: ¢ Cual es el porcentaje de
pectina a extraer de la cascara de cacao a través de hidrdlisis?

1.2. JUSTIFICACION

El cacao es uno de los productos agroalimentarios de origen neotropical de
mayor penetracién en el mercado internacional y sus exportaciones en grano
han representado mas de 71% de volumen producido, situacion derivada del
alto valor agregado promocionado por la industria del chocolate y sus
derivados. En la explotacién cacaotera solo se aprovecha econémicamente la
semilla, que representa aproximadamente el 10% del peso del fruto fresco
(Barazarte et al., 2008).

Los hidrolizados de pectinas son muy empleados en industrias alimenticias,
farmacéuticas y cosméticas por sus propiedades fisicas y funcionales
(espesante, gelificantes, texturizante, emulsificantes, retenedores de agua,
adsorcion de aceites, entre otros), la manera de extraccion de la pectina es por

dos métodos, estos son hidrélisis acida e hidrélisis enzimatica.

Debido a la capacidad de las moléculas de pectina de formar geles tienen un
sinnimero de aplicaciones en diferentes industrias; sobre todo las de bajo
metoxilo pueden formarlos en presencia de calcio, mientras que las de alto
metoxilo gelifican a pH &acido y en presencia de una concentracion elevada de

azucar (Pagan, 1999).

En la industria alimentaria, la pectina se usa en mermeladas, jaleas, alimentos
congelados y, mas recientemente, en alimentos bajos en calorias como un
sustituto de grasas o azucar. En la industria farmacéutica, se usa para reducir
los niveles de colesterol en la sangre y los trastornos gastrointestinales. Otras
aplicaciones de pectina incluyen el uso en peliculas comestibles, sustitutos de
papel, espumas y plastificantes, etc. Ademas de la degradacién pectolitica, las

pectinas son susceptibles a la degradacién por calor durante el procesamiento,



y la degradacion estd influenciada por la naturaleza de los iones y sales

presentes en el sistema (Thakur, Singh, Handa y Rao, 1997).

La presente investigacion permitira generar un aporte técnico dentro de la

industria cacaotera para modificar sus procesos de produccién de residuo.

La utilidad practica que tiene este proyecto es dar una adecuada disposicion
final a los residuos de la cascara de cacao que se genera en el proceso de
produccion, el cual tiene perspectiva de optimizar dichos residuos (extraccion
de pectina) para la elaboraciéon de nuevos productos a base de esta materia
prima, obteniendo una produccién limpia que genere productos de excelente
calidad seguros, inocuos y amigables con el medio ambiente permitiendo
aumentar la productividad, ganando espacio en el mercado local, nacional y

con vision en el internacional.
1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el método mas adecuado de extraccion en el rendimiento y

solubilidad de la pectina a partir de cascara de cacao.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el mejor método de extraccion de pectina de la cascara de
cacao.
Caracterizar fisica y quimicamente la pectina extraida.

Evaluar las capacidades funcionales de la pectina.

1.4. HIPOTESIS

Los métodos de extraccion afectan el rendimiento y solubilidad en la obtencion
de pectina de la cascara de cacao.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. RESIDUOS DEL CACAO

En Ecuador los residuos sélidos acumulados ascienden a 6000 Kg por dia, los
generados en las actividades agricolas y forestales estan dentro de este rubro,
los residuos organicos son retirados como desecho comin para que no
interfieran en los procesos de produccion, esto se debe al desconocimiento de
alternativas tecnoldgicas para el manejo o la reutilizacion de los residuos

agroindustriales de manera efectiva (Guanga, 2018).

Ademas, manifiesta que resulta necesario aportar en la preservacion del medio
ambiente, a través de alternativas viables como sustancias nitrogenadas,
grasas, cenizas, fibras, combustible, harina, abono, infusiones medicinales,
carbon activado y demas derivados que se pueden obtener de los residuos del

cacao.

El autor anteriormente mencionado asevera que los procedimientos que
conllevan a la transformacion de residuos en elementos utiles estan generando
interés en la investigacion para generar subproductos de los residuos de la
industria para generar un impacto ambiental positivo y disminuir la explotacion

de los recursos naturales del planeta.

La cascara de cacao es un desecho que rara vez es aprovechado por los
agricultores y mucho menos por las fabricas, la generacion de subproductos o
residuos agroindustriales en las diferentes etapas de los procesos productivos,
es actualmente una problematica a nivel mundial, debido a que en la mayoria
de los casos no son procesados o dispuestos adecuadamente, situacion que

contribuye al proceso de contaminacion ambiental (Vargas y Pérez, 2018).

Los autores antes citados afirman que los residuos agroindustriales poseen un
alto potencial para ser aprovechados en diferentes procesos que incluyen
elaboracion de nuevos productos, aportando valor agregado a los productos

originales y recuperar condiciones ambientales.



Ademas, indican que la mayoria de los residuos agroindustriales son de
naturaleza lignocelulésica, posibilitando la extraccion de polimeros como la
celulosa y lignina para ser utillizadas como materia prima en diferentes
procesos. Otro residuo agroindustrial aprovechado para este fin, es la
obtencién de celulosa a partir de bagazo de cafa (Saccharum spp.) mediante
un tratamiento quimico de hidrélisis acida (sulfarica) a las fibras de celulosa.
Como resultado se generd 48% de rendimiento, estableciendo finalmente que
las caracteristicas de la fibra celulosa le permitiran actuar como refuerzo en
materiales compuestos, ademas de representar una fuente promisoria en la

produccion de biomateriales y papel.

Siendo Ecuador uno de los mejores exportadores de cacao en el mundo, por
falta de innovacién y desarrollo carece de una agroindustria que transforme o
genere valor agregado a los desechos, por medio de alternativas viables que
aprovechen la cascara de cacao que se genera como consecuencia de la

actividad productiva (Guanga, 2018).

2.1.1. INDUSTRIALIZACION DE LA CASCARA DE CACAO

Se han propuesto diversas aplicaciones para el uso de la cascara de la
mazorca de cacao entre las que se destacan el aprovechamiento como
alimento para animales de granja, aunque presenta baja digestibilidad y
precursor para la elaboracion de sales de potasio para jabon; como
adsorbentes de bajo costo para tratamiento de agua contaminada, lo cual es
relevante, ya que presenta solucion a dos problematicas: disminucion del
impacto ambiental de los desechos y reduccion de costos en la produccion

de adsorbentes (Ardila y Carrefio, 2011).
2.1.2. COMPOSICION DE LA CASCARA DE CACAO

Se analizaron quimicamente cascaras de fruto de cacao provenientes de la
Peninsula de Paria con la finalidad de desarrollar técnicas y procedimientos
que permitan la utilizacion comercial de estos desechos, y evaluar su posible
uso en la elaboraciéon de piensos para la alimentacion de animales de corral.
Los resultados obtenidos en cuanto a su composicion fueron: proteinas 8,69%,

grasas 1,40%, materia organica 60,14% y minerales, es decir que tienen



potencial para la elaboracion de dietas para animales y como fertilizante

organico de numerosos cultivos (Crescente, Acosta, Guevara y Estaba, 1999).

Sanchez (2013) indica también que las cascaras de cacao constituyen un
subproducto, que puede ser utilizado en la alimentacion animal, fertilizacion de
plantas y como materia prima para biodigestores. Estos usos han sido
propuestos tomando en cuenta la composicion quimica de la cascara: 27% de
fibra cruda, 6,25% de proteina cruda con 35,5% de nitrégeno disponible total y

3,2% de potasio.

2.1.3. FIBRA CRUDA

La fibra es el compuesto que conforma la estructura de las plantas,
encontrandose en alimentos de origen vegetal. La fibra dietética corresponde a
los polisacaridos y lignina resistentes a la digestion enzimatica gastrointestinal.
Segun su hidrosolubilidad puede clasificarse como insoluble (FDI) relacionada
con el mejoramiento del transito intestinal; y soluble (FDS) presente
principalmente en frutas y asociada con la reduccion de colesterol y glucosa

(Morales, Nieto, Quiroga y Quicazan, 2012).

Los efectos fisiologicos de las fibras dietéticas varian segun su capacidad de
disolverse en el agua; son consideradas (FDS) las pectinas, gomas, mucilagos,
ciertos tipos de hemicelulosa soluble y polisacaridos de reserva de la planta y
(FDI) la celulosa, lignina y algunas fracciones de la hemicelulosa. La
composicion quimica de las fibras dietéticas, en las frutas y vegetales, es
compleja y heterogénea, de las cuales la pectina, celulosa, hemicelulosa y
lignina son las més importantes; el calculo de estos constituyentes quimicos es

complejo y laborioso (Arroyo, Carrasco, Bueno, Cardefa y Luizar, 2008).

La fibra de cacao mostro ser una excelente fuente de fibra dietética, con un alto
contenido de fibra total, superior al 60% de masa seca, con predominio de
fraccion insoluble (83%). Esta fibra contuvo sélo 1,15% de polifenoles, con

reducidos valores de capacidad antioxidante (Lecumberri et al., 2006).



FIBRA SOLUBLE

En contacto con el agua forman un reticulo donde queda atrapada,
originandose soluciones de gran viscosidad. Los efectos de la viscosidad de la
fibra son los responsables de sus acciones sobre el metabolismo lipidico,
hidrocarbonado y en parte su potencial anti carcinogénico. Esta compuesta por

pectinas, gomas, mucilagos y algunas hemicelulosas (Baena y Garcia, 2012).
FIBRA INSOLUBLE

Son poco solubles capaces de retener el agua en su matriz estructural
formando mezclas de baja viscosidad; esto produce un aumento de la masa
fecal que acelera el transito intestinal. También contribuye a disminuir la
concentracion y el tiempo de contacto de potenciales carcinogénicos con la
mucosa del colon. Estd compuesta por celulosa, hemicelulosa y lignina (Baena
y Garcia, 2012).

2.2. PECTINA

Las pectinas son polisacaridos de alto peso molecular que forman polimeros de
unidades de acido D-galacturénico unidas por enlaces glicosidicos a (1 - 4),
cuyos grupos carboxilo estan parcialmente esterificados con metanol y en
algunos casos con etanol, las cadenas de la pectina estan interrumpidas por
unidades de L-ramnosa unidas por enlaces glicosidicos a (1-2), aunque
también se pueden encontrar unidades de galactosa, arabinosa, glucosa y
xilosa, generalmente en forma de cadenas laterales cortas (Valenzuela, Ortiz y
Pérez, 2014).

Segun los autores anteriores afirman que las pectinas se solubilizan en agua
formando soluciones viscosas y en condiciones apropiadas son capaces de
formar geles, este comportamiento varia en funcién del nimero de grupos
carboxilo esterificados con metanol. De esta manera, las pectinas con mas del
50% de los grupos carboxilo metoxilados (pectinas de alto metoxilo) forman
geles a pH entre 2,8 y 3,5 con un contenido de sélidos solubles cercano al
65%; mientras que las pectinas con esterificaciones menores al 50% (pectinas
de bajo metoxilo) requieren la presencia de cationes divalentes para formar el
gel.



De acuerdo a lo afirmado por Bravo y Condo (2015) la pectina varia su
composicién segun su origen, las condiciones empleadas para su extraccion o
parametros como el peso molecular. La estructura de la pectina es complicada
de determinar debido a que la pectina puede alterarse durante el proceso de

separacién, almacenamiento y procesamiento de la materia prima.

Segun Ortiz y Anzola (2018) cuando se consume pectina de forma regular, se
obtiene un efecto benéfico en la salud ya que disminuye los niveles séricos de
lipidos y glucosa, ayudando a prevenir enfermedades como diabetes y
dislipidemias. Estas propiedades hacen a la pectina idonea para enriquecer en
fibra soluble alimentos de alto consumo, como la arepa de maiz, en grupos
poblacionales donde los carbohidratos prevalecen en la dieta diaria debido a su

bajo costo y facil disponibilidad.
2.2.1. CLASIFICACION DE LA PECTINA

Se pueden clasificar en alto metoxilo y bajo metoxilo. Esta clasificacion se
realiza en base a su grado de metoxilacion, siendo este término el numero de
funciones carboxilicas que han sido metoxilados en cada 100 grupos de acido
galacturdnico. La separacion entre pectinas de alto y bajo metoxilo es arbitraria.
En términos practicos, el 7% de metoxilos se considera como el 50% de
esterificacién y se toma como indice de separacion para las pectinas de alto y

bajo metoxilo (Nizama, 2015).
PECTINAS DE ALTO METOXILO

Son aquellas pectinas que contienen entre el 50% y 80% de los grupos
carboxilicos esterificados con metoxilo, lo cual le permite ser soluble en agua.
Este tipo de pectinas requieren de grandes cantidades de azucar (55 - 85%),
un pH bajo (2,0 - 4,5) y elevada temperatura para formar gel con caracteristicas
rigidas y sélidas que los geles de pectinas con bajo metoxilo, pero estas
pectinas sufren rapidas degradaciones en medios alcalinos (Correa, Garza,

Rodriguez, Aguilar y Contreras, 1999).



PECTINAS DE BAJO METOXILO

Las pectinas de bajo metoxilo son aquellas que usualmente contienen de un
25% al 50% de esterificacion. Este tipo de pectinas pueden formar geles con o
sin azucar, en presencia de iones metalicos polivalentes, como el calcio, y en
un amplio rango de pH (2,8 - 6,5), lo cual es una considerable ventaja de uso
frente a las pectinas de alto metoxilo, pero las caracteristicas de gel, como
firmeza, plasticidad y resistencia al calor, son inferiores a la de las pectinas de

alto metoxilo (Chasquibol, Arroyo y Morales, 2008).

2.2.2. METODOS DE EXTRACION DE PECTINA

Existen diversos métodos para la extraccion de pectina a partir de tejidos
vegetales, en las cuales pueden utilizarse procedimientos fisico-quimicos o
enzimaticos, habiéndose considerando diversas variables: pH, temperatura,
tiempo, concentracion de fructooligosacéaridos (FOS) y tipo de &cido para la
hidrélisis quimica; asi como el tipo de enzima, tiempo de hidrdlisis,
concentracion de sustrato y concentracion de enzima para la hidrolisis

enzimatica (Chirinos, Mendoza, Aguilar y Campos, 2017).
EXTRACCION ACIDA DE PECTINAS

La extraccién de pectinas por hidrdlisis acida se lleva a cabo a temperaturas
cerca de los 90°C por al menos una hora. Las pectinas consecutivamente se
extraen y separan de los desechos de diversos frutos mediante acidificacion; se
lo realiza usando acidos como el citrico, clorhidrico, fosforico, nitrico o sulftrico;
posteriormente después de concentrarlas, se precipitan con la adicion de
alcohol, se seca, se granula y por ultimo se tamiza. La extraccion de las trazas
de pectinas después del proceso anterior se lo realiza en soluciones acuosas
acidas no sensibles al calcio, siempre y cuando sean sensibles al calcio, se
realiza otra extraccion con &cidos fuertes (Aza y Méndez, 2011).

EXTRACCION ENZIMATICA DE PECTINAS

Existen pocos trabajos sobre extraccidon enzimética de pectinas. El método

enzimatico emplea pectinesterasa o pectinmetilesterasa, que convierte a las
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pectinas de alto metoxilo en pectinas de bajo metoxilo sin la despolimerizacion

de la molécula de pectina (Bravo y Condo, 2015).

Uno de estos procesos es la hidrélisis enzimatica, que aporta significativos
beneficios en la industria alimentaria por los efectos fisicoquimicos u
organolépticos que produce, tales como la disminucion de la viscosidad, mejora
de la filtrabilidad, disminucién de la tendencia a la cristalizacion, clarificacion y
estabilizacion de los liquidos con vistas a su conservacion, insolubilizacion de
macromoléculas por formacion de coagulos, mejora en la fermentabilidad,
mejora de la estabilidad bacteriologica entre otros (Romero, Tinoco y Davila,
2015).

La técnica parte de la deshidratacién por solvente (etanol) o estufa del
material vegetal. Se utilizan las siguientes enzimas endo-polisacaridasas:
endo-poligalacturonasa (Aspergillus niger), endo-celulasa (Trichoderma
Sp.) y endo-arabinasa (A. niger). La degradacion enzimatica se da bajo las
siguientes condiciones: 80 mL de amortiguador &cido citrico-citrato de
sodio 50 mM, pH 4,5 en un reactor enchaquetado de mezclado ideal a
40°C. Luego se agregan 8 uL de enzima altamente purificada y
posteriormente se agregan 2 g de material vegetal. La reaccion se
mantiene bajo agitacion constante durante 12 h. Al termino de la reaccion
la suspension se filtra a través de tela muselina. EI material vegetal tratado
se lava con agua y deshidrata con solventes organicos. La pectina
contenida en el jugo péctico se precipita con dos volumenes de etanol y

separa por filtracion (Cardenas et al., 2012).
2.2.3. PROPIEDADES

La pectina es un solido blanco o ligeramente amarillento, soluble en agua
caliente hasta 2 - 3%. En el agua la pectina forma grumos viscosos por fuera y
secos por dentro, por esta razon la pectina se mezcla siempre con azucar,
sales amortiguadoras o se humedecen con etanol antes de afiadir agua. La
pectina es un coloide reversible, puede ser disuelto en agua, precipitado,

secado y disuelto en agua sin perder sus propiedades fisicas (Mufioz, 2011).
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2.2.4. FUNCION BIOLOGICA

Mufioz (2011) define a las sustancias pécticas como un contribuyente de la
adhesion entre las células y el mecanismo de fuerza de la pared celular, a
través de su habilidad para formar geles estabilizantes tienen un importante
papel en el crecimiento de las células de las plantas; cumplen también otras
funciones, entre ellas, el que estén involucrados en las interacciones entre
plantas y agentes patdgenos; un importante papel como fibra nutricional e

interesantes propiedades terapéuticas.

2.2.5. CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

Segun Espinoza y Méndez (2011) quimicamente, la pectina consiste en
cadenas largas y no ramificadas de acido poli galacturénico, con los grupos
carboxilos parcialmente esterificados con alcohol metilico. EI principal
constituyente de los polisacaridos pécticos es el acido galacturénico unido en
cadenas por medio de enlaces glicosidicos alfa (1 - 4). El principal componente

de la pectina es el acido galacturénico parcialmente metilado.

La pectina varia su composicidn segun su origen, las condiciones empleadas
para su extraccion, parametros como el peso molecular o el contenido de
subunidades particulares difieren de molécula a molécula. La estructura de la
pectina suele ser muy dificil de determinar debido a que la pectina puede
cambiar durante la separacion, almacenamiento y procesamiento de la materia
prima (Ortiz y Anzola, 2018).

Se observa que las pectinas del estado verde contienen mayor porcentaje de
metoxilos decreciendo a medida que el fruto va madurando, las pectinas tienen
una tendencia a disminuir su metoxilaciéon como consecuencia de la existencia
de pectinesterasa naturales del fruto, las que eliminan el radical metoxilo de la
cadena de acido galacturénico convirtiéendola de alto a bajo metoxilo
ocasionando un ablandamiento del fruto a medida que avanza el proceso

metabdlico del mismo (Paredes, Hernandez y Caniizares, 2015).
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2.2.6. PROPIEDADES FUNCIONALES
CAPACIDAD DE HIDRATACION

Las propiedades de hidratacién determinan en gran medida el destino de la
fibra dietaria en el tracto digestivo y representan algunos de los efectos
fisiologicos. Las fibras solubles como la pectina, los B-glucanos, algunas
hemicelulosas, la goma de acacia y entre otros, forman con el agua un reticulo,
lo que origina soluciones de gran viscosidad que atrapan moléculas de grasa y
evitan el contacto con las sales biliares resultando en modificacion del
metabolismo lipidico, disminucion de lipoproteinas formadoras de placas,
reduccion del colesterol y disminucion de glucosa postprandial (Vilcanqui y
Vilchez, 2018).

Los autores mencionados reportan la propiedad de hidratacién expresada en la
capacidad de absorcion del agua (CAA), capacidad de retencion del agua
(CRA) y la capacidad de hinchamiento (CH), propiedades que proveen

informacion atil para las aplicaciones tecnoldgicas, funcionales y nutricionales.
CAPACIDAD DE ADSORCION DE MOLECULAS ORGANICAS

La capacidad de adsorcién de grasa es otra de las propiedades importantes de
la fibra dietaria con fines de estabilizacién de emulsiones en el procesamiento
de alimentos con alto contenido de grasa, al igual que para observar los efectos
fisiolégicos en humanos. La capacidad de adsorcion de grasa se cuantifica por
la adicion a la muestra seca de la fibra un exceso de aceite, homogenizado;
luego por el centrifugado. Por diferencia de pesos se obtiene el valor de esta

propiedad (Vilcanqui y Vilchez, 2018).
2.2.7. USOS DE LA PECTINA

Segun Rodriguez y Roman (2004), la pectina no solo es importante como
componente de las frutas, sino que ademas presenta diversos usos en la

industria:
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INDUSTRIA ALIMENTICIA

Fabricacion de jaleas (gelatinas) y conservas, como espesante en la
mayonesa, precipitaciéon de la caseina de la leche, como estabilizador en los

sorbetes, preparacion de jugos (Rodriguez y Roman, 2004).
INDUSTRIA FARMACEUTICA

Coagulante sanguineo, emulsificante de preparados farmacéuticos, como
antidoto en intoxicaciones con metales pesados, preparacion de medios de
cultivo bacteriolégico, como agente suspensor, en la fabricacion de cosméticos

(Rodriguez y Romén, 2004).
2.2.8. EXTRACCION DE PECTINAS EN DESECHOS

Las pectinas son extraidas de las cascaras de citricos y manzana mediante un
proceso fisico-quimico compuesto por varias etapas, iniciando con una
extraccion mediante un mineral diluido, caliente y &cido, finaliza con la
recuperacion y purificacién por precipitacion con alcohol. La extraccién es muy
importante en la recuperacion de las pectinas, de las condiciones aplicadas
depende su calidad, igualmente, la composicion quimica es afectada por la

fuente vegetal de extraccion (Guerrero, Suarez y Orozco, 2017).

Las industrias agroindustriales son una potencial fuente de adquisicion de
residuos como materia prima para la extraccion de pectinas, en la cual se crea
la necesidad de utilizar estas extracciones como aditivos en procesos
alimenticios, los cuales se demuestran en rendimientos obtenidos por autores
como Chavez (2018) que afirma que el mayor rendimiento de pectina se
obtiene cuando se emplea agua acidulada con HCI, obteniendo un rendimiento
de 15,6% de pectina, pero este valor se obtiene cuando la fruta se encuentra
en su estado de maduracion verde, la pectina extraida de una fruta como la
manzana o cascaras de citricos, varian principalmente segun el grado de
madurez de la fruta, del proceso de extraccion y condiciones de

almacenamiento de la pectina obtenida.
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2.2.9. EXTRACCION DE PECTINAS DE LA CASCARA DE CACAO

Betancourt y Llano (2009) determinaron que el contenido de pectinas en la
mazorca y la cascarilla del cacao tiene mucha influencia el pH, tiempo de
hidrélisis y tiempo de coccion sobre el rendimiento y grado de esterificacion
para el proceso de extraccion de pectina, a partir de subproductos del beneficio

del cacao.

Se ha reportado en estudios de otros autores que las pectinas de cascarilla de
cacao son influenciadas por el pH en las condiciones de extraccién, siendo de
bajo metoxilo cuando se realiza a pH acidos, esto debido probablemente a que
la extraccidn en acido caliente causa desmetilacion y la fragmentacion de la

cadena del acido poli galacturénico (Guerrero, Suérez y Orozco, 2017).
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2.3. MATERIALES EXPERIMENTALES A EMPLEAR

2.3.1. CASCARA DE CACAO

La cascara de cacao representa el mayor subproducto de la industria
chocolatera a nivel mundial. Actualmente han aumentado estudios relacionados
para este tipo de residuos y su posible utilizacién, debido a que estos
representan un importante componente de los residuos agricolas y desechos
agroindustriales en el mundo, constituyendo una buena fuente de recursos
renovables y energia. Internacionalmente se viene desarrollando posibles usos
de la cédscara de cacao, como fuente de fertilizantes de suelos, alimento para
aves y animales, fuente de pectinas y gomas, elaboracién de carbén activado y

obtencion de fibra dietaria (Baena y Garcia, 2012).

2.3.2. FIBRAEN LA CASCARA DE CACAO

La cascara y cascarilla del cacao se encuentran en un rango de 33 a 66%,
comparados con otras fuentes como harina de pifia y leguminosas como la
soya, arveja amarilla y frijol blanco que estan en un rango de 11,57 a 25,31%
de fibra dietaria total (FDT). En la realizacion de un balance de fibra dietaria
insoluble (FDI)/fibra dietaria soluble (FDS) se puede determinar que disminuye
a lo interno de los tejidos de los frutos, mientras mas exterior es el tejido mayor

es el contenido de FDI (Abarca, Martinez, Mufioz, Torres y Vargas, 2010).

2.3.3. INSUMOS PARA LA HIDROLISIS

A continuacién, se presenta el listado de los materiales y equipos que seran

empleados para el desarrollo de esta investigacion (Betancourt y Llano, 2009).
REACTIVOS Y MATERIAL VEGETAL PARA HIDROLISIS ACIDA

Agua desionizada.
Alcohol etilico al 96%.
Acido clorhidrico al 1 N

Hidroxido de sodio en escamas

o O O o o

Cascara de cacao.



REACTIVOS Y MATERIAL VEGETAL PARA HIDROLISIS
ENZIMATICA

Agua desionizada.

Alcohol etilico al 96%.

Acido clorhidrico al 1 N
Hidréxido de sodio en escamas
Cascara de cacao.

O O O o o o

Enzima pectinasa.

EQUIPOS PARA LOS DOS METODOS

Plancha de calentamiento.
pHmMetro.

Balanza electrénica.
Licuadora.

Centrifuga.

Horno.

Espectrofotdmetro infrarrojo.
Beaker de 2 L.

Agitador magnético.

Pipeta 10 mL.

Termdémetro.

O O O 0O o o o o o o o o

Buretas 50 mL.
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CAPITULO lll. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION

La presente investigacion se la realiz6 en el laboratorio de quimica de la
Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador sede Manabi (PUCEM) de la
carrera de Agroindustria, geograficamente ubicada a 0°37°54.619"" de Latitud
Sury 80°2°23.676"" de Longitud Oeste.

Los andlisis fisicos y funcionales se los realizaron en los laboratorios de la
Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi Manuel Félix Lopez
(ESPAM-MFL), geograficamente ubicada a 0°49°33.645" de Latitud Sur y
80°10°56.799"" de Longitud Oeste.

Los analisis de identificacibn quimica de las pectinas obtenidas se las
realizaron en la Universidad Técnica Particular de Loja (UTPL),
geograficamente ubicada a 4°3°47.206"" de Latitud Sur y 78°56°57.715"" de
Longitud Oeste.

3.2. DURACION
Esta investigacion se llevo a cabo en un tiempo aproximado de 6 meses.
3.3. METODOS Y TECNICAS
3.3.1. VARIABLES RESPUESTAS
Y1: Rendimiento

Y2: Solubilidad de la pectina
3.3.2. METODOS DE EXTRACCION

METODO HIDROLISIS ACIDA

Aza y Méndez (2011) expresaron que la extraccion de pectinas por hidrolisis
acida se llevo a cabo a temperaturas cerca de los 80°C por al menos una hora
como se aprecia figura 1. Las pectinas consecutivamente se extrajeron y
separaron de los desechos de diversos frutos mediante acidificacion; se lo
realizé usando acidos como el citrico, clorhidrico, fosférico, nitrico o sulfurico;

posteriormente después de concentrarlas, se precipitd con la adicion de
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alcohol, se sec0, se granuld y por ultimo se tamizé. La extraccion de las trazas
de pectinas después del proceso anterior se lo realizé en soluciones acuosas
acidas no sensibles al calcio, siempre y cuando sean sensibles al calcio, se

realizaria otra extraccién con acidos fuertes.
METODO HIDROLISIS ENZIMATICA

Segun lo descrito por Mendoza, Jiménez y Ramirez (2017), en la técnica de
extraccion enzimatica realizado a escala de laboratorio como se detalla en la
figura 2, en un beakers de 1000 mL, se agregaron 170 pL, del complejo
enzimatico comercial, por cada 200 g de material vegetal; de acuerdo a la ficha
técnica de aplicacion del fabricante, se utilizé un rango de 0,2 a 1 kg, por cada
tonelada de materia prima, por lo cual, se calcularon para 200 g de cascara de
cacao, a una temperatura de entre 40 y 50°C y pH de 5. EIl tiempo de
extraccion fue de 60 y 120 minutos, la precipitacion de la pectina se realizé con
etanol al 96%, adicionando 80% del volumen de la solucion péctica, por 30
minutos; la pectina, se filtré en tela muselina y se seco en estufa, hasta obtener

peso constante
3.3.3. ANALISIS FISICO-QUIMICOS Y ORGANOLEPTICOS

Una vez obtenidos los mejores rendimientos de cada meétodo de extraccion se

analizaron las caracteristicas fisico-quimicas y organolépticas de las muestras.

SOLUBILIDAD DE LA PECTINA

Se midieron con una pipeta 10 mL de agua y se colocaron en un vaso de 100
mL y afiadieron de 1 g de la muestra (pectina) y agitaron con una varilla. Se
introdujo el vaso con la solucién en otro vaso de 1000 mL que contiene agua
para bafio maria. Se calentaron en una plancha de calentamiento hasta que la
temperatura alcanzé los 55°C, se debe mantener una parte no disuelta en la
solucion. Se retiraron los vasos de 100 mL con la solucién y el exceso de soluto
(parte no disuelta), agitando fuertemente comprobando que el exceso no se
disuelva. Se vertio el liquido de la solucién saturada de ambas pectinas en un
vaso de precipitacién previamente pesado (M1) y se colocaron en la balanza

donde se obtuvo el valor del vaso mas el liquido (M2). Se colocé nuevamente
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en la plancha de calentamiento y se esper6 a que se evapore el agua

(solvente) de la solucidén contenida en el vaso de precipitacion hasta que se

forme un solido blanco (soluto). Se esper0 a que se enfriaran los vasos de

precipitacion y se pesaron con el soluto (M3). Los resultados se expresan en

relacion al porcentaje de soluto presente en solvente, utilizando la ecuacién 1.
_ M3—M,

S =———x100 [
My —Ms

Donde:
Masa del soluto= M3 - M1

Masa de solvente = M2 - M3

ESPECTROFOTOMETRIA INFRARROJA (IR)

Se tom6 una muestra de cada una de las pectinas extraidas, se las colocé en
la base del lector del espectro infrarrojo, se activd el equipo y se tomaron los
resultados de la lectura del software sobre la longitud de onda en cada
muestra. El equipo que se utilizd para la obtencion de los resultados en este

andlisis fue FT-IR, marca Thermo Scientific, modelo Nicolet iS10.
GRADO DE ESTERIFICACION (GE)

El grado de esterificacion (GE) de la pectina extraida por los dos métodos se
determinaron por espectrofotometria de infrarrojo, donde se utilizé un FT-IR,
marca Thermo Scientific, modelo Nicolet iS10. El espectro obtenido fue
comparable en su perfil al de un espectro de pectina comercial. Para
determinar el GE se utilizé la relaciéon del area de la banda correspondiente a
los grupos carboxilos y el area de los grupos esterificados, aplicando la
ecuacion 2 utilizada por Rascon, Martinez, Carvajal, Martinez y Campa (2016)

en su trabajo.
6 =(—2—)«100p

Donde:

GE: Grado de Esterificacion
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Agce: Area de grupo carboxilico esterificados.

Agcne: Area de grupo carboxilico no esterificados.
CAPACIDAD DE GELIFICACION

Se utilizaron muestras de las pectinas extraidas en una relaciéon de 10% del
volumen total (10 mL de agua destilada) se colocaron en tubos de ensayos y
luego agitaron por 5 minutos. Los tubos fueron calentados en bafio maria a
90°C durante 30 minutos y luego colocados en agua fria (4-6°C) por 30
minutos. La capacidad de gelificacion se calculo tomando la minima
concentracion afiadida en la cual, la solucion proteica contenida en los tubos no
drend ni cay6 cuando se invirtié en su posicion, segun la ecuacion 3, expresada

en gH20/gpectina.
€ =Fk-F 3

Donde:
P1= Peso de la muestra seca (g)

P2= Peso de la muestra gelificada (g)
CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA (CRA)

Se agito en un tubo de centrifuga de 50 mL un gramo de muestra con 40 mL
de agua destilada por 5 minutos, esta mezcla fue luego centrifugada a
temperatura ambiente a 3000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante fue
vertido en una probeta de 50 mL. El célculo de la CRA fue estimado en base a
la diferencia entre el volumen inicial y el sobrenadante obtenido luego de la
centrifugacion. El resultado fue reportado en base a mililitros de agua retenida

por gramo de proteina, utilizando la ecuacion 4.
C =F-F [

Donde:
P1= Peso himedo de pectina (g)

P2= Peso seco de pectina ()

CAPACIDAD DE ADSORCION DE ACEITE (CAA)
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Se colocaron 0,1 g de fibra en un tubo. Se adicioné un exceso de aceite (5 mL)
y se agité durante 30 minutos, se centrifugd durante 10 minutos a 3000 rpm. Se
retird el sobrenadante y se peso el sedimento. Los resultados se expresaron en

gramos de aceite sobre gramos de muestra, utilizando la ecuacion 5.
C =KH-FKI[9

Donde:
P1= Peso sedimento de pectina (g)

P2= Peso seco de pectina (g)
CAPACIDAD DE HINCHAMIENTO

Se determin6é midiendo el volumen que gano la muestra después de alcanzar
un equilibrio con un exceso de disolvente. En lo que se utilizé 0,4 g de fibra
para proceder a medir el volumen que ocupd en una probeta de 10 mL, luego
se le adicionaron 5 mL de buffer de fosfato 0,08 M, pH 6,1 se agité y dejo en
reposo por 24 h a temperatura ambiente posteriormente se midié el volumen

final de la muestra, utilizando la ecuacion 6 y expresandolo en mLH20/gpectina.

f:,' _ I-"]r—i-"ﬂ
Frm

[6]

Donde:
V¢ = Volumen final.
Vo = Volumen inicial

Pm = Peso de la muestra

3.4. FACTORES DE ESTUDIO

34.1. EXTRACCION
HIDROLISIS ACIDA
Factor a (pH)

al: 15
a2: 2,5

Factor b (tiempo de coccidn)



bl: 20 min

b2: 30 min

HIDROLISIS ENZIMATICA
Factor ¢ (Tiempo)
cl: 60 min

c2: 120 min

Factor d (Temperatura)
d1: 40°C

d2: 50°C
34.2. COMPARACION DE LOS METODOS

Factor a (Hidrdlisis acida)
Factor b (Hidrdlisis enzimatica)

3.5. TRATAMIENTOS

Tabla 1: Tratamientos para hidrélisis acida (Combinacion de los niveles de los factores)
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Tratamientos Codigo Descripcion
T1 albl (pH 1,5) (20 min.)
T2 alb2 (pH 1,5) (30 min.)
T3 az2bl (pH 2,5) (20 min.)
T4 az2b2 (pH 2,5) (30 min.)

Tabla 2: Tratamientos para hidrélisis enzimatica (Combinacion de los niveles de los factores)

Tratamientos Cddigo Descripcién
Tl cldl (60 min.) (40°C.)
T2 cld2 (60 min.) (50°C.)
T3 c2d1 (120 min.) (40°C.)

T4 c2d2 (120 min.) (50°C.)
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3.6. DISENO EXPERIMENTAL

Como se muestra en la tabla 3, el experimento se desarrollé bajo un Disefio
Completamente al Azar (DCA) en arreglo factorial A x B, con un total de 4
tratamientos por métodos y 3 repeticiones por tratamientos. Los datos
obtenidos fueron sometidos a los supuestos del ANOVA (normalidad Shapiro
Wilk y homogeneidad Test de Levene) con un 0=0,05, al cumplirse los
supuestos se realizé el andlisis de varianza con un nivel de confianza del 95%
y la separacion de medias por Tukey al mismo nivel de confianza para cada
uno de los métodos de extraccion. Finalmente, por medio de T-Student se
compararon los métodos de extraccidon de pectina y se determind el mas
eficiente, donde se utilizd el programa estadistico INFOSTAT version libre
2018lI.

Tabla 3: Esquema ADEVA

Fuente de variacion Grados de
libertad
Tratamientos 3
Factor a 1
Factor b 1
Interaccion a*b 1
Error 8
Total 11

3.7. UNIDAD EXPERIMENTAL

Para este estudio se tomaron 200 g de cascara cacao. Se recolectaron
cascaras de mazorcas maduras de cacao de la variedad tipo Nacional clon
EET-103, las mismas que fueron lavadas y trasladadas al laboratorio donde
fueron procesadas.
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3.8. MANEJO DEL EXPERIMENTO
3.8.1. HIDROLISIS ACIDA

DESCRIPCION DEL PROCESO
o PREPARACION DEL MATERIAL

Se pesaron 200 g de material sélido en una béscula, se lavaron con agua para
eliminar excesos de suciedad, y luego se cortaron en trozos pequefos para
facilitar el licuado. Se licuaron junto con 500 mL de agua a su maxima

velocidad durante 3 minutos (anexo 1).

o COCCION

La mezcla se sometido a un proceso de coccion a una temperatura de 95°C
utilizando un beaker y una plancha de calentamiento. Este procedimiento tiene
como fin inhibir la accién de las enzimas pécticas presentes en el material,
especialmente la pectinasa (enzima degradante de la pectina), ademas de
microorganismos presentes en el material seleccionado. Una vez cumplido el
tiempo de coccion se introdujo el beaker con la mezcla en un recipiente con

agua fria evitando extender el tiempo determinado para el ensayo.

o AJUSTE DE pH

Se ajustoé el pH de la mezcla a los niveles establecidos (1,5 - 2,5) empleando

un medidor de pH digital y acido clorhidrico al 1N.

o HIDROLISIS

Una vez fijado el pH, la mezcla se sometié a un proceso de hidrolisis 4cida a
una temperatura de 80°C empleando una plancha de calentamiento. Una vez
cumplido el tiempo de extraccion se introdujo el beaker con la mezcla en agua
fria cortando rapidamente la reaccion, evitando sobrepasar el tiempo

establecido para la misma.

o FILTRACION

La mezcla hidrolizada se filtr6 a través de una tela fina, separando el material

sélido de la fase liquida en la cual se encontraba disuelta la pectina.
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o PRECIPITACION

La fase acuosa resultante del proceso de filtrado se precipité utilizando etanol
comercial al 96%. La cantidad empleada de este ultimo corresponde al 80% del

volumen de filtrado obtenido, el cual fue, en promedio, de 400 mL.

o SEPARACION

Se separo la pectina precipitada utilizando un embudo y tela liencillo. Luego de
la separacion se obtuvo la pectina (himeda) y una mezcla etanol-agua. El

etanol obtenido luego de dicha separacion se recuperé mediante destilacion.

o PURIFICACION

Con el fin de eliminar impurezas y trazas de HCI que afecten la solubilidad y el
aspecto de la pectina, se llevé a cabo un proceso de purificacion. El proceso

consta de los siguientes pasos:

Se disolvio nuevamente en un beaker con 300 mL de agua la pectina obtenida

en la primera centrifugacion.
Se filtré y recuperd el sobrenadante en el cual se encuentra disuelta la pectina.

Se precipito la pectina disuelta utilizando etanol comercial al 96% y empleando
la misma relacién de volumen de la primera precipitacion. Se filtr6 nuevamente

la pectina purificada.

o SECADO

La pectina se secO en una estufa a una temperatura de 40°C durante 180
minutos. Luego se esparcio de manera uniforme sobre una caja Petri
previamente pesada con el fin de determinar la cantidad de pectina obtenida

mediante la diferencia entre el peso final e inicial.

o RENDIMIENTO

Los rendimientos reportados se calcularon en base seca. Se realizaron la
deshidratacion de la cascara de la mazorca del cacao hasta que se obtuvo un
peso constante, con el fin de determinar el peso seco en 200 g iniciales de

material solido.
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DIAGRAMA DE FLUJO

ENTRADADE LA PREPARACION

MATERIA PRIMA ~ DEL MATERIAL SIMBOLOGIA

U O

ETANOL AL 96%

l Transporte
COCCION 7] Inspeccién
95°C

Operacién

HCLIN AJUSTE DE pH Espera
o (1,5-2,5)

v Almacenamiento
HIDROLISIS :
80°C a 20-30 min
FILTRACION

MATERIA SOLIDA

> PRECIPITACION
SEPARACION
MEZCLA

1
ETANOL AL 96% )
> PURIFICACION
SECADO
40°C-180 min
VAPOR DE

AGUA

1

3

5

v ETANOL-AGUA
7

8

A

y
: 1 ; ALMACENADO

Figura 1: Diagrama de proceso de hidrélisis acida
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3.8.2. HIDROLISIS ENZIMATICA

ESCRIPCION DEL PROCESO
o PREPARACION DEL MATERIAL

Se tomaron 200 g de cascara de cacao, se lavd y troced en cubos pequefios
para facilitar el licuado. Se licu6 junto con 500 mL de agua a su maxima

velocidad durante 3 minutos (anexo 2).

o AJUSTAR pH

Se ajustd el pH de la mezcla a los niveles establecidos (5) empleando un

medidor de pH digital y acido clorhidrico al 1 N.

o CALENTAMIENTO

Se llevo a 40-50°C la dilucion segun el tratamiento.

0 APLICACION DE LA ENZIMA

Se adicionaron 170 uL del preparado enzimético y se homogeniz4. Se dejo en

reposo por 60 y 120 minutos segun el tratamiento.

o FILTRACION

La mezcla hidrolizada se filtr6 a través de una tela fina, separando el material

sélido de la fase liquida en la cual se encuentra disuelta la pectina.

o PRECIPITACION

La fase acuosa resultante de proceso de filtrado se precipité utilizando etanol
comercial al 96%. La cantidad empleada de este ultimo corresponde al 80% del

volumen de filtrado obtenido.

o SEPARACION

Se separo la pectina precipitada utilizando un embudo y tela liencillo. Luego de
la separacion se obtuvo la pectina (himeda) y una mezcla etanol-agua. El

etanol obtenido luego de dicha separacién se recuperé mediante destilacion.
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o PURIFICACION

Con el fin de eliminar impurezas y trazas de HCI que afecten la solubilidad y el
aspecto de la pectina, se llevé a cabo un proceso de purificacion. El proceso

consta de los siguientes pasos:

Se disolvié nuevamente en un beaker con 300 mL de agua la pectina obtenida

en la primera centrifugacion.
Se filtré y recuperd el sobrenadante en el cual se encuentra disuelta la pectina.

Se precipito la pectina disuelta utilizando etanol comercial al 96% y empleando
la misma relacion de volumen de la primera precipitacion. Se filtr6 nuevamente

la pectina purificada.

o SECADO

La pectina se sec6 en una estufa a una temperatura de 40°C durante horas.
Luego se esparcid de manera uniforme sobre una caja Petri previamente
pesada con el fin de determinar la cantidad de pectina obtenida mediante la

diferencia entre el peso final e inicial.

o RENDIMIENTO

Los rendimientos reportados se calcularon en base seca. Se realizd la
deshidratacion de la cascara de la mazorca del cacao hasta obtener un peso
constante, con el fin de determinar el peso seco en 200 g iniciales de material

solido.
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MATERIA PRIMA ™ 1 DEL MATERIAL SIMBOLOGIA
l l Transporte
HCL 1 N o AJUSTE DE pH (5) («, Inspeccién
Operacion
CALENTAMIENTO Do Espera
40-50°C jl
; --’ Almacenamiento
ENZIMA HIDROLISIS :

PECTINAZA 170 uL (60-120 min)

FILTRACION

\ 4
: ‘:.

MATERIA SOLIDA

»

ETANOL AL 96% .
> PRECIPITACION

SEPARACION

MEZCLA _
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VAPOR DE

»

AGUA

O Cr
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<}4

Figura 2: Diagrama de proceso de hidrdlisis enzimatica



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

La comparacion de medias mediante t de Student realizados para comparar los
rendimientos y solubilidad en los dos métodos de extraccion de pectina
mostrados en la tabla 4, se determina diferencia significativa (p<0,05) entre

ambos métodos.

El método acido reportd un mayor porcentaje de rendimiento en relacién al
meétodo enzimatico. Mendoza et al. (2017), indican que a mayor concentracion
de enzimas el rendimiento de pectina es significativamente alto a los obtenidos
con hidrélisis acida. Esta diferencia se asocia a la posible insuficiencia en el
tiempo de extraccion. Sin embargo, la concentracion de enzima se mantuvo
constante durante esta, ya que el tiempo si fue adecuado, a pesar de que el

rendimiento fue menor.

En cuanto a la solubilidad de la pectina se establecio diferencias altamente
significativas (p<0,0001) entre ambos métodos de extraccion de pectina. El
meétodo de extraccion enzimatica reportd un mayor porcentaje de solubilidad
qgue el método acido (anexo 3). Segun Zapata, Escobar, Cavalitto y Hours
(2008), indican que el pH, la temperatura y la concentracion de solucion
amortiguadora de pH ejercen un importante efecto sobre el proceso de
solubilizacion de pectina, con un nivel éptimo de solubilizacion a pH 5 y 37°C,

lo que asemeja las condiciones de la pectina extraida en el método enzimatico.

Tabla 4: Promedio de pectina extraida de cascara de cacao por métodos &cido y enzimatico

Método de extraccion Pectina
Rendimiento (%) Solubilidad (%)
Acida 6,33 a 23,40 b
Enzimatica 3,94hb 23,69 a
p 0,031 <0,0001

Promedios con letras distintas en columna difieren segun la prueba de t Student al 0,05 de
error.

Como se muestra en la tabla 5, el efecto del pH sobre el rendimiento en la
obtencién de la pectina es significativo (p<0,05), sin embargo, el factor tiempo y

la interaccion con el pH no muestran significacion.
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A menor pH y mayor tiempo de hidrélisis se obtuvo mejor produccién de
pectina conforme a lo reportado por Maldonado, Salazar, Millones, Torres y
Vasquez (2010), en su investigacion donde el mayor rendimiento de pectina, se
dio cuando emplearon el pH mas bajo, coincidiendo con los resultados obtenido

y descritos en el presente trabajo.

Tabla 5: Efectos de los factores y la combinacién de ambos en el rendimiento de la pectina en la
extraccion cida

Tratamientos Métoo!o Acida
Pectina (%)
Efecto de pH
15 8,37x0,76 a
2,5 1,540,76 b
p 0,0089
Efecto de Tiempo (min)
30 7,45£0,76
20 5,22+0,76
P 0,0815
Efecto de interaccion pH x tiempo (min)
15 30 10,21£1,07
15 20 6,53+1,07
2,5 30 4,69+1,07
2,5 20 3,91+1,07
p 0,2232

Letras distintas en columna difieren segiin separacion de medias tukey al 0,05 de error.
Valores medios error estandar.

Lo expuesto en la tabla 6, muestra que los efectos del tiempo, la temperatura y
la combinacion de ambas, no reflejan diferencias significativas, sin embargo, el
mayor tiempo de hidrdlisis combinado con la mayor temperatura proporciona un
rendimiento numéricamente representativo. Segun Mendoza et al. (2017), en
su trabajo realizado indican que utilizando la mayor concentracion de complejo
enzimatico obtuvo el mejor rendimiento en sus tratamientos, en contraste con la
interaccion de tiempos y temperatura que no reflejaron diferencias

significativas.
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Tabla 6: Efectos de los factores y la combinacion de ambos en el rendimiento de la pectina en la
extraccion enzimatica

. Método Enzimatica
Tratamientos

Pectina (%)
Efecto de Tiempo (min)
120 4,57+0,97
60 3,29+0,97
p 0,3864
Efecto de Temperatura (°C)
50 4,36+0,97
40 3,50+0,97
p 0,556

Efecto de interaccién tiempo (min) x temperatura (°C)

120 50 5,53+1,37
120 40 3,62+1,37
60 40 3,39+1,37
60 50 3,19+1,37
p 0,4724

Valores medios +error estandar.

En la tabla 7, se muestra las diferencias numéricas de los picos caracteristicos
de la pectina obtenida en la investigacion (anexo 4) y los de la pectina
comercial RAPID SED evaluada por Betancourt y Llano (2009). En las figuras
3, 4 y 5 se observan las longitudes de onda de la pectina extraidas por el
método acido, el método enziméatico y la realizada por el autor antes
mencionado a la pectina comercial en el espectro infrarrojo.

Tabla 7: Cuadro comparativo de los picos de longitud de onda en el espectro infrarrojo de las pectinas extraidas
y la pectina comercial (rapid sed)

Grupos funcionales

Variantes - -
C=OESTER C=0 ACIDO C-H C-0 -OH
PeCt('Qr?] _’f)c'da 172047 163210 201064 101340 331140
Pec“”"’(‘c'f;'_f)'mat'ca 172798 160099 202703 124260  3262,40
Pectina comercial 174107 163795 293233 107000  3390,20

(cm?)
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Figura 5: Longitud de onda del espectro IR en la pectina comercial Rapid set

El grado de esterificacion de la pectina extraida, por los métodos de hidrolisis
acida y enzimética fueron de 51,31 y 51,90% respectivamente, lo cual nos
indica que la pectina que se obtiene de la cdscara de cacao es de alto grado
metoxilo, tal como expresa Rascon et al. (2016) en el trabajo realizado, el
grado de esterificacion de las pectinas extraidas en dos variedades de
manzanas fue de 57 y 63% categorizdndolas con pectinas de alto grado
metoxilos e indicando que valores de esterificacion por encima de 50% se

consideran de alto grado.

La capacidad de gelificacion de la pectina extraida en ambos métodos fue de
2,28 y 1,35 gH20/gpectina para el método enzimatico y acido respectivamente
(anexo 5), lo que nos indica que la pectina extraida tiene gran capacidad de
gelificacion tal como indica Cabarcas, Guerra y Henao (2012), las pectinas con
alto metoxilo, se considera que a un pH de 3,4 por lo menos un 40% de los
ésteres metilicos estan desesterificados y por lo tanto serd dificil lograr la

formacion de un gel estable.

Como se muestra en la tabla 8, los datos obtenidos en los analisis de CRA,
CAA y CH realizados a la pectina de cascara de cacao de ambos métodos
(anexo 6), coinciden en valores con las propiedades funcionales de una fibra
dietaria soluble (pectina), tal como indica Arroyo et al. (2008), que la pectina
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tiene gran capacidad de retener agua, aceite e hincharse, comparadas con
fibras de otro tipo (celulosas y hemicelulosas). Notandose que en la pectina de
la extraccion enzimatica son mayores dichas propiedades, tal como expresa
Valencia y Roman (2006), que la diferencia en los valores de las propiedades

puede tener explicacion en los tratamientos realizados en cada extraccion.

Tabla 8: Propiedades funcionales de la pectina de la cascara de cacao

METODO DE EXTRACCION PROPIEDADES FUNCIONALES

CRA CAA CH
(gH2O/gpectina)  (gH20/gpectina) (mLH20/gpectina)

ACIDO 4,54 0,31 0

ENZIMATICO 9,96 0,43 0




5.1.

5.2.

CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
CONCLUSIONES

El método de extraccion acida obtuvo un mayor rendimiento de pectina en
relacion con la enzimatica.

La pectina extraida por el método enzimatico obtuvo mejores
caracteristicas de solubilidad en relacion a la extraccion acida, a pesar de
que esta ultima obtuvo mejor rendimiento.

El area que ocupan los picos de los grupos carboxilicos esterificados y no
esterificados de la longitud de onda de las pectinas extraidas por ambos
meétodos comparten similitudes con los picos de la pectina comercial.

La pectina extraida por el método enzimético obtuvo mayores
propiedades funcionales en comparacién a la pectina de la extracciéon
acida.

RECOMENDACIONES

Evaluar el comportamiento del complejo enzimatico a diferentes
concentraciones y sus efectos en el rendimiento del hidrolizado en la
obtencion de la pectina.

Determinar nuevos niveles en la variable tiempos de hidrolizados, para
el mejoramiento de las propiedades funcionales de la pectina obtenida
en el método acido.

Determinar el porcentaje de gelificacion de las pectinas extraidas en

cada método.
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ANEXOS



ANEXO 1: Método de extraccion de hidrolisis acida
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ANEXO 2: Método de extraccion de hidrdlisis enzimatica
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ANEXO 3: Andlisis para solubilidad de la pectina
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ANEXO 4: Andlisis de espectrofotometria infrarroja
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ANEXO 5: Andlisis de capacidad de gelificacion
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ANEXO 6: Analisis de propiedades funcionales de la pectina

ANEXO 6-A: Capacidad de retencion de agua
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ANEXO 6-B: Capacidad de adsorcion de aceite
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ANEXO 6-C: Capacidad de hinchamiento
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