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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue optimizar la temperatura y el pH en la extraccién de pectina a partir de
cascara de limén francés (Citrus medica) para maximizar el rendimiento y grado de esterificacion, utilizando la
metodologia de superficie de respuesta. La extraccion se realizd mediante hidrdlisis acida con H,SO, durante 60 minutos,
teniendo como variables independientes el pH (1,0 - 3,0) y la temperatura (70 - 90°C), y como variables dependientes el
rendimiento y el grado de esterificacion, Se utilizo el Disefio Compuesto Central Rotacional (DCCR) para realizar la
optimizacién. Los modelos obtenidos para el rendimiento y grado de esterificacion fueron validados a través del Analisis
de Regresion y ANVA (significativo en ambos casos). Se determind los valores éptimos (T° = 70-80°C, pH = 1-1,5) a
condiciones dptimas de extraccion fue obtenido el peso molecular de la pectina de 30666.912 g/mol.

Palabras clave: citrus medica, pectina, limén francés, grado de esterificacién, DCCR.

ABSTRACT

The objective of this research was to optimize the temperature and pH of pectin extraction from lemon rind French
(Citrus medica) to maximize performance and degree of esterification, using response surface methodology. Extraction
was carried out by acid hydrolysis with H,SO, for 60 minutes, having as independent variables the pH (1.0 - 3.0) and
temperature (70 - 90°C), and as dependent variables the performance and the degree of esterification. The Central
Composite Rotational Design (DCCR) was used to perform optimization. The models obtained for performance and
degree of esterification were validated through Regression Analysis and ANOVA (significant in both cases). Optimum
values (T ° = 70-80 °C, pH = 1-1.5) were determined. The optimum extraction conditions were obtained the molecular
weight of the pectin 30666.912 g/ mol.

Keywords: medical citrus, pectin, French lemon, degree of esterification, DCCR.

1. Introduccion obtener productos de alto valor agregado
Huamachuco y sus valles vecinos produce como las pectinas, que por su capacidad
cerca de 0,1 a 0,5 toneladas cascara de para formar geles son de gran importancia
limén francés verde (Citrus medica), cuyo en la industria alimentaria y farmacéutica.
jugo es utilizado en la actividad artesanal La extraccion de pectina a partir de
del tefiido de telas y para la acidificacion cascaras de limon francés ofrece
de bebidas refrescantes. EIl residuo beneficios tanto ambientales como
principal de estos procesos artesanales es econémicos.

la cascara, la cual termina desechandose. Limén. EI verdadero origen del limén es
Sin embargo, de éstas cascaras se pueden desconocido, aunque algunos lo han
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vinculado al noroeste de la India. Se
asume que se introdujeron en el sur de
Italia en el afio 200 d.C. y que fueron
cultivados en Iraq y Egipto en el afio 700
d.C. y que alcanz6 Sicilia antes del afio
1000 y China entre 760 y 1297 d.C., los
arabes lo distribuyeron ampliamente en la
region del Mediterraneo entre 1000 y
1150 d.C. Era apreciado por sus virtudes
medicinales en el palacio del Sultan de
Egipto y Siria en el periodo 1174-1193
d.C. Cristébal Colon llevo semillas de
limén a la isla La Espafiola en 1493.
(Granados y Castafieda, 2013).

Figura 1. Limén Francés (cit}us médica)

El jugo de Ilimon, fresco, enlatado,
concentrado y congelado o deshidratado y
en polvo, se utiliza principalmente para
hacer limonada, en bebidas carbonatadas,
y otras bebidas. También se utiliza para
hacer pasteles y tartas, para saborizar
pasteles, galletas, cremas, sorbetes,
dulces, conservas y productos
farmacéuticos. Algunas gotas de jugo de
limén, sumado a la nata antes del batido,
le dan estabilidad a la crema batida. La
cascara de limon puede ser acaramelada o
hecha en almibar en casa. También se
conserva en salmuera y se suministra a los
fabricantes de productos de panaderia y
confiteria. Es una fuente de aceite de
limdn, pectina y acido citrico.

Pectina. La pectina fue descubierta en
1790 cuando Vauquelin hallé
primeramente una sustancia soluble de los
zumos de fruta. EI cientifico francés
Braconnot continu6 el trabajo de
Vauquelin y encontré que "una sustancia
ampliamente disponible de plantas vivas,
tenia propiedades gelificantes cuando se le
afiadia &cido a su solucion”. La llaméd
"pectina acida" del griego "pectos" que

significa  sélido,
Mendez, 2011).
La pectina es un polisacarido natural, uno
de los constituyentes mayoritarios de las
paredes de las células vegetales y se
obtiene a partir de los restos de la
industria de fabricacion de zumos de
naranjas, limon, sidra, nopal, cascara de
platano, toronja etc. Es méas barato que los
otros gelificantes con la excepcion del
almidén, forman geles en medios &cidos
en presencia de cantidades grandes de
azucar (Rankes, 2000). Las sustancias
pécticas son un grupo complejo de
polisacéridos. Contribuyen a la Ilamada
textura de las frutas, los vegetales y los
productos procesados (Hui, 1996).

Se pueden distinguir dos  clases
principales de sustancias pécticas: los
acidos pectinicos, que tienen una pequefia
porcion de sus acidos galacturonicos
como ésteres metilicos, y los acidos
pécticos, que solo contienen moléculas de
acido galacturonico libre de esterificacion.
Por definicion las pectinas son é&cidos
pectinicos con diferentes grados de
esterificacion y  neutralizacion, que
pueden contener de 200 a 1000 unidades
de &cido galacturénico.

coagulado (Aza vy

Tabla 1. Porcentaje de pectina en frutos (base
seca)

Fruto Pectina (%)
Citricos 20-35
Manzana 10-15
Girasol 15-25
Remolacha 10-20
Maracuya 15-20

Fuente. Rojas et al. (2008).

Existen otros compuestos de este tipo, las
protopectinas, altamente esterificadas con
metanol y muy insolubles en agua, que se
encuentran en los tejidos de los frutos y
son responsables de su textura rigida.

Localizacion de la pectina. Las sustancias
pécticas se encuentran en la mayor parte
de los tejidos vegetales y muy
especialmente en los tejidos

78



R. Baltazar et al. / Agroind Sci 2 (2013)

parenquimaticos y meristematicos. En
ellos, las zonas mas ricas corresponden a
la pared primaria de las células y a la
ldamina media que las separa (Pagén,
1996).

Grado de esterificacién. El grado de
esterificacion dependera del origen de la
pectina y del método utilizado para su
extraccion. En tal sentido, los grupos
carboxilos de los acidos galacturénicos
presentardn un grado variable de
esterificacion con metanol y a su vez
pueden estar parcial o completamente
neutralizados por iones de sodio, potasio o
amonio. En algunas pectinas, los grupos
hidroxilos pueden estar parcialmente
acetilados (Turquois et al., 1999).

Pectinas de alto metoxilo. Son aquellas en
las cuales mas del 50% de los grupos
carboxilos del é&cido galacturonico del
polimero se encuentra esterificado con
metanol como se puede ver en la Figura 4.
El grado de esterificacion de las pectinas
de alto metoxilo influye mucho sobre sus
propiedades, en particular, a mayor grado
de esterificacion, mayor es la temperatura
de gelificacion. Estas pectinas son capaces
de formar geles en condiciones de pH
entre 2,8 y 3,5 y un contenido de solidos
solubles (azicar) entre 60 y 70%
(Rankes, 2000).

Pectinas de bajo metoxilo. Las pectinas
de bajo metoxilo (LM) forman geles
termorreversibles por interaccion con el
calcio presente en el medio; el pH y la
concentracion de solidos son factores
secundarios que influyen en la velocidad y
la temperatura de gelificacion y ademas en
la textura final del gel. En efecto estas
pectinas tienen la propiedad de formar gel
cuyo soporte esta constituido por una
estructura reticular de pectinatos de calcio,
mientras su contenido de solidos solubles
puede bajar hasta 2%, y el valor de pH
acercarse a la neutralidad. Para la
gelificacion, por esto, la sola presencia de
la pectina y de las sales de calcio es
necesaria y suficiente (Hui, 1996).

Inactivacion de enzimas pécticas. Con el
propésito de hacer mas eficiente el
proceso de extraccibn es necesario
inactivar las enzimas pécticas,
manteniendo la materia prima en agua,
con concentraciones cercanas a 300
gramos por litro y calentando hasta
ebullicion, lo cual contribuye a eliminar
suciedades 0 micro-organismos presentes
en la céascara. Se decanta el agua y la
materia prima queda lista para la hidrolisis
(Rojas et al., 2008).

Extraccion de pectina. La hidrolisis &cida
es el método mas conocido para obtener
pectina, que consiste en someter al
sustrato a una coccion en medio &cido,
posterior filtracion y purificacion, con lo
cual se logra separar la pectina presente
del resto de compuestos de las cascaras,
para luego secarla y molerla hasta tener un
fino polvo listo para comercializarlo. A la
materia prima se las somete a una
hidrolisis acida, generalmente se proponen
valores de temperatura para la extraccion
de pectina con HCI que varian de 85 a
90°C, pH de 1,6 a 2 y tiempos de
extraccion de 30 a 60 minutos. Se indica
que pectina a partir de corteza de limén se
puede extraer con acido nitrico a pH 1,8 y
80°C durante 60 minutos, ademas se
sefiala que la influencia de la temperatura,
tiempo de extraccion y pH sobre las
"unidades de gelificacion” en pectina de
naranja se extraenaaunpH de 1,2; 1,6 y 2
y temperaturas de 75, 85, y 95°C a 20, 40
y 60 minutos respectivamente (Pagan,
1996).

Hidrolisis acida. Al material sélido se le
agrega la misma cantidad de agua usada
inicialmente y a esta solucion se le agrega
acido  sulfurico, é&cido nitrico o,
preferiblemente, acido clorhidrico hasta
obtener un pH entre 1 y 3. Cuando se usa
acido clorhidrico del 37%, se calcula que
deben usar de 6 a 8 ml de &cido por cada
litro de la solucion, para alcanzar el pH
indicado (Attri y Maini, 1996). El tiempo
de calentamiento de la solucion es de 60
minutos manteniendo la temperatura en el
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valor deseado (70 - 80°C); la agitacion
permanente debe mantenerse para evitar
que el material sélido se deposite en el
fondo del tanque de hidrdlisis.

Precipitacion. En la etapa de precipitacion
de las pectinas se pueden emplear sales o
alcoholes. Se prefieren estos Ultimos
porque al usar las pectinas en la industria
de alimentos se evitan residuos, mientras
que con las sales es necesario un lavado
muy cuidadoso para retirar todo residuo.
En la precipitacion de las pectinas se
recomienda un volumen de alcohol
equivalente al 80% de la solucion que se
va a precipitar. Sin embargo, en ensayos
de laboratorio se encontr6 que
disminuyendo el volumen de alcohol a un
equivalente el 60% del volumen de la
solucion no se disminuye el rendimiento
de una manera notable y si disminuyen los
costos sustancialmente (Rojas et al.,
2008). Para esta etapa del proceso se
empleara etanol al 95 o0 96%.

Se han realizado diversos estudios de la
extraccion de pectina como por ejemplo la
investigacion de la actividad
solubilizadora de pectina por
Protopectinasa-SE, enzima producida por
el hongo levaduriforme (geotrichumkle)
que fue estudiada utilizando como sustrato
albedo del limén (parte interna, blanca y
esponjosa de la cascara) y la protopectina
(sustancia péctica insoluble en agua,
obtenida del mismo tejido). Bajo
condiciones dptimas de reaccion se
obtuvo rendimientos de 37 y 28 g. de
pectina/100 g de tejido (base seca) a partir
de protopectina y albedo, respectivamente
(Arley et al, 2009).

Se realiz6 un estudio que tuvo como
objetivo extraccion de pectina de nopal
(opuntia ficus indica) por medio acido
aplicando dos niveles de temperatura,
tiempo y estados de madurez.  Los
resultados de la espectrometria de
infrarrojo confirmaron que la pectina
obtenida en condiciones de pH 2 es de
bajo metoxilo. La pectina obtenida a pH 3
posee caracteristicas competitivas dentro

de su tipo para ser destinada a la industria
de alimentos (Aza y Méndez, 2011).

Se obtuvo y caracterizo pectina a partir de
cascaras de platano para desarrollar un
disefio general del proceso de produccion.
Se aprovechd los desechos industriales del
procedimiento de harina platano comdn
se extrajo pectina a escala piloto a
diferentes valores de pH (1,5 y 3), tiempos
de hidrdlisis (60 min.) y a 60 y 80°C. La
calidad de la pectina extraida se evalud
midiendo el contenido de humedad,
cenizas, metoxilo, acidez libre, peso
equivalente y el grado de esterificacion,
aplicando un andlisis por espectroscopia
de infrarrojo. El resultado de la extraccion
a pH 1,5 a 80°C present6 una composicion
maxima en base seca (23,06% p/p), pero
con mayor contenido de cenizas, humedad
y de coloracion muy oscura (1,7 y 6,8%).
La pectina obtenida a pH 3 y temperatura
60°C fue la de mejor calidad segun los
valores de humedad y contenido de
cenizas pero con el mas bajo rendimiento.
Las condiciones Optimas para un
equilibrio entre rendimiento y calidad son
pH 15 a 60°C debido a que posee
caracteristicas competitivas dentro de su
tipo (cenizas 1,3%, humedad 1%,
coloracion café claro) para ser destinada a
la industria de alimentos con un alto
rendimiento (18,86%). El resultado de la
espectrometria de infrarrojo para la
pectina con Optimas condiciones de
equilibrio entre calidad y rendimiento,
confirm6 que es de gelificacion rapida.
Las pectinas evaluadas son de bajo
metoxilo, de acuerdo a los resultados
obtenidos en el contenido de metoxilo.
Con referencia las condiciones de
laboratorio y al comportamiento de la
pectina, se realizd el disefio general,
diagrama y descripcion detallada de los
equipos del proceso de produccion de
pectina y un analisis econémico general
en base a los reactivos usados en el
laboratorio (Cabarcas et al., 2012).

Otro método utilizado para la liberacion
de pectina, pero del cual ain no se ha
encontrado  suficientes  reportes de
aplicacién en cascara de mango es el
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método bioldgico (Contreras et al., 2003).
Este es considerado un método alternativo
que no tienen efectos tan dafinos con el
medio ambiente como los métodos
quimicos y las condiciones de reaccién no
son tan severas (Contreras et al., 2006). A
pesar de esto, tiene la desventaja de ser
muy caro Yy tardado debido al aislamiento
enzimatico y a los largos tiempos de
extraccion requeridos para solubilizar la
pectina.

Peso molecular. ElI peso molecular de la
pectina, relacionado con la longitud de la
cadena, es una caracteristica muy
importante de la que dependen Ila
viscosidad de sus disoluciones y su
comportamiento en la gelificacion de las
jaleas. La determinacion cuidadosa del
peso molecular es dificil, parcialmente
debido a la extrema heterogeneidad de las
muestras y a la tendencia de las pectinas a
agregarse, aun bajo condiciones no
favorables a la gelacion. Los pesos
moleculares de pectinas y su distribucion
fueron estudiados sistematicamente por
viscosimetria y determinaron que los
pesos moleculares variaban de 20000 a
300000 g/mol (Owens et al., 2005).

Aplicaciones de la pectina. La pectina de
alto metoxilo preserva a los productos
lacteos de la agregacion de caseina cuando
se calienta a pH inferiores a 4,3. Este
efecto se usa para estabilizar los yogurts
liquidos. La gelatina ha sido la base
tradicional para los postres de jaleas. Las
pectinas de alto metoxilo asociadas a otros
principios activos, tienen una gran
utilizacién en los tratamientos de gastritis
y ulceras, ya que al ser ingerida cubre las
paredes estomacales de una especie de
pelicula mas o menos gelificada, y la
protege de hipersecreciones gastricas y
biliares. Su accion en la pared intestinal es
anadloga; ademas, se afiade una accion
desintoxicante, debido al poder adsorbente
de la macromolécula péctica, que permite
la inhibicion de toxinas (Navarro y
Navarro, 2008).

2. Materiales y métodos

Se emple6 frutos maduros de limon
francés (Citrus medica), provenientes del
distrito de Sanagordn, provincia de
Sanchez Carrion, region La Libertad,
ubicado a una altura de 2670 m.s.n.m. El
procedimiento general para la obtencion
de pectina se observa en la Figura 2, los
procesos principales son la inactivacion de
enzimas pécticas, hidrolisis acida vy
precipitacion de la pectina.

Materia prima

v

| Seleccion |

i

| Lavado |

| Cortado v exprimido I%- Zumo

| Escaldado |

v

| Cortado |

v

| Secado |

é

| Hidrdlisis |

é

| Filtracion |

é

| Precipitacién |

é

| Secado |

v

| Molienda |

Figura 2. Diagrama de flujo de extraccion de
pectina.

Se realizd un lavado con agua potable.
Luego se cortd por la mitad el fruto y se
exprimié el zumo. Se inactivan las
enzimas pécticas presentes en la céscara
calentando hasta ebullicion durante 5 min.
Esto evita que la pectina se deteriore
mientras se realizan los diferentes ensayos
experimentales.

81



R. Baltazar et al. / Agroind Sci 2 (2013)

Se cortd en tiras de 3 mm con la finalidad
de exponer més é&rea a la solucion
extractante.

Se realiz6 un secado a 50°C por 24h.

La hidrolisis se realiz6 con H,SO4 en bafio
maria a los diferentes pHs y temperaturas
planteados y con agitacién durante 60
minutos.

El proceso de filtrado a nivel
laboratorio, se realiz6 con tela filtrante.
Se us6 un volumen del 60% de etanol con
respecto a la solucion obtenida en el
proceso de hidrolisis para lograr el
precipitado de la pectina.

La pectina himeda se sec6 en horno a
50°C, durante 24 horas, la humedad de la
pectina  es un factor que incide
directamente en la estabilidad de Ila
pectina porque por sus caracteristicas
quimicas permite el crecimiento de
microorganismos, especialmente hongos.
Una pectina muy humeda es dificil de
pulverizar, se adhiere a las superficies y
tienen menor estabilidad y tiempo de vida
atil. Una pectina muy seca puede ser
resistente a la molienda y presentar un
color mas oscuro. Finalmente la masa
solida resultante se tritur6 mediante un
mortero.

de

Determinacion de rendimiento. El
rendimiento se determin6 dividiendo el
peso de pectina molida entre el peso de
cascara seca por cien, esto se realizé para
todos los tratamientos utilizando la
siguiente expresion:

w2

R=
w1

* 100

Donde:
W1 = Peso de cascara seca, W2 = peso de la
pectina obtenida

Determinacion grado de esterificacion

El grado de esterificacién es un factor
importante que caracteriza las cadenas de
la pectina de los grupos carboxilos, se
determin6 usando el método de valoracion
de Schultz y Schweiger (Rojas et al.,
2008), de la pectina obtenida después de

la molienda con la finalidad de evaluar el
tipo de pectina, y cuyo protocolo es el
siguiente: Se valoran 10 ml de disolucion
de pectina al 1% con NaOH (hidréxido de
sodio) 0,1 Normal, usando fenolftaleina
como indicador (valoracién A) afiadiendo
20 ml de NaOH 0,5 Normal en un tiempo
determinado con el fin de desesterificar la
pectina. A continuacién se afiadié 20 ml
de HCI (4cido clorhidrico) 0,5 Normal
para neutralizar el NaOH. Finalmente la
disolucién se valora con NaOH 0,1
Normal (valoracién B). El grado de
esterificacion se calculd con la siguiente
ecuacion:

DE =

1
atp 100

Determinacion de peso molecular de
pectina. La determinacion del peso
molecular se realiz6 a partir de la
medicion de viscosidad del siguiente
modo. Se prepar0 muestras que contenian
0,2; 0,4; 0,6 y 0,8% (w/v) de pectina, se
disolvio en solucion al 0,1 Molar de
cloruro de sodio, y se determind la
densidad de las muestras por repetido, se
regulé el bafio maria a 25 °C. Se coloco 10
ml de solucion en el viscosimetro capilar
y con estos datos obtenidos se determino
la viscosidad relativa (nr) con relacién a la
solucién de cloruro de sodio, luego se
grafico la Concentracion (C), expresado
en (g/100cm®) frente a ((nr-1)/C). Por
regresion se determind el término
independiente de la ecuacion de recta
formado, este valor es conocido como
viscosidad intrinseca (ni). Utilizando la
ecuacion ni = 9,55 = 10~*(M)°73 se despeja
el peso molecular (M) (Rojas et al., 2008).

Disefio de experimentos. Se utilizd un
Disefio Compuesto Central Rotacional
(DCCR) usando factoriales completos con
un planeamiento factorial: 2" + 2*n + pc,
donde n es el numero variables
independientes y pc es la cantidad de
puntos centrales que se repiten. En la tabla
2 se exponen las variables utilizadas en la
presente investigacion.
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Tabla 2. Variables de estudio

Variable Clase Dimension Indicador
Rendimiento  Dependientes Porcentaje %
Grado de . .
e Dependientes Porcentaje %
esterificacion
Temperatura Independiente ~ Temperatura °C
pH Independiente  Concentracion H+

Para el disefio de experimentos se
determinaron los valores axiales (x1.41),
los valores factoriales (£1) y el valor
central (0) para las 2 variables en estudio.

Tabla 3. Valores utilizados en el DCRR

Variables Niveles
-1,41 -1 0 1 1,41
X1  Temperatura 70 73 80 87 90
X2 pH 1 1,3 2 2,7 3

Se elabor6 un modelo codificado de
segundo orden, de acuerdo a:

2 2
Y= By + BX + BoXo + BuXy £ Bk + B X,

Donde:

Y: respuesta, en funcion de los
coeficientes significativos (Rendimiento
Y1y Grado de Esterificacion Y2).

Bo: B By Bus B Bt Coeficientes de
regresion (Rodriguez y lemma, 2005).

En la tabla 4 se presenta el disefio de
experimentos utilizado.

Tabla 4. Disefio de experimentos

X1 X2  Temperatura pH
T1 -1 -1 72,9 1,3
T2 1 -1 87,1 1,3
T3 -1 1 72,9 2,7
T4 1 1 87,1 2,7
T5 -1,41 0 70 2
T6 1,41 0 90 2
T7 0 1,41 80 1
T8 0 1,41 80 3
T9 0 0 80 2
T10 0 0 80 2
T11 0 0 80 2
T12 0 0 80 2

Para validar el modelo se realizd un
ANOVA, determinandose el coeficiente
de determinacién (R?), y el F-cal, el cual,
si es mayor que el F-tab., indica que el

modelo interpreta adecuadamente la
respuesta. Finalmente se construyeron
superficies de respuesta para definir las
regiones de interés.

3. Resultados y discusion

Optimizacion de la temperatura y pH

La pectina se extrajo a temperaturas entre
70 y 90° C y pH entre 1 y 3. Todos los
experimentos se realizaron a tiempo
constante (60 min), tiempo en el que se
obtiene mayor rendimiento segun los
analisis realizados en otras investigaciones
(Pagén, 1996). En total se realizaron 11
experimentos. Los valores de rendimiento
y grado de esterificacion de las muestras
se exponen en la Tabla 5.

Tabla 5. Resultados de rendimiento (Y;) y
grado de esterificacion (Y5)

X1 X2 Y1 Y2

Ensayo Temperatura®C  pH Rend(ioz)iento Esteri(z/i l:.;acién
T1 73 1,3 52,2 80
T2 87 1,3 42,8 62
T3 73 2,7 10,5 63,6
T4 87 2,7 13,2 67,3
T5 70 2 11 65,1
T6 90 2 31,7 56
T7 80 1 48 68,5
T8 80 3 14 61,2
T9 80 2 13,2 53,8

T10 80 2 13,1 52,9
T11 80 2 13,1 52,8

A tiempos de extraccion constantes, la
disminuciéon del pH produce un
incremento del rendimiento de la pectina
extraida, a excepcion del T7 que muestra
un rendimiento de 48% por tener un pH
demasiado bajo a comparacion con el T1
que tiene mayor rendimiento. La
tendencia al aumento en el rendimiento se
incrementa por la hidrélisis de los enlaces
de la protopectina, que pasa a pectina
soluble. La temperatura también tiene un
papel muy importante en la extraccion de
pectina por ello generalmente se proponen
valores de temperatura para la extraccion
de pectina que varian de 85 a 90°C,
Venturo (2013) indica que las pectinas
obtenidas partir de corteza de limén se
pueden extraer con acido nitrico a pH 1,8
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y 80°C durante 60 minutos. Pagéan (1996)
seflala que las pectinas de naranja se
extraen a un pH de 12; 16 y 2 y
temperaturas de 75, 85, y 95°C a 20, 40 y
60 minutos respectivamente. Por ello al
ser un producto adn no estudiado fijamos
los parametros de extraccion referenciales
recomendados por Venturo (2013),
eligiendo pH entre 1-3 y temperatura entre
70y 90 °C.

El rendimiento de la pectina varia entre
10,5y 52,2 %, lo que indica que hay altos
contenidos de pectina en la cascara de
limén francés comparado con pectinas
comerciales de citricos con rendimientos
maximos de 35 % y en girasol de 25 %
(Tabla 1) obtenido por Rojas et al. (2008).
El maximo porcentaje de pectina extraida
corresponde a la T1 obtenida a 73°C, pH
1,3 y tiempo de 60 minutos.

Cabarcas et al. (2012) extrajeron pectina a
partir de céscaras de platano, trabajando a
pH 1,5 y a 80°C, presentd un rendimiento
maximo en base seca (23,06%), el minimo
correspondio a la temperatura de 73°C y
pH 2,7 y tiempo de 60 minutos, también
obtuvo un menor rendimiento de pectina
a pH 3y temperatura 60°C, observando la
misma tendencia en nuestros resultados
obtenidos. Por tal motivo en materia de
rendimiento nos quedamos con el T1
como uno de los mejores procesos.

En cuanto al grado de esterificacion, este
constituye una propiedad quimica muy
importante relacionada con la velocidad
de gelificacion y solidificacion de las
moléculas de pectina, como se detall6 en
el marco teorico. Los valores del grado de
esterificacion obtenidos variaron de 80 a

53,8%; sin embargo, en todos los casos
los valores obtenidos superaron el 50%,
por lo que las muestras de pectina cruda
obtenidas fueron de alto grado de
esterificacion, ademas, en los rangos de
pH de 2 y 3 se produjo un ligero aumento
del grado de esterificacion entre 53,8 y
65%, lo cual tiene relacion con los datos
obtenidos al medir la acidez libre, es
decir, se disponen de mas carboxilos
libres que pueden ser esterificados. De
igual manera, se puede observar que a pH
1,3 'y menor temperatura de hidrdlisis el
grado de esterificacion es mayor, pero a
igual pH vy temperatura de hidrolisis
mayor, el grado de esterificacion tiende a
disminuir, esto por efecto de la hidrdlisis
en los enlaces éster de la cadena de
polimérica de 4cidos galacturdnicos.
Todas las muestras presentan un alto
grado de esterificacion. En la tabla 6 se
muestra el Analisis de los efectos para el
Rendimiento y Grado de esterificacion,
observandose que la temperatura y el pH,
asi como sus cuadrados y su interacciones
tienen un efecto altamente significativo
(p<0,05).

Ademas se observa que el pH tiene un
mayor efecto sobre el rendimiento que la
temperatura, por otro lado el pH y la
temperatura tienen un efecto similar sobre
el grado de esterificacion. Attri y Maini
(1996) manifestaron que para hidrolizar la
protopectina de una matriz, un factor
determinante es tener un pH lo
suficientemente bajo para hidrolizar la
protopectina, ademas manifestd que a
altas temperaturas (70 - 80°C) se obtienen
mejores rendimientos.

Tabla 6. Analisis de los Efectos para el Rendimiento y Grado de esterificacion

RENDIMIENTO (%)

GRADO DE ESTERIFICACION (%)

FACTOR EFECTO VALOR-P EFECTO VALOR-P
Interaccion 13,1845 0,000006 53,24439 0,000036
(1) temperatura °C (1) 5,6601 0,000051 -6,75606 0,003273
Temperatura °C (q) 9,8441 0,000024 9,95884 0,002101
(2) pH (1) -29,6652 0,000002 -5,32778 0,005248
pH (q) 19,3011 0,000006 14,17284 0,001039
1llby2l 6,0500 0,000091 10,85000 0,002567
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En la tabla 7 se muestran los Coeficientes
de regresion para el rendimiento y grado
de esterificacion, observandose una alta
significancia en los mismos.

Tabla 7. Coeficientes de regresion para el
rendimiento y grado de esterificacion

Sumade Grados Cuadrados

cuadrados libertad  Medios o8 Ftab
RENDIMIENTO
Regresion 2445470 50 489,094 9,387 5,050
Residuos 260,519 5,0 52,104
Total 2705989 10,0
GRADOQ ESTERIFICACION
Regresion 610,058 5,0 122,012 9,018 5,050
Residuos 67,651 5,0 13,530
Total 677,709 10,0
Rendimiento: R*= 0,90398; Adj: 0,8035
Esterificacion: R’= 0,90177; Adj: 0,8079
(L) =lireal; (Q)= -cuadratica; Los
coeficientes de regresion para el
rendimiento (Y1) y el grado de
esterificacion (Y2) de la tabla 7
permitieron  elaborar un  Modelo

Matematico de segundo orden, donde
fueron considerados todos los factores.

Y, = 843658 - 16,902X1 + 0,1X12 - 149,357X2 +
19,695X22 + 0,617X1X2

984,826 - 18,956 X, + 0,102 X,? - 150,225 X,
+14,462 Xo*+ 1,107 X; X,

Donde:

Y11= Rendimiento (%)

Xi1= Temperatura °C

Y, - Esterificacion (%)

X2: pH

Y2=

El valor R?, de las ecuaciones polinémicas
de segundo orden obtenido para el
rendimiento y grado de esterificacion fue
de 0,90398 y 0,90177 respectivamente, lo
que indica que solo el 90% de la
variabilidad de los resultados de
rendimiento y grado de esterificacion son
explicadas por los modelos y sélo el 10 %
no pueden ser explicados por los mismos.

Los altos valores de los coeficientes de
correlacion R y determinacion R?
muestran una estrecha concordancia entre
los resultados experimentales obtenidos y
los valores predichos por los modelos

polindmicos (Ferreira et al., 2003; Abdel
et al., 2005). Cuando son cercanos los
valores de R (coeficiente de correlacién
multiple) a 1; mejor serd la correlacion
entre los valores experimentales y
predichos (Wang y Lu, 2005; VVasconcelos
et al., 2000).

En Tabla 8 se muestra el analisis de
varianza para los modelos de rendimiento
y grado de esterificacion. Los modelos
resultan ser significativos, es decir, los
modelos son adecuados para describir los
resultados a través de la superficie de
respuesta, se puede afirmar que existe una
buena concordancia entre los valores
experimentales y los previstos por el
modelo.

Tabla 8. Andlisis de varianza de rendimiento
y grado de esterificacion.

Factores Rendimiento(%) Esterificacion

Regresion P Regresion P
Coef. Coef.

Intercepto 843,658 0,000015 984,826 0,00103

(1)Temperatura  -16,902  0,000022 -18,956  0,00158
°C(L)

Temperatura 0,100 0,000024 0,102 0,00210
°C(Q)

(2)pH(L) -149,357 0,000012 -150,225 0,00105

pH(Q) 19,695 0,000006 14,462  0,00104

1Lby2L 0,617 0,000091 1,107 0,00257

Sin  embargo para el grado de

esterificacion los valores son un poco
menos significativos debido a que los
rangos axiales estdn muy separados ya
que se trabajo con rangos de valores de
variables independientes recomendados en
investigaciones realizadas en otras
materias primas. Se indica que las dos
variables estudiadas se encuentran con
una tendencia similar al obtenido por Aza
y Méndez (2011).

Gréficas de superficie de respuesta

Como se pudo observar en el analisis
anterior, los modelos son altamente
significativos para la respuesta
rendimiento y grado de esterificacion,
siendo posible construir la superficie de
respuesta y definir las regiones de interés
(Figuras 3y 4).
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El andlisis de la superficie de respuesta y
curva de contorno permite definir las
condiciones mas  adecuadas  que
maximizan el rendimiento y el grado de
esterificacion.

En la Figura 3, se observa la superficie de
respuesta y curva de contorno que permite
definir las condiciones mas adecuadas que
maximizan los rendimientos, se observa
que cuando los valores de pH oscilan
entre 1y 1.5, y la temperatura entre 73 y
90°C, el rendimiento alcanza valores
maximos de 52.2 en el T1. Es decir, se
necesita menor pH y temperaturas
moderadas tal como Cabarcas et al.
(2012) lo manifiesta en sus conclusiones
cundo caracterizd pectina a partir de
cascaras de platano, este hecho también lo
reafirman Campos et al. (2010) que
obtuvieron pectina de cascara de limon y
toronja.

Fitted Surface; Variable: RENDIMIENT O (%)
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=,0033333
DV: RENDIMIENTO (%)
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Figura 3. (a) Superficie de respuesta; (b)
curvas de contorno para el rendimiento.
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En la Figura 3 se verifica que cuando el
pH disminuye por debajo de 1 vy
disminuye la temperatura la temperatura
se mantiene entre 70 y 90°C se maximiza
el rendimiento, sin embargo al considerar
las temperaturas altas se necesita mayor
cantidad de energia para llegar a tales
temperaturas lo cual genera un gasto
econémico  innecesario asi  mismo
incurriria en un gasto excesivo de &cido y
también originando peligro de hidrolisis
excesiva.

En la Figura 4, se verifica que cuando los
valores de pH oscilan entre 1 y 1,5y la
temperatura entre 70 y 80°C; el grado de
esterificacién alcanza valores mayores de
80%. Es decir, se necesita pH bajos y
temperaturas moderadas para alcanzar
grados de esterificacion altos que indica la
buena calidad de pectina.

El grado de madurez de los frutos influye
en el rendimiento y grado de esterificacion
de la pectina. Es asi como los frutos
verdes tienen un contenido mayor de
pectina, ya que por su textura dura su
cascara contiene sustancias pécticas en
gran cantidad descrito (Badui, 2006). En
este sentido para este estudio se utilizd
cascara de limon francés verde de tal
manera que se obtuvo un buen
rendimiento y grado de esterificacion.

En cuanto al grado de esterificacion, este
dependera del origen de la pectina y del
método utilizado para su extraccion. En
tal sentido, los grupos carboxilos de los
acidos galacturonicos presentaran un
grado variable de esterificacion con
metanol y a su vez pueden estar parcial o
completamente neutralizados por iones de
sodio, potasio o amonio. En algunas
pectinas, los grupos hidroxilos pueden
estar parcialmente acetilados (Ferreira,
2007).

En la Figura 4 se verifica que cuando el
pH disminuye por debajo de 1 vy
disminuye la temperatura por debajo de
70°C se maximiza el grado de
esterificacion tendiendo a ser del 100%,
sin embargo llegar a este porcentaje alto
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en el grado de esterificacion incurriria en
un gasto excesivo de acido y tambien
originando peligro de hidrolisis excesiva.

Fitted Surface; Variable: GRADO DE ESTERIFICACION (%)
2 factors, 1 Blocks 11 Runsg MS Pure Error=,3033333
DV: GRADO DE ESTERIFICACION (%)
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Figura 4. (a) Superficie de respuesta; (b)
curvas de contorno para el grado de
esterificacion.

Nivel 6ptimo de las variables

Los valores oOptimos de las variables
independientes, y consecuentemente de
las respuestas, fueron obtenidas de los
graficos de superficie de respuesta
(Figuras 3y 4).

Tabla 9. Valores o6ptimos extraccion de
pectina por hidrdlisis acida

Variables Rango de valores
Temperatura ® C 70-80
pH 1-1,5

Como se observa en la Tabla 9 se buscd
maximizar rendimientos y maximizar
grados de esterificacion haciendo la
superposicion de las superficies de
contorno se determina que los valores
Optimos se logran con temperaturas entre
73y 80°C conunpHentrely1,5.

Determinacion de peso molecular del
mejor tratamiento

En la figura 5 se observa la determinacion
de la viscosidad intrinseca que nos sirvié
para determinar el peso molecular de la
pectina extraida con mayor rendimiento.
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Figura 5. Determinacién de la viscosidad
intrinseca.

1,8=9,55*10(M)*"
PM=30666,9121193 g/mol.

El peso molecular de la muestra T1 nos
muestra que estamos dentro de los pesos
moleculares de la pectinas correspon-
dientes entre 20000 a 300000, ademas
tenemos cadenas cortas por su bajo peso
molecular segun lo descrito por Owens et
al. (2005).

4. Conclusiones

Es posible extraer pectina a partir de
cascaras limon franceés, tal como se
observa en los resultados logrados durante
el desarrollo del proceso de investigacion.
A tiempos de extraccion constante, y del
pH de 1 a 1,5 y temperatura moderada
entre 70 y 80°C producen un incremento
del rendimiento de la pectina extraida, y
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grado de esterificacion ya que se
incrementa la hidrolisis de los enlaces de
la protopectina, que pasa a pectina
soluble.

El maximo porcentaje de pectina extraida
corresponde a una muestra obtenida a 73°
C, pH 1,3 y tiempo de 60 minutos, lo que
corrobora la  tendencia  descrita
anteriormente 'y corresponde a una
muestra extraida a temperatura moderada
y pH bajo de todas las condiciones
ensayadas.

El porcentaje de esterificacion varia del
52,2 al 80 %, lo que calificaria a la pectina
extraida como de alto metoxilo, ademéas
de obtener un peso molecular de
PM=30666,9121193 g/mol confirmando
una pectina de bajo peso molecular.
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