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RESUMEN

El Peru tiene un patrimonio natural y concentra en su territorio una riqueza
bioldgica debido a su ubicacion geografica, presenta 10 regiones productoras de cacao
que se cultivan en la parte baja de la vertiente occidental de los andes y en la selva peruana

entre los 300 y 900 msnm, posee el 60% de las variedades de cacao del mundo.

El 90% del cacao se exporta; originandose de esta manera una gran cantidad de
cascarilla de cacao, la cual es obtenida mediante el proceso de descascarillado de la
semilla. En paises como Brasil y Colombia se han encontrado alternativas para el
aprovechamiento de la cascarilla de cacao, otorgandole un valor agregado como la

obtencion de pectina.

En el presente trabajo se evalud la extraccion de pectina mediante hidrdlisis,
empleando dos métodos, el convencional utilizando una solucién acidulada a un pH 1.5
y el método del &cido citrico, el cual se realizé a una concentracion de 0.3% y a un pH 3
con diferentes temperaturas 90 °C, 75 °C y tiempos 75, 100 minutos; encontrandose que
a un tiempo de 75 minutos y a una temperatura de 75 °C se lograron los mejores
resultados, obteniéndose asi un rendimiento de 2.31%, grado de esterificacion de 51.22%
y acido anhidrogalacturénico de 79.90%. La pectina obtenida fue evaluada por métodos

fisicoquimicos mediante ello se determin6 que es una pectina de baja metoxilacion.
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Empleando el método de Dubois modificado por Rao se determind que la cantidad
de carbohidratos totales fue de 47.906% y el método de Folin Ciocalteu determiné que la
cantidad de fenoles totales fue de 3.728%.

Se probaron diferentes porcentajes de pectina y gelatina para la formacion de pellets
obteniéndose una relacion adecuada de 75% pectina y 25% gelatina; de este modo se
logro formar una matriz mixta polimérica por el método de gelificacion idnica, en el cual
los iones divalentes como el calcio se unen a los grupos carboxilicos de la pectina
formandose la caja de huevos. Se realizd pruebas con cloruro de calcio a diferentes
concentraciones resultando la mas adecuada la de 4%, permitiendo que el proceso de
encapsulacion sea méas eficiente para la proteccién y adaptacion de la levadura en el
medio. Los pellets presentaron un didmetro de 0.40 centimetros, asimismo fueron
utilizados para la fermentacion del mosto de manzana, obteniéndose sidra con un grado

alcohdlico de 6.1%.

Palabras claves: Theobroma cacao L, pectina, metoxilo, acido anhidrogalacturénico,

esterificacion, gelificacion ionica, caja de huevos, pellets, fermentacion, sidra.
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ABSTRACT

Peru has a natural heritage and concentrates on its territory a biological wealth due
to its geographical location, presents 10 regions of cacao grown in the lower part of the
western slope of andes and the Peruvian rainforest between 300 and 900 masl owns 60%

of the varieties of cocoa in the world.

The 90% of the cocoa is exported; originating in this way a lot of cocoa husk, which
is obtained through the process of peeling of the seed. In countries such as Brazil and
Colombia found alternatives to the use of the husks of cocoa, giving a value added as

obtaining of pectin.

In the present work, the extraction of pectin by hydrolysis was evaluated, using two
methods, the use of an acidulated solution at a pH of 1.5 and the one proposed using citric
acid at a pH of 3 with different temperatures at 90 °C, 75 °C and times 75, 100 minutes;
a time of 75 minutes and a temperature of 75 ° C the best results were reached, obtaining
thus a yield of 2.31%, degree of esterification of 51.22% and anhydrogalacturonic acid
of 79.90%. The pectin was selected by physicochemical methods; therefore, it was

determined that it is a low methoxylation pectin.

Using the Dubois method modified by Rao, it was determined that the total
carbohydrate amount was 47.906% and the Folin Ciocalteu method determined that the

total phenol amount was 3.728%.
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Different percentages of pectin and gelatin were tested for pellet formation,
obtaining an adequate ratio of 75% pectin and 25% gelatin; in this way, a polymeric
mixed matrix was formed by the ionic gelation method, in which divalent ions such as
calcium are bound to the carboxylic groups of the pectin forming the egg box. Tests were
carried out with calcium chloride at different concentrations, the most appropriate being
4%, allowing the encapsulation process to be more efficient for the protection and
adaptation of the yeast in the medium. The pellets had a diameter of 0.40 centimeters,
they were also used for the fermentation of the apple must, obtaining cider with an

alcoholic strength of 6.1%.

Key words: Theobroma cacao L, pectin, methoxyl, anhydrogalacturonic acid,

esterification, ionic gelling, pellets, eggs box, fermentation, cider.
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INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao Linnaeus) es originario de las regiones de los bosques
Iluviosos de América del Sur; los botanicos creen que el cacao es originario de la cabecera
del rio Amazonas expandiéndose en dos direcciones, originando dos grupos importantes:
Criollo y Forastero. El criollo se propag6 hacia el norte ingresando en América Central y
al sur de México, el Forastero se propago hacia la cuenca baja amazonica en direccion a
las Guayanas®. Se encuentra en el area del Alto Amazonas conformado por los paises:
Brasil, Colombia, Ecuador y Peru, los cuales sus semillas fueron diseminandose por el

mundo, iniciando su comercializacion?.

El grano de cacao es la materia prima de la industria chocolatera y de la industria
cacaotera; sélo se aprovecha el grano que representa aproximadamente 12% de peso de
cada semilla, lo cual genera cerca de 10 toneladas de cascarilla de cacao por cada tonelada
de semilla seca, generando problemas de disposicion de los subproductos generados
constituidos por cascara y cascarilla de cacao®?. Esto ha motivado el desarrollo de
estudios con el propdsito de conferir diversas aplicaciones a la cascarilla de cacao, cuyo
aprovechamiento tradicional es como insumo para la alimentacion animal, compostaje;
su uso ha sido limitado debido a las propiedades quimicas de las cascarillas, tales como
el contenido de teobromina que es un alcaloide que restringe su aplicacion. La cascarilla
al acumularse puede convertirse en un foco infeccioso de hongos para las plantaciones,

para las industrias otorgarles una disposicion final se torna un grave problema.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM At DE SANTA MARIA

La cascarilla de cacao ha sido propuesta como alternativa para la obtencién de
pectinas a nivel comercial debido a su disponibilidad; diversificAndose asi su uso y

otorgandole un valor agregado al fruto del cacao®.

La pectina es un polisacarido compuesto por moléculas de &cido D-galacturonico
unidas por enlaces glucosidicos, donde los carboxilos pueden estar esterificados con
metilos o en forma de sal. Las pectinas se usan en la industria alimentaria como
gelificantes, espesantes, emulsificantes y estabilizantes, como sustitutos de grasa en
alimentos de bajo aporte calorico y su comudn aplicacion es en la manufactura de

mermeladas y jaleas®, asi como en la industria cosmética y farmacéutica.

En el presente trabajo de investigacion se ofrece una alternativa para aprovechar la
cascarilla del Theobroma cacao Linnaeus mediante la extraccion de pectina a diferentes
condiciones de temperatura y tiempo evaluando sus caracteristicas, en una segunda etapa
dicha pectina es aplicada para la formacion de pellets usados en la fermentacion de mosto

de manzana.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

- Extraer y caracterizar la pectina de la cascarilla del Theobroma cacao Linnaeus

para la inmovilizacion de Saccharomyces cerevisiae aplicandola en la

fermentacion del mosto de manzana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Evaluar el efecto de la temperatura y tiempo en la extraccion de la pectina

mediante hidrélisis a partir de cascarilla del Theobroma cacao Linnaeus.
Caracterizar fisica y quimicamente la pectina obtenida.

Analizar cuantitativamente los carbohidratos y fenoles presentes en la
pectina.

Evaluar la estabilidad de los pellets de pectina — gelatina en la

inmovilizacion de Saccharomyces cerevisiae.

Evaluar la capacidad fermentativa de las levaduras inmovilizadas en el

mosto de manzana.
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HIPOTESIS

Dado que la cascarilla del Theobroma cacao Linnaeus (Cacao) presenta en su pared
celular pectina que posee propiedades gelificantes; es probable su extraccién empleando
acido citrico a diferentes parametros de tiempo y temperatura para la inmovilizacion de
Saccharomyces cerevisiae utilizando diferentes porcentajes de pectina-gelatina en la

fermentacién del mosto de manzana.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1. CACAO

El cacao (Theobroma cacao Linnaeus) es un arbusto de dos a tres metros de
altura que crece en ambientes tropicales, pertenece a la familia Sterculaceae, es un
cultivo de tipo permanente con un periodo de vida aproximado de 40 afios.

El cacao para desenvolverse adecuadamente necesita temperaturas medias entre
23 °C a 28 °C, altitudes entre 300 — 900 msnm, con una humedad relativa de 70% a
80%; para asegurar una buena produccion no es deseable la presencia de vientos
fuertes causantes del quebrantamiento de las ramas lo que reduce el area foliar®.

El fruto de cacao tiene tamafio, forma y color variable, la pared es dura y gruesa;
las semillas de cacao estan rodeadas por una pulpa aromaética la cual procede de sus
tegumentos. La pulpa mucilaginosa estd compuesta por células esponjosas
parengquimatosas, que contienen células de savia ricas en azlcares (10%-13%),
pentosas (2%-3%), acido citrico (1%-2%), y sales (8%-10%).

Durante el proceso de cosecha de las semillas de cacao, la pulpa es removida por
fermentacion e hidrolizada por microorganismos; siendo conocida en la industria

como "exudado"®.
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La pulpa, que tiene un delicioso sabor tropical, provee el sustrato para varios
microorganismos que son esenciales para el sabor del chocolate, los cuales son
manifestados totalmente durante el proceso de tostado. Aunque la pulpa es necesaria
para la fermentacion, a menudo existe mas de la necesaria debido a ello ha sido usada
para elaborar diversos productos como: jalea de cacao, alcohol, vinagre y pulpa

procesada’.

1.1.1. TIPOS DE CACAO

Existen tres tipos de cacao desde el punto de vista de la botanica* que son:
los criollos, los forasteros y los trinitarios (hibridos).

a. Cacao Criollo:
Esta variedad se caracteriza por sus frutos de cascara suave y semillas
redondas, de color blanco a violeta, dulces y de sabor agradable (Fig. 1).
La superficie del fruto posee diez surcos longitudinales marcados, cinco
de los cuales son mas profundos que los que alternan con ellos. Los lomos

son prominentes, verrugosos e irregulares®.

Figura 1. Cacao tipo Criollo

Ortiz (2013)°
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b. Cacao Forastero:

Se cultiva principalmente en: Per(, Ecuador, Colombia, Brasil. Se
caracteriza por ser mas pequefio, cascara dura y lefiosa, de superficie
relativamente tersa y de granos aplanados de color morado y sabor amargo
(Fig. 2). Dentro de esta especie destacan Cundeamor, Amelonado, Sambito,
Calabacillo y Angoleta®.

Figura 2. Cacao tipo Forastero

Ortiz (2013)°

c. Cacao Trinitario (Hibrido):

Surge del cruce del cacao Criollo y Forastero. Las mazorcas suelen
ser de muchas formas y colores; las semillas son més grandes que las del
cacao criollo y forastero; las plantas son fuertes, de tronco grueso y hojas
grandes (Fig. 3). En la actualidad la mayoria de los cacaotales que existen

en el mundo son trinitarios®.

Figura 3. Cacao tipo Trinitario

Ortiz (2013)°
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1.1.2. CACAO CHUNCHO

El Perd es uno de los principales lugares de origen del cacao y posee
ademas una increible diversidad y variabilidad genética. Entre los tipos que se
cultivan en diferentes puntos de nuestro pais destacan el cacao chuncho, el

porcelana de Piura y el nacional del Peru.

El cacao chuncho es una variedad originaria de Cusco, presenta
astringencia muy baja, acidez y aroma a hierbas, baja dulzura, amargor de la

almendra y aroma frutal medias’ (Fig. 4).

Figura 4. Cacao tipo Chuncho
Rojas (2012)’

En todo el valle de la Convencion, se cultiva una variedad de cacao
denominada “Chuncho” que ocupa el 80% del area cultivada con edades que
flucttan entre 40 — 80 afos. Esta raza local fue domesticada por la comunidad
nativa “Matsiguengas” y su area inicialmente cultivada fue ampliada en la época

de las haciendas®.

Las poblaciones de cacao Chuncho ain conservan un alto grado de pureza,
existiendo al interior de ellas variacion de sus caracteres morfoagrondémicos e
industriales. Estas poblaciones no exhiben una completa uniformidad fenotipica,
por lo que existen frutos atipicos del cacao Chuncho que se denominan

“Comun”, “Sefiorita”, “Blanco” entre otros®.
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1.1.3. PARTES DEL Theobroma cacao Linnaeus

Existen diferentes plantas tropicales pertenecientes al género Theobroma
cacao se han reportado aproximadamente 22 especies, aungque solo una
(Theobroma cacao Linnaceus, familia Sterculiaceae) presenta importante
significancia comercial, por tal motivo ha sido estudiada con méas detenimiento
(Fig. 5). Se desarrolla en suelos no inundables, fértiles, ricos en materia orgénica,

profundos y con buen drenaje®.

Figura 5. Arbol del Theobroma cacao

Oblitas (2015)%°

a. Hojasy Tallo

Las hojas son grandes, alternas, elipticas u oblondas entre 15-50
centimetros de largo aproximadamente y entre 4-15 centimetros de ancho.
Crece en forma dimérfica, con brotes ortotrdpicos, presenta ramas
plagiotropicas o en abanico; su corteza externa es de color castafio oscuro,

aspera agrietada y delgada®®.

b. Flores:

Crecen a lo largo del tronco y de las ramas sostenidas por un pedicelo
de 1 a 3 cm. Son pequefias, de color rosado, blanco y purpura cominmente,
la polinizacion del cultivo es entomdfila destacando la presencia de
pequefias moscas de varias especies del género Forcipomyial?.
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c. Fruto:
Es una baya grande comunmente denominada "mazorca", carnosa,
oblonga u ovalada, amarilla o purpurea, de 15 a 30 cm de largo por 7 a 10
cm de grueso, puntiaguda y con camellones longitudinales; cada mazorca
contiene en general entre 30 y 40 semillas dispuestas en placentacion axial
e incrustadas en una masa de pulpa desarrollada de las capas externas de la

testa o cascarillal.

En la Fig. 6, se muestra las partes del fruto de cacao notandose la

cascara, los granos y la cascarilla de la misma.

. Cascarilla de la
semilla de Cacao

0.

. Granos de cacao

4——— Cascara de Cacao

Figura 6. Partes del fruto

Soto (2012)*2

d. Semillas:
Las semillas son del tamafio de una almendra, color chocolate o
purpureo, de 2 a 3 cm de largo y de sabor amargo. No tiene albumen, estan
recubiertas por una pulpa mucilaginosa de color blanco, de sabor dulce y

acidulado.

Todo el volumen de la semilla en el interior estd practicamente
ocupado por los 2 cotiledones del embridn, se les llama vulgarmente "habas"

0 "granos" de cacao.

Como se muestra en la Tabla 1, son ricas en almidén, en proteinas, en

materia grasa, lo cual les confiere un valor nutritivo real®°.
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Tabla 1. Contenido de las semillas de cacao por cada 100 g**

Calorias 456
Agua 3.6 mL
Proteina 12g
Grasa 46.3 g
Carbohidratos (totales) 34.79
Fibra 86¢g
Glucosa 8-13g
Sucrosa 04-09g
Calcio 106 mg
Fosforo 537 mg
Hierro 3.6 mg
Tiamina 0.17-0.24 mg
Riboflavina 0.14-0.41 mg
Niacina 1.7 mg
Acido ascérbico 3.0mg
Piridoxina 0.9 mg
Nicotiamida 2.1mg

1.1.4. PARTES DEL FRUTO

i. Cascara:

La cascara de cacao representa el 90% del fruto siendo el principal
subproducto de la industria chocolatera; generalmente se aprovechan para la
alimentacion del ganado, su contenido de teobromina limita su consumo y su
uso®.

Vriesmann* menciona que, las cascaras de cacao presentan cantidades

significativas de fibras dietéticas totales, en especial fibras insolubles.

ii.  Cascarilla:
La cascarilla de cacao es otro de los subproductos del cacao, presenta
micronutrientes como vitaminas y minerales, asi como macronutrientes
proteinas, carbohidratos, lipidos; contiene mas de 40% de fibra dietética y

otros compuestos como taninos y polifenoles?, la composicion quimica de la
cascarilla se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Composicién quimica de la cascarilla de cacao*®

Composicién Contenido base seca (%)
Humedad 4.60
Fibra dietética total 43.50
Celulosa 19.50
Hemicelulosa 11.80
Lignina 13.70
Proteina bruta 14.90
Lipidos 2.20
Sales minerales 13.50
Azucares reductores 0.80
Almidén 1.10
Compuestos polifendlicos 0.70
Taninos 0.17
Teobromina 1.10
Cafeina 0.11
Acido fitico 1.00
Acido galacturénico 12.20
1.2. PECTINA

1.2.1. ORIGENES

La pectina fue descubierta en 1790 cuando Vauquelin encontro
primeramente una sustancia soluble de los zumos de fruta. El cientifico francés
Braconnot continu6 el trabajo de Vauquelin y encontré que "una sustancia
ampliamente disponible en plantas vivas que tenia propiedades gelificantes
cuando se le afadia acido a su solucién”, la nombro pectina acida del griego

"pectos” que significa solido coagulado.

La pectina fue definida por Kertesz en 1951 como los acidos pectinicos
solubles en agua de grado de metilacion variado que son capaces de formar geles

con aztcar y acido bajo condiciones determinadas®®.
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1.2.2. CLASIFICACION DE LAS SUSTANCIAS PECTICAS

Son complejos de macromoléculas glucosidicas con alto peso molecular,
cargadas negativamente, forman parte del 0.5% a un 4% del peso humedo del
material vegetal, no tienen un peso molecular definido ya que su composicion
varia dependiendo de la fuente de la cual se obtiene. La pared de las células
vegetales se divide en tres capas: laminilla media, pared celular primaria, pared

celular secundaria.

Las sustancias pécticas forman los componentes de la laminilla mediay en
la pared celular primaria de las plantas superiores en forma de pectato de calcio
y pectato de magnesio, actuando como cementante intercelular, mientras que en

la pared celular secundaria las sustancias pécticas estan ausentes.

La pared celular no solo esta formada de las sustancias pécticas, sino que
también contiene celulosa, xiloglucanos, xilanos, arabinoxilanos, arabinanos,
arabinogalactanos, galactanos, glucanos, (galacto)-glucomananos,

glicoproteinas y lignina®®.

En 1927 un comité designado por la American Chemical Society, aborda
por primera vez la problematica de la nomenclatura de las sustancias pécticas
muy confusas en ese tiempo, segun su estructura se clasifican en los siguientes

grupos?®:
a. Protopectina

Es la sustancia péctica original insoluble en agua, las cuales se
encuentran en las plantas y bajo condiciones controladas de hidrélisis
originan &cidos pectinicos. Se encuentra presente en los frutos
inmaduros, encontrdndose en tejidos vegetales en periodo de

crecimiento?® 17,

b. Acidos pectinicos o pectina

Son obtenidos mediante hidrolisis de la protopectina por la
accion de las enzimas poligalacturonasas; son  &cidos
poligalacturénicos coloidales que presentan un contenido elevado en
ésteres metilicos, solubles en agua, los cuales son capaces de formar

geles en presencia de azlcares, &cidos o iones polivalentes; se
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encuentran presentes en los frutos a medida que van madurando. En

forma de sal se denominan pectinatos? 1617,

c. Acidos pécticos
Son aquellas sustancias pécticas constituidas principalmente por
acidos poligalacturonicos practicamente libres de grupos metoxilo, se
originan por la accion de las enzimas pectinmetilesterasa durante el
proceso de maduracion, promoviendo la remocion de los grupos
metilicos de los polimeros, dando origen a sustancias pécticas que no

forman gel. Las sales de estos acidos se denominan pectatos? 617,

En la Tabla 3, se muestran los diferentes criterios que se han aplicado para
su clasificacion.

Tabla 3. Clasificacion de las sustancias pécticas de acuerdo a

diferentes criterios!®

Criterio de

clasificacion Componente

Pectina soluble en agua
Pecti lubl t lant

Solubilidad ectina soluble en a’mgen. es’q}Je antes

Pectina soluble en élcali o acidos

Acido péctico(pectato)* = acido poligalacturénico**

Idem (ACS) Acido pectinico (pectinato)* = pectinas**
Protopectina.

Sobre la base de la cadena principal: homogalacturonano,
Estructura ramnogalacturonano |, ramnogalacturonano Il,

xilogalacturonano, apiogalacturonano.

Basandose en las cadenas laterales: arabinogalactanos,

Pectinas de alto metoxilo
Comercial Pectinas de bajo metoxilo

Pectinas de bajo metoxilo amidadas

Pectinas acetiladas

*enformadesal **nombre comun.ACS: American Chemical Society
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1.2.3. ESTRUCTURA QUIMICA DE LA PECTINA

Las pectinas estan formadas por 17 diferentes monosacaridos, organizados
en polisacaridos distintos, agrupados en diferentes tipos de cadenal’, presenta en
su composicion acido o-galacturonico (GalpA) unido por medio de enlaces
glucosidicos o (1-4), muestra monémeros de ramnosa insertados dentro de la
cadena principal de residuos de &cido galacturonico, asi como otros monomeros:
galactosa, arabinosa, xilosa, acido glucurénico y fucosa que conformarian la

estructura.

Los tres polisacéridos pécticos que han sido caracterizados y que contienen
GalpA en mayor o menor cantidad son: homogalacturona, ramnogalacturona-1y
11, galacturonas sustituidas'®. Hasta hace poco se ha aceptado que los
polisacaridos homogalacturona y ramnogalacturona-1 son los constituyentes

principales de los polimeros pécticos como se observa en la Fig. 7.

Homogalacturona 1\

________

Rhamnogalacturona Il 1‘

Rhamnogalacturona |

Figura 7. Estructura convencional de la pectina

Chasquibol (2008)%°

Estudios recientes permiten esquematizar estructuras hipotéticas con
breves modificaciones de acuerdo con las nuevas evidencias, el polisacarido
homogalacturona es una larga cadena de ramnogalacturona-12°, como se muestra

en la Fig. 8.
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? Ester aoelilico' Ester etilico

© Acido galacturénico (GalA)

0 Rhamnosa (Rha)

® Apiosa (Api)

0 Fucosa (Fuc)

0 Acido acérico (AceA)

©® Galactosa (Gal)

O Arabinosa (Ara)

0 Xylosa (Xyl)

0 Acido glucorénico (GlcA)

® Acido cetodioximanno-octulopi-
ranosilénico (CDO)

0 Acido heptulopiranosilarico (Dha)
acid (Dha)
Acido deoxilixo

Figura 8. Estructura alternativa de la pectina

Chasquibol (2008)°

Los tres principales polisacéridos pécticos que conforman la estructura de
la pectina llamados también dominios pécticos son:

a. Homogalacturona (HG):

Es un polisacarido péctico presente en la pared celular
primaria, representa cerca del 60-65% del total de la pectina. Esta
formado por unidades de acido a-D-&cido glucordnico en uniones
1-4 en padrdn lineal, sus grupos carboxilos estan parcialmente

metil-esterificados!® 21

b. Ramnogalacturona I (RG-I):
Representa el 20-35 % de la pectina. Es una cadena formada
por los disacaridos [—4-a-D-GalA-(1—2)- a-L-Rha-(1—] n.
Aproximadamente la mitad de sus unidades poseen cadenas
laterales como los glucanos (principalmente arabinosa y galactosa)
unidas a la ramnosa y el llamado arabinogalactano de tipo 1

conocido como polisacarido péctico neutro®® 2.,
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c. Ramnogalacturona Il (RG-II):

Es el 10% de la pectina y el méas complejo. Su estructura es
de un esqueleto de homogalacturona de minimo de 8 unidades
monomericas, teniendo cadenas laterales como minimo 10
diferentes tipos de azucares, como D-ramnosa, apiosa, D-
galactosa, L-galactosa, &cido galacturénico, L-arabinosa, Xilosa,
acido L-acetico, conservadas altamente en la mayor parte de las
especies vegetales'® 2,

Aunque el RG-lI y el RG-II tienen nombres similares

presentan estructuras muy diferentes.

1.2.4. DEGRADACION DE LA PECTINA

Las sustancias pécticas pueden degradarse por dos mecanismos quimicos
principales, los cuales se esquematizan en tres diferentes reacciones, en la Fig.

9 se observan los mecanismos quimicos de degradacion de la pectina.

El primer mecanismo cuando sucede en un medio acido (pH entre 1 a 3) y
a temperaturas inferiores a 10 °C se denomina desesterificacion donde ocurre la
liberacion de metanol y la formacién de pectatos, y cuando ocurre en un medio
alcalino se denomina saponificacion obteniéndose una sal alcalina del acido

orgénico (jabon) y metanol.

El segundo mecanismo es por despolimerizacién (disminucién del tamafio
de la cadena polimérica) que puede ocurrir por hidrolisis (&cida o enzimatica) de

los enlaces a-1,4 o por reacciones de B-eliminacion.

La hidrdlisis ocurre en medio &cido a temperaturas superiores a 10 °C, la
reaccion sucede en los enlaces glucosidicos a-1,4 produciendo una ruptura de
los mismos; en caso que las condiciones sean drasticas llega a afectar las

caracteristicas generales de la pectina.

La p-eliminacion ocurre en medio alcalino, el hidrogeno que se encuentra
presente en el Cs, el més acido en funcion al grupo éster metilico es atacado por
el ion hidroxilo (OH"), resultando en la transferencia electrénica y ruptura de los
enlaces glucosidicos para la formacion del doble enlace entre C4 y el Cs. La
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reaccion puede ser acelerada por un aumento en la concentracion del alcali,
temperatura o por la presencia de iones tales como Ca*™", Mg*™*, K*, CI, citrato,
malato o fitato. A temperaturas inferiores a 10 °C, el grado de metilacion de las
pectinas disminuye notablemente impidiendo la aproximacion de los iones

hidroxilos, mediante la repulsion electrostatica y la reaccion no ocurre mas.

COOR

COOCH, Q Ccoo
OH Q :

Desesterificacion / Saponificacion

COOR COOR
o 0 COOCH, o 0O  Ho
OH o X OH
- 0 T s OH
OH OH
Hidrolisis

P - eliminacién

Figura 9. Principales modificaciones en las sustancias pécticas

Adaptada de Canteri (2012)'°
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Las sustancias pécticas son degradadas de igual forma por enzimas de
origen vegetal o microbiano, la degradacion puede seguir dos mecanismos:
desmetilacion preliminar por accion de la pectina-esterasa de origen vegetal,
seguida por la hidrolisis de los enlaces a-1,4 por las poligalacturonasas de origen
vegetal; y la despolimerizacion directa por reacciones de B-eliminacion bajo la

accion de las pectina-liasas y pectato-liasas de origen microbiano®®.

1.2.5. GRADO DE METOXILACION DE LA PECTINA

Wong citado por Telesca?? menciona que el grado de metoxilacion de la
pectina es la relacion de unidades de &cidos galacturénicos esterificados por
unidad de éacido galacturénico total. La cantidad de grupos carboxilicos
esterificados es expresada por el contenido de metoxilos, estos grupos ejercen
un importante papel en la formacién de geles siendo un parametro para indicar
las propiedades fisicas o funcionales de las pectinas.

El grado de esterificacion de la pectina depende directamente de la fuente
y del metodo de extraccion empleado. En general el contenido de metoxilo de
las pectinas extraidas de los vegetales estd comprendido entre 10% a 12%
expuesto por Padival et al. citado por Telesca?.

i.  Pectinas de alto metoxilo (HM)

Estas pectinas poseen la mayoria de los grupos carboxilo
esterificados normalmente entre el 50% al 58%, (Fig. 10). Por lo tanto, la
mayoria de grupos acidos no estan disponibles para formar enlaces
cruzados con iones divalentes, estas pectinas no forman geles de esta

manera.

El grado de esterificacion de las pectinas de alto metoxilo influye
mucho sobre sus propiedades, en particular, a mayor grado de
esterificacién, mayor es la temperatura de gelificacion. Son capaces de
formar geles en condiciones de pH entre 2.8 y 3.5, ademéas con un

contenido de solidos solubles (aztcar) entre 60% y 70%2.
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OH COOH OH COOH OH

O 5 O
0 - O “
OH
or OH OH o
o 5 0 0 O 0
COOCH, OH COOCH, OH COOCH,

Figura 10. Pectinas de alto metoxilo

Suarez (2014)?

ii. Pectinas de bajo metoxilo (LM)

Este tipo de pectinas como se muestra en la Fig. 11, poseen la mayoria
de los grupos carboxilo libres. Son aquellas en las cuales menos del 50% de
los grupos hidroxilo estan esterificados con metanol, se estima que solo del
20% al 40% de los grupos carboxilo estan esterificados. Por lo tanto, la
mayoria estan disponibles para formar enlaces cruzados con iones
divalentes como el calcio?.

En este caso la formacion del gel ocurre por la formacion de enlaces
entre los cationes con moléculas de pectina, formando una red
tridimensional con los grupos carboxilo.

Los geles se pueden obtener entre pH 1 a 7; el pH no afecta la textura
del gel ni el intervalo de solidos solubles, el cual puede fluctuar entre 0% y
80%, pero la presencia de calcio (40 a 100 mg) es el factor predominante en

la formacion del gel.

COOCH, OH COOH
—\ o 0
OH oH
o .
OH  COOH OH  COOCH, OH

Figura 11. Pectina de bajo metoxilo

Suérez (2014)?
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iii.  Pectinas de bajo metoxilo amidadas

Son pectinas de bajo indice metoxilo, que se obtienen a partir de
pectinas de alto metoxilo mediante una desesterificacion alcalina en
presencia de amoniaco, por tanto, sus grupos metoxilo son sustituidos por

una amida (Fig. 12).

COCH OH
‘OH
0
COOCH, OH COOH

Figura 12. Pectina de bajo metoxilo amidada

Suérez (2014)?

Estas pectinas se caracterizan en no requerir para gelificar la adicion
de calcio siendo suficiente el calcio presente en los frutos, ademéas de que

forman geles termoreversibles?.

1.3. APLICACIONES DE LA PECTINA

Woo citado por Sanchez?® sugiere que, en estudios realizados acerca del
consumo anual de pectina a nivel mundial es de 45 millones de kilogramos. En la
actualidad la pectina es extraida de una diversa cantidad de fuentes como uvas,
betarraga, residuos de manzana y cascara de citricos.

Los geles de pectina son importantes para crear o transformar las texturas de
compotas, jaleas, salsas, mayonesas, confites; como en la industria lactea para la
fabricacion de yogures frutados y de productos lacteos bajos en grasa, en la industria
de bebidas dietéticas para la preparacion de refrescos; la pectina se usa largamente
como componente funcional en la industria alimentaria y como una fuente de fibra

dietética, por su habilidad para la formacion de geles acuosos.

La pectina en los alimentos se emplea ampliamente como gelificante, asi

también agente de textura y como espesante en alimentos procesados y como
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emulsionante y estabilizante en productos lacteos y helados, una de las aplicaciones
mas populares de la pectina es en la fabricacion de mermeladas por su alto contenido
de azlcar. En estudios recientes se han descritos las propiedades terapéuticas de la
pectina en la reduccién del colesterol e induccion de la apoptosis de células
cancerigenas del coldon, motivo por la cual se estan aprovechando en el area

farmacéutica®.

Las pectinas de alto metoxilo presentan diferentes cualidades empleadas para la
estabilizacion de yogurts como, la preservacion de productos lacteos de la
incorporacion de caseina al calentarse a pH inferiores a 4.3; también han sido
relacionadas con el area farmacéutica, porque al ser ingerida reviste las paredes
estomacales con una pelicula gelificada que la protege de las hipersecreciones
gastricas y biliares, dandole una aplicacion en los tratamientos de gastritis y Ulceras.
Asimismo, en la pared intestinal su accion es semejante; debido al poder adsorbente
de la macromolécula péctica, se le amplia una accién desintoxicante admitiendo la

inhibicién de toxinas'® %,

La pectina tiene efectos beneficiosos en la salud por ello, tiene significativas
aplicaciones tanto en la industria farmacéutica como en la industria cosmética,
utilizada como una sustancia en las preparaciones farmacéuticas como antidiarreicos,
desintoxicantes y algunas drogas son encapsuladas con una pelicula de pectina para
protegerla en la mucosa gastrica y asi permitir que el componente activo sea liberado

en la sangre.

Aparte de ello, la pectina reduce la intolerancia a la glucosa en los pacientes
diabéticos e incluso reduce el nivel de colesterol sanguineo y la fraccion de

lipoproteinas de baja densidad?.

Como uso no alimenticio, se le emplea en la produccion de plasticos, como en
la fabricacion de productos espumantes, agentes de clarificacion y aglutinantes y
material para la absorcién de contaminantes en efluentes industriales liquidos.

Actualmente se realizan estudios para la formacion de peliculas biodegradables
y comestibles en la conservacion de diferentes frutas, asi también como adhesivos,
sustitutos de papel, espumas y plastificantes, materiales para implantes biomédicos y
liberacion de farmacos®®.
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1.4. METODOS DE EXTRACCION DE LA PECTINA

Las pectinas son compuestos que generalmente estan presentes en alimentos, son
extraidas del tejido vegetal empleando reactivos, disolventes y equipos que no dejan

residuos toxicos en el producto final?,

Schieber citado por Sanchez? considerd que, la utilizacion de los subproductos
de la industria de los jugos es provechoso desde un punto de vista econémico y

ecologico en la produccion de pectina.

Actualmente existen diversas técnicas en la extraccion de pectina a partir de
diferentes tejidos vegetales, procedimientos fisicoquimicos o enziméticos. Usualmente
se realizan pre-tratamientos al material vegetal para facilitar la extraccion y asi obtener

un mayor rendimiento durante la extraccion de las sustancias pécticas.

1.4.1. EXTRACCION POR METODO CONVENCIONAL

La extraccion de las pectinas mediante los métodos convencionales se
lleva a cabo a temperaturas cercanas a los 90 °C por una hora. Mediante la
acidificacion se puede extraer las pectinas de los desechos de diferentes frutos.
En la industria se extraen a altas temperaturas para hidrolizar la protopectina

usando acidos como: sulfdrico, fosférico, nitrico, clorhidrico o citrico®.

Se ha determinado que la extraccion de pectina mediante soluciones acidas
acuosas es suficiente para obtener la pectina que no sea sensible al calcio. Se
emplea otra extraccion para obtener la pectina restante usando acidos fuertes,

principalmente para aquellas sensibles al calcio?.

1.4.2. EXTRACCION POR METODQOS FISICOQUIMICOS

Para la extraccion de la protopectina se han empleado dos métodos, el
primero es mediante un agente quelante para remover los cationes que componen
a los acidos pécticos, y el segundo método es mediante &cidos para romper los
puentes de hidrégeno entre la celulosa y los acidos pécticos?.

El rendimiento de la pectina depende de las variables como la
temperatura, el tiempo de extraccion, el pH, los tipos de solventes de extraccion
y el uso de agentes quelantes, como: &cido etilendiaminotetracético (EDTA) y el
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acido ciclo hexanodiamino tetracético (CDTA) para ayudar a la liberacion de
pectina de la pared celular®,

1.4.3. EXTRACCION ASISTIDA POR MICROONDAS

Se han determinado nuevos métodos en los cuales la pectina puede
extraerse en menores tiempos y con mejor calidad y rendimiento ya que el
método convencional provoca la degradacion térmica de proteinas, lo cual

genera pérdidas de pectina extraida.

Se reportd que el calentamiento con microondas al material vegetal pre-
tratado permitié incrementar el rendimiento de pectina durante su extraccion?,
Fishman? indica que, confirmaron el efecto favorable del pre-tratamiento con

microondas durante la extraccién de la pectina de cascara de naranja.

Sanchez?® expone que, el efecto del calentamiento se debe primero a la
desintegracion parcial del tejido vegetal, a hidrolisis de la protopectina y a la

rapida inactivacion de enzimas pectoliticas.

1.4.4. EXTRACCION ENZIMATICA

El método enzimatico emplea pectinesterasa 0 pectinmetilesterasa,
convirtiendo las pectinas de alto metoxilo en pectina de baja metoxilo sin ocurrir

despolimerizacion de la misma.

En investigaciones realizadas por Correa citado por Sanchez?® menciona
que, empleo el método enzimatico con pectinesterasa consiguiendo una pectina
de bajo metoxilo que formd geles con una mejor resistencia que los obtenidos

por via quimica.

Mientras que Ptichkina citado por Sanchez? sefiala que, lograron pectinas
de 53% de grado de esterificacion en calabazas empleando enzimas de
Aspergillus awamori degradando la celulosa y las sustancias insolubles de la
pared vegetal.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM —-  DE SANTA MARIA

1.5. CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS DE LA PECTINA
1.5.1. PESO EQUIVALENTE

El peso equivalente de la pectina (PE)?, corresponde al nimero de
unidades de acido D-galacturonico contenido en la molécula y se calcula en

base a la siguiente formula:

Peso equivalente= 1000 x peso de la muestra (Q)
Vol. Alcali x Normalidad

El peso equivalente se usa para calcular el contenido de &cido
anhidrogalacturonico y el grado de esterificacion. Se determina por titulacion

con NaOH usando como indicador rojo fenol o indicador de Hinton?’.

1.5.2. CONTENIDO DE METOXILO

Este indicador corresponde al nimero de grupos de metoxilos que se
encuentran esterificando los grupos carboxilicos. Esto se logra saponificando

la pectina y titulando el grupo carboxilo liberado.

El método para determinarlo se basa en la neutralizacion de los grupos
carboxilicos con NaOH 0.1 N en presencia de indicador rojo de fenol,
agregando un exceso medido de NaOH 0.25 N, para saponificar los grupos —
COOCHS; que pasan a —COONa y finalmente titular el exceso de NaOH?'. El

porcentaje de metilacion se calcula de acuerdo con la siguiente ecuacion:

% Metoxilo = mL Alcali x Normalidad x 3.1

Peso de nuestra (g)

1mL de NaOH 0.1 N = 3.1mg de —OCHjs

Segin Owens?’, el contenido de metoxilo es un factor importante en el
control del tiempo de formacion de las pectinas y de la sensibilidad a cationes

polivalentes.
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1.5.3. CONTENIDO DE ACIDO ANHIDROGALACTURONICO

La pectina la cual estd parcialmente esterificada con &cido
poligalacturdnico, contiene 10% o mas de materia organica, compuesta por

arabinosa, galactosa y otros aztcares?®,
La estimacion del contenido de acido anhidrogalacturénico es esencial

para determinar la purezay grado de esterificacion para evaluar las propiedades

fisicas.

% AAG =176 x 100 (meq A + meq B)
Peso muestra (mg)

Donde:
176 = Peso molecular del &cido anhidrogalacturonico
meq = Miliequivalentes

AAG = Acido anhidrogalacturénico

1.5.4. GRADO DE ESTERIFICACION

El grado de esterificacion (GE) de la pectina es el porcentaje de los grupos
carboxilos totales del &cido anhidrogalacturénico que son esterificados con

metanol; segiin menciona Lozada®.

Desde que las propiedades de los acidos pectinicos son dependientes en su

mayor parte de su grado de esterificacion, se calcula de la siguiente manera:
% G.E. = 176 x CH30% x 100
31 x AAG%
Donde:
176 = Peso molecular del acido anhidrogalacturénico

31 = Peso molecular del grupo metoxilo

El GE puede ser mayor o menor a 50. Si GE es mayor a 50, se consideran
con alto grado de metilacién y si es menor a 50 se considera con bajo grado de

metilacion.
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1.5.5. PESO MOLECULAR

Los pesos moleculares de las pectinas y su distribucion han sido estudiados
mediante viscosimetria, determinando que los pesos moleculares variaban de 20

000 a 300 000 g/mol.

El peso molecular de la pectina estd relacionado con la longitud de la
cadena, es una caracteristica muy importante de la que dependen la viscosidad
de sus disoluciones y su comportamiento en la gelificacion o formacién de las

jaleas, mencionado por Baltazar®*.

1.6. COMPOSICION DE LA PECTINA
1.6.1. METODO DE CARBOHIDRATOS TOTALES POR DUBOIS

Este método espectrofotométrico UV-visible propuesto por Dubois en
1956 se fundamenta en que los azlcares se deshidratan al reaccionar con acidos
fuertes llegando a una temperatura de 115 °C a 118 °C originando furfurales,
gue se condensan cuando reaccionan con fenol dando un compuesto de color
amarillo-naranja muy estable, el cual varia su intensidad proporcionalmente a la

cantidad total de azucares presentes (Fig. 13).

H2S0.4

CONCENTRADO

FENOL + CARBOHIDRATO g  AMARILLO - NARANJA
CALOR

Figura 13. Reaccion del fenol - acido sulfurico

Adaptada de Capelo (2011)%°

Los compuestos coloridos formados son aquellos que van a ser
cuantificados (método colorimétrico). Por medio de este método, se determinan
azUcares totales que presentaran un color amarillo-naranja muy estable luego de
que han reaccionado con el fenol en presencia de acido sulfarico concentrado?®,

como se muestra en la. Fig. 14 y en la Fig. 15.
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Figura 14. Reaccion de deshidratacion y condensacion de pentosas

Suérez (2014)?

CH,OH
COH
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Figura 15. Reaccion de deshidratacion y condensacion de hexosas
Suérez (2014)?
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1.6.2. METODO DE FENOLES TOTALES POR FOLIN CIOCALTEU

Este método se basa en la oxidacion de los compuestos fenodlicos

producido por un reactivo del mismo nombre.

El reactivo de Folin Ciocalteu esta constituido por una mezcla de acido
fosfowolframico o fosfotingstico (HsPW12040) Yy éacido fosfomolibdico
(HsPMo012040), se reducen estos complejos por la oxidacion de los fenoles
existentes a 0xidos de wolframio o tungsteno (Wg0O23) y de molibdeno (MogO23),
los cuales son cromdgenos de color azul intenso siendo proporcionales a la

cantidad de grupos fenolicos presentes®.

La coloracién azul producida, posee una absorcién méaxima en torno a 750
nm, por lo que se deduce que dicha absorbancia sera proporcional al porcentaje

de compuestos fenolicos presentes en la muestra.

Reactivo de Folin (W®", Mo®")

Reactivo de Folin (W>*, Mo”") color azul

Figura 16. Reaccion del reactivo de Folin

Jiménez (2012-2013)*

Debido a que el &cido galico ha sido a menudo considerado como producto
estandar en la determinacion, los resultados obtenidos Ilevaran asociadas las
unidades de mg/L de &cido galico®!. En la Fig. 16, se observa el mecanismo de

reaccion del Reactivo de Folin.

1.7. INMOVILIZACION

El término inmovilizacion se refiere a las células, microorganismos y enzimas®
que se encuentran fisicamente contenidas en una region con sus propiedades, asimismo

es una técnica que permite su uso continuo.
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Sus principales ventajas es facilitar el manejo de una mayor densidad celular en
comparacion con los métodos usuales y un mejor control de los sistemas de

recuperacion de la biomasa para una posterior utilizacion®,

1.7.1. ENCAPSULACION

La encapsulacion ha sido definida como la tecnologia mediante la cual se
logra confinar compuestos activos dentro de una matriz polimérica. Lopez®®
menciona que, esta técnica crea un microambiente en la capsula capaz de

controlar las interacciones entre el interior y el exterior.

Las principales aplicaciones de la técnica de encapsulacion en la industria

de alimentos son:

o Proteger el compuesto activo de la degradacién producida por el
ambiente (calor, aire, luz, humedad).

0 Liberacion controlada del compuesto activo desde la matriz
encapsulante bajo condiciones especificas (pH, temperatura).

o Modificar las caracteristicas fisicas del material original y hacer mas
facil su manipulaciéon. Por ejemplo, reducir la higroscopicidad,
modificar su densidad, distribuir el material uniformemente en una
muestra, convertir materiales liquidos en polvo, entre otros.

o Separar componentes con el fin de que éstos no reaccionen.

El producto resultante de la encapsulacion ha recibido diferentes
denominaciones que atienden a su morfologia y estructura interna, existiendo

como factor comun el tamano.

Esquivel®® comenta que, las capsulas son sistemas vesiculares en los cuales
el activo esta conferido en una cavidad o nacleo rodeado por una membrana
polimérica, mientras que las esferas son sistemas matriciales en los cuales el
bioactivo se encuentra incrustado en la matriz polimérica de manera uniforme.

En la Fig. 17 se representan los tipos de particulas poliméricas.
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Figura 17. Representacion esquematica de dos tipos de particulas
poliméricas: A. Capsula B. Esfera. Adaptada de Esquivel (2013)3

Existen diversos métodos para la produccion de encapsulados los cuales
pueden ser clasificados en dos grupos: metodos fisicos y métodos

fisicoquimicos.

La seleccion del proceso de encapsulacion adecuado dependerd de
maltiples factores, tales como: el tamafio particula requerido, las propiedades
fisicoquimicas del material encapsulante y el compuesto activo, la finalidad del
producto encapsulado, el mecanismo de liberacion deseado y el costo®, ver la
Tabla 4.

Tabla 4. Clasificacion de las técnicas de encapsulacion®

METODOS FISICOS METODOS FISICOQUIMICOS

Secado en spray
Liposomas
Enfriamiento por spray
Coacervacion
Recubrimiento por lecho fluidizado
Gelificacion ionica
Extrusion
Complejos de inclusion
Co-cristalizacion

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

1.7.2. GELIFICACION IONICA

La gelificacion ionica se basa en la capacidad de los polisacéaridos
anionicos, como la pectina y el alginato, de formar geles en presencia de iones
como el calcio. Los mecanismos de gelificacion iénica para la formacion de
capsulas se han realizado principalmente por dos procesos, siendo éstos la

gelificacion interna y la externa.

El proceso de formacion de gel se inicia a partir de una solucion de
polisacarido y una fuente de iones divalentes como el calcio, externa o interna,
que se difunde a la cadena del biopolimero; como resultado de la complejidad
ocurre el cambio estructural, produciendo una matriz sélida, con caracteristicas

de un gel®.

a. Gelificacion ionica externa
Para la obtencion de capsulas utilizando gelificacion i6nica externa,
una solucion de biopolimero conteniendo el material de interés es goteada
sobre una solucién iénica en concentraciones adecuadas pudiéndose
obtener niveles razonables del activo encapsulado y capsulas de diferentes
formas y tamaifos. Las interacciones de los iones con los grupos
carboxilato de los polisacéridos resultan en la formacion de geles

insolubles.

El endurecimiento de las particulas ocurre en intervalos minimos de
tiempo, comenzando en la superficie en la cual los iones divalentes
reaccionan con las cadenas biopoliméricas cargadas negativamente,
formando una estructura tridimensional rigida, con alto contenido de agua,
la cual es utilizada por los iones para difundirse en el interior de la
particula, favoreciendo la reticulacion desde el exterior hacia el interior®’.

b. Gelificacion Ionica interna
El proceso de gelificacion ionica interna implica la liberacion de los
iones calcio a partir de una fuente interna de una sal de calcio que es
insoluble en la solucion del polisacarido.
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Un &cido orgénico se afiade a la solucion para la acidificacion del
medio, que permite solubilizar los iones de calcio. A medida que el acido
penetra en la fase acuosa, reacciona con la sal de calcio y libera los iones,

resultando en la formacion de la matriz del gel®’.

La principal diferencia entre la gelificacion externa e interna es la cinética
del proceso, como se muestra en la Fig. 18 mencionado por Lupo®’. Si el objetivo
es controlar la transicion sol-gel, en el proceso de gelificacion externa los
factores a manipular son la concentracion de calcio y la composicion del
biopolimero, mientras que para el proceso de gelificacion interna los factores a
considerar son la solubilidad y concentracion del producto, sal de calcio y la

concentracion del acido organico®’.

EXTERNA INTERNA

Secuestrante

Va8
g N
>
Solucién alginato de sodio
+ sal calcio + secuestrante

Solucién de alginato Soltgcién algina.to de
de sodio sodio + sal calcio

Ca#’
.

Figura 18. Mecanismos de gelificacion iénica: (A) Sal insoluble (B) Sal
parcialmente soluble. Adaptada de Lupo (2012)3®

Patil citado por Tello® indica que la gelificacion idnica es un proceso
simple, que no requiere el uso de disolventes organicos ni de temperatura o pH
extremos, lo que resulta de bajo costo en comparacion con otras técnicas.
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Igualmente, la gelificacion ionica permite encapsular sustancias
hidrofilicas o hidrofobicas. Por otro lado, a pesar de que las particulas de
gelificacion ionica son adecuadas para la encapsulacion, estas son sensibles a
valores de pH extremos, su principal diferencial es la porosidad de la matriz, la

cual determina la liberacion de la sustancia encapsulada.

Para superar esta limitacion se puede modificar la estructura del gel, a
partir de la combinacion de diferentes tipos de biopolimeros, para garantizar el
aprovechamiento de las ventajas de la composicion quimica de cada compuesto

o por la complejidad con polieletrdlitos cationicos como las proteinas®’.

1.7.3. INTERACCIONES ENTRE PROTEINA Y POLISACARIDO

Las proteinas y los polisacaridos se clasifican como biopolimeros, los
cuales son encontrados con gran frecuencia en estructuras fundamentales que
componen diferentes organismos vivos. Una gran variedad de productos
alimenticios tiene en su composicion ingredientes como proteinas y

polisacéridos.

La interaccion entre proteina y polisacarido ejerce influencia directa
sobre las propiedades macroscépicas de los alimentos, tales como fluidez,

estabilidad y textura.

Tolstoguzov y Schmitt citados por Bonini*® mencionan que la mezcla de
biopolimero es en su mayoria inestable ya que son susceptibles al fenémeno de
separacion de fases. Cuando las proteinas y los polisacaridos se mezclan, tres

diferentes escenarios son posibles, ver en la Fig. 19.

o Incompatibilidad termodinamica; conocida como separacion de fase
segregativa, las moléculas se repelen entre si y se forman dos fases,

una fase concentrada en polisacaridos y otra fase en proteinas.

o Cosolubilidad; cuando ambas moléculas presentan cargas negativas.
o Complejacion; conocida como separacién de fase asociativa, las
moléculas se atraen mutuamente (cuando los dos polimeros presentan

grupos funcionales cargados con cargas opuestas) y forman una fase

concentrada y una fase diluida.
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POLISACARIDOS PROTEINAS

Segregacion Asociacion

s °..o.. ” g . l'.'.ﬁ O.o'
. .. ® ﬁ. - 'o:'b. '.‘dﬁ
Incompatibilidad Cosolubilidad Complejacion

Figura 19. Principales comportamientos de las mezclas de proteinas:
polisacaridos. Adaptada de Tello (2007)%’

La separacion de fase asociativa 0 coacervacion compleja ocurre
generalmente en concentraciones relativamente pequefias, bajas fuerzas ionicas
y cuando ambos biopolimeros presentan cargas opuestas. Por lo tanto, la
atraccion electrostatica entre los biopolimeros ocurre a un pH entre el punto
isoeléctrico (pl) de la proteina y el pKa del polisacarido. Los complejos de
proteinas y polisacaridos se forman espontdneamente en una solucion acuosa
por interaccion electrostatica entre los grupos de cargas opuestas de los

biopolimeros.

La formacion de los complejos es influenciada por las caracteristicas de
los biopolimeros como densidad de carga, masa molar, concentracion,
naturaleza quimica y estequiometria, asi como por condiciones ambientales
como pH, fuerza idnica y tipo de ion. Los complejos resultantes de las
interacciones entre proteinas y polisacaridos pueden ser solubles o insolubles,
formando dos fases, una conteniendo alta concentracion del complejo

biopolimérico y la otra relativamente libre de complejo®”.
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1.7.4. MODELO DE LA CAJA DE HUEVOS

Las pectinas y los alginatos son polisacéridos ionicos naturales, el amplio
uso de estos polimeros es derivado por su habilidad de formar geles en presencia
de cationes divalentes, diversos estudios fisicoquimicos han sido realizados a fin
de obtener informacién respecto a los mecanismos y las caracteristicas

involucradas en el proceso de gelificacion.

El modelo para la zona de union de las cadenas es denominado modelo de
la caja de huevo, Barrera citado por Telesca?? describe la caja de huevo como el
modelo que representa las zonas de union en geles de pectinas de baja
metoxilacion, como consecuencia de los iones divalentes como los iones calcio
y los grupos carboxilos de las diferentes cadenas de pectina, promoviendo asi la

formacion de una red.

En la Fig. 20, se aprecia la interaccion del &cido poligalacturénico,
principal constituyente de las pectinas y de los iones calcio, asimismo se observa
de forma aumentada la formacién de un enlace covalente coordinado entre un
Unico ion calcio y los oxigenos de los hidroxilos de los residuos del &cido

galacturénico; formando asi los iones calcio complejos o compuestos

coordinados de valencia con el acido poligalacturénico?.

Acido Poligalacturénico

Figura 20. Modelo de la caja de huevos (egg-box)
Adaptada de Taiz (2017)*
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1.8. FERMENTACION

El quimico francés Louis Pasteur descubrid la fermentacion, es un proceso de
obtencion de energia que ocurre sin la presencia de oxigeno, por lo que es una via de

produccion de energia anaerobia.

El proceso de fermentacion ocurre en el citosol y se inicia con la glucdlisis,
cuando ocurre la ruptura de la glucosa en dos moléculas de piruvato, el cual recibe
electrones H* provenientes del NADH vy se transforma en &cido lactico, que luego es

eliminado por la célula, como se muestra en Fig. 21.

2 NADH 4
i / CH,
i [ Etanol
ZA@I‘Z/ATP OH 200, _ 2 0
——OH |
—_— CH,
Glucosa Glucdlisis 2
/\ = \ "
2NAD* 2 NADH H 2 NADH A .
2 2 NAD' —
ACidO 2 H_ OH
piravico
CH3
Acido lactico

Figura 21. Proceso de fermentacion ocurrido en el citosol

Adaptada de Mundo Educacéo**

Cuando el piruvato se transforma en acido lactico, se produce una fermentacion
lactica; y cuando se transforma en alcohol, es una fermentacion alcoholica. Tanto en
la fermentacion alcohdlica como en la lactica el NADH dona sus electrones y se
convierte en NAD* 4L,

Los tipos de fermentacion que existen se muestran a continuacion:

a) Fermentacion homolactica: se produce solo acido lactico.

b) Fermentacion heterolactica: se produce acido lactico, etanol y CO..

c) Fermentacion acida mixta: se produce etanol, acido acético, férmico,
CO2 e Ha.

d) Fermentacion alcohdlica: se produce solo etanol.
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1.8.1. FERMENTACION ALCOHOLICA

La fermentacion alcoholica es realizada por algunos tipos de bacterias y
principalmente por levaduras como Saccharomyces cerevisiae. Las levaduras
realizan la respiracion en presencia de oxigeno, crecen y oxidan completamente
la glucosa obteniendo ATP, en condiciones de anaerobiosis, fermentan los
azucares presentes, como la glucosa transformandola en &cido piravico. El &cido
piravico es descarboxilado, generando acetaldehido por medio de la accion de la
enzima piruvato descarboxilasa, el NADH produce la reduccion del acetaldehido
amoléculas de etanol (C2HsOH) por medio de la enzima alcohol deshidrogenasa,

produciendo a su vez diéxido de carbono (CO2)*.

Glucosa
2P+2ADP 2 NAD
2 ATI;/ \/ 2 NADH,
Acido Piravico Acido Piravico

Accion de las levaduras

Etanol + CO, Etanol + CO,

Figura 22. Proceso de la fermentacion alcohdlica

Adaptada de Brasil Escola*

En la Fig. 22 se muestra el proceso de fermentacion alcoholica mediante
la accion de las levaduras. La fermentacion alcohdlica es un proceso bioldgico
ampliamente usado en la industria; es empleada en la elaboracion de diferentes
productos alimenticios como: pan, vino, cerveza, chocolate y diferentes bebidas

fermentadas®® .
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CAPITULO II
MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES
2.1.1. MATERIAL VEGETAL EMPLEADO

Se utiliz6 cascarilla de cacao posiblemente de la variedad nativa
“Chuncho”, originaria de la ciudad del Cusco — Quillabamba, adquirida en una
tienda de especerias “Mas Ventas” en Arequipa. Se conservé a temperatura
ambiente en bolsas Zipploc.

2.1.2. INSUMOS

e  Gelatina sin sabor a granel, adquirida en una tienda de especerias “Mas
Ventas” en Arequipa.

e Manzanas rojas variedad Delicia.

e  Azlcar rubia Chucarapi.

e Levadura seca instantanea Fleischmann.

2.1.3. MATERIALES DE LABORATORIO

e Bagueta
e Embudo

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

. CATOLICA
TESIS UCSM == DE SANTA MARIA

e Fiolas de 5, 10, 100 mL

e  Frascos ISO Tampon azul 1000 mL

e Matraz Erlenmeyer 250, 500, 1000 mL
e Micropipeta

e Mortero

e Pipetas graduadas de 1, 5, 10 mL

e Placas Petri

e Probeta graduada 100 mL

e Termometro 0 — 100 °C

e  Tubos Falcon

e Vaso precipitado 100, 1000 mL

2.1.4. REACTIVOS QUIMICOS

e Acetato de sodio (MERCK)

e Acido acético (JT BAKER)

e Acido citrico (DIPROQUIM)

e Acido clorhidrico (MERCK)

e Acido galico (RIEDEL)

e Acido sulfarico (MERCK)

e Alcohol etilico de 96° (DIPROQUIM)
e Carbonato de sodio (MERCK)

e Citrato de sodio (MOVILAB)

e Cloruro de calcio (SPECTRUM)

e Cloruro de sodio (MOVILAB)

e Eter de petrdleo (JT BAKER)

e Fenol (DELTA QUIMICA)

e Folin Ciocalteu (MERCK)

e Fosfato de sodio dibasico (MOVILAB)
e Fosfato de sodio monobéasico (MOVILAB)
e Glicerina

e Glucosa

e Hidrdxido de sodio (MERCK)
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e Indicador rojo fenol (ALDRICH)
e Metanol (MERCK)
e Sulfato de zinc (DELTA QUIMICA)

2.1.5. EQUIPOS DE LABORATORIO

e Autoclave vertical (KESSEL)

e Balanza analitica (OHAUS)

e Bafio maria (MEMMERT)

e Centrifuga de 12 tubos (FISHER CENTRAL)
e Desecador

e Equipo de extraccion soxhlet (NORMAX)
e Equipo de reflujo (NORMAX)

e  Espectrofotometro (SHIMADZU UV/VIS)
e Estufa (MEMMERT)

e Hot plate (BIOSAN)

e Licuadora (OSTER)

e Refractometro manual (INDEX)

e Sonicador (SELECTA)

e Vernier de 12 cm metal (LITZ)

2.1.6. OTROS MATERIALES

e Recipientes de vidrio de 500 mL
e CintaspH 1-14

e Cocina eléctrica

o Gradilla

e Mallas de asbesto

e Mangueras de venoclisis

e  Papel filtro
e Pinzas
e Propipeta

e Soporte universal
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2.2. METODOS
2.2.1. PROCESO DE OBTENCION DE LA PECTINA
2.2.1.1. Inactivacion de las enzimas pécticas

La cascarilla de cacao se sumergid en agua corriente, en una
relacion de 300 g por litro y se llevé a ebullicion a una temperatura de
92 °C durante 15 minutos; con el propdsito de inactivar las enzimas
pectinesterasas. Mediante una gasa se separé la cascarilla de cacao del

agua y se procedio a colocarla en bandejas para un mejor secado.

2.2.1.2. Lavado de la cascarilla de Cacao

La cascarilla de cacao seca se sumergio en alcohol etilico de 96°
durante 24 horas para separar los fenoles; finalmente la cascarilla fue
colocada en una estufa a una temperatura de 60 °C hasta estar

completamente seca.

2.2.1.3. Molienda de la cascarilla de Cacao

La cascarilla de cacao seca fue pulverizada usando un molino con
aspas de acero hasta que se obtuvo un tamafio uniforme, luego fue

pesada y se conservo en un frasco hermético.

2.2.1.4. Desengrase de la cascarilla de Cacao

La cascarilla de cacao molida se coloc6 dentro de un cartucho de
papel filtro en un equipo soxhlet; fue sometida a un desengrase por
medio del solvente éter de petroleo. Se utilizd una relacion 1:10 de
muestra: solvente durante dos horas para eliminar la grasa presente,
luego la cascarilla se sec6 a temperatura ambiente hasta que el solvente

se evaporo.

2.2.1.5. Hidrdlisis

La cascarilla desengrasada fue sometida a un proceso de
hidrolisis, en el cual se compar6 el método convencional usando una
solucién acidulada (&cido sulfarico) a un pH 1.5 y el método de &cido
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citrico a una concentracién de 0.3% y un pH 3.0. Se realiz6 en un equipo
de reflujo con agitacion a 2500 rpm; se utilizé una relacion 1:25 de
muestra: solucion, variando tiempo y temperatura como se muestra en
la Tabla 5.

Tabla 5. Métodos empleados durante el proceso de hidrdlisis

, Temperatura | Tiempo
Ll gl (°C) (minutos)
Convencional 1.5 90 60
75
90
o e 100
Acido Citrico 3.0
75
75
100

Las soluciones hidrolizadas obtenidas se enfriaron en un bafio de
hielo durante 30 minutos; posteriormente fueron llevadas a
centrifugacion a 3000 rpm durante 15 minutos para la separacion de las
fases obteniéndose: bagazo y las soluciones pécticas las cuales fueron

recolectadas en diferentes frascos de vidrio estériles.

2.2.1.6. Precipitacion de la pectina

A las soluciones pécticas obtenidas se le adicionaron etanol
absoluto, en una relacion 1:2 de muestra: etanol, se dejaron en reposo

durante 24 horas a temperatura ambiente para la precipitacion.

2.2.1.7. Purificacion y secado de la pectina

Las pectinas obtenidas fueron sometidas a dos lavados con etanol
absoluto en relacion 1:1, seguido de una centrifugacion por 15 minutos
a 2500 rpm. Posteriormente se decantd el exceso de etanol presente, las
pectinas fueron colocadas en placas Petri y llevadas a un desecador por
24 horas.
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2.2.2. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LA PECTINA
2.2.2.1. Determinacion del Peso equivalente

Se pesd 500 mg de pectina, luego se humedecié con 2 mL de
etanol absoluto y se agregd 1 g de Cloruro de sodio. Posteriormente se
afiadio un volumen de 100 mL de agua destilada y 6 gotas del indicador
rojo fenol, se agitd y se verifico que la pectina se haya disuelto

completamente observandose un color amarillo.

La solucion obtenida fue titulada lentamente con NaOH 0.1 N,

hasta virar a parpura rojizo, se aplicd la metodologia de Owens?’.

2.2.2.2. Determinacién del Contenido de metoxilo

A la solucion anterior se le agregé 25 mL de NaOH 0.25 N
después se agitd vigorosamente dejandose en reposo durante 30
minutos a temperatura ambiente, posteriormente se agreg6 25 mL de
HCI 0.25 N.

Luego de agitar, se titulé con NaOH 0.1 N, tomando como punto
final de la titulacion un pH 7.5 o un color purpura rojizo durante 20

segundos, segun la metodologia de Owens?’.

2.2.2.3. Determinacion de Acido anhidrogalacturénico

Con los datos obtenidos del peso equivalente y el contenido de
metoxilo, se calculd el porcentaje de acido anhidrogalacturénico, segun

la metodologia de Owens?’.

2.2.2.4. Determinacién del Grado de esterificacion

Empleando los resultados del contenido de metoxilo y del acido
anhidrogalacturoénico, se calcul6 el grado de esterificacion, segun la
técnica de Shultz, mencionada por Lozada?®.
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2.2.3. COMPOSICION DE LA PECTINA

Los métodos empleados para determinar tanto los carbohidratos totales

como los fenoles totales se realizaron a la muestra de pectina seleccionada.

2.2.3.1. Determinacion de carbohidratos totales por el método de Dubois

modificado por Rao

a. Curva de calibracion

Se prepar6 una solucidn stock de glucosa a 1000 ppm de la cual
se prepararon 5 soluciones patron. EI volumen final de las soluciones
patrén y del blanco fue de 1 mL como se muestra en la Tabla 6, se
agreg6 3 mL de H2SO4 concentrado a cada una de ellas y luego fueron

enfriadas en agua con hielo durante 2 minutos (15 °C a 20 °C).

Posteriormente se adiciond 600 pL de fenol 5% se mezclo, y se
dejo en reposo durante 30 minutos a temperatura ambiente, finalmente
se realizo la lectura en el espectrofotometro a una longitud de onda 492

nm; se aplico la metodologia de Dubois*® modificada de Rao*.

Tabla 6. Soluciones patrén de Dubois para la curva de calibracion

Glucosa H20 H2SO4 Fenol 5%

(nL) (uL) (mL) (uL)
Blanco 0 1000 3.0 600
20 ppm 20 980 3.0 600
22 ppm 22 978 3.0 600
24 ppm 24 976 3.0 600
26 ppm 26 974 3.0 600
28 ppm 28 972 3.0 600
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b. Analisis de la pectina
Se pesd 50 mg de pectina, se adiciond 10 mL de agua destilada y
se llevo al sonicador durante 10 a 15 segundos, a esta solucion se le
agreg6 0.5 mL de Sulfato de zinc 10% y se afiadié 0.5 mL de NaOH 0.5
N.
Posteriormente se dej0 en reposo durante 15 minutos, se
centrifugdé a 2000 rpm durante 15 minutos, se empled la técnica de

Suérez?.

Figura 23. Soluciones patrén de Dubois

Se utilizé 1 mL de la muestra ya tratada, se agreg6 3 mL de H2SO4
concentrado, se adicion6 600 pL de fenol 5% se agito y dejo en reposo
durante 30 minutos a temperatura ambiente y finalmente se realizo la

lectura, como se muestra en la Fig. 23.

2.2.3.2. Determinacion de fenoles totales por el método de Folin Ciocalteu

a. Curva de calibracion

Se prepar6 una solucion stock de 100 ppm de acido galico, de la
cual se prepararon 5 soluciones patron. El volumen final de las
soluciones patron y del blanco fue de 1 mL como se muestraen la Tabla
7, luego se adicion6 500 pL de Reactivo de Folin Ciocalteu a cada una
de ellas y se esper6 por un tiempo de 5 minutos.

Posteriormente se afiadio 1500 uL de Na2COs 20%, se incubd
durante 2 horas en oscuridad a temperatura ambiente y, finalmente se
realizo la lectura en el espectrofotometro a una longitud de onda de 760
nm.
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Tabla 7. Soluciones patrén de Folin para la curva de calibracién

o | 1o | FEISE co

uL) (uL) (nL)
Blanco 0 1000 500 1500
2 ppm 20 980 500 1500
4 ppm 40 960 500 1500
6 ppm 60 940 500 1500
8 ppm 80 920 500 1500
10 ppm 100 900 500 1500

b. Analisis de la pectina

Se peso6 0.1 g de pectina y se adicioné 5 mL de metanol al 80%,
luego se sometid a sonicacion durante 15 minutos en oscuridad, para en
seguida ser centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos.

Se recogio el sobrenadante por medio de una micropipeta y fue
llevado a una fiola de 10 mL, se repitio el proceso una vez mas para
obtener un volumen total de 10 mL; se empleo la técnica de Garcia®’.

Se empled 1 mL de la muestra ya tratada, se procedié a agregar
el reactivo de Folin Ciocalteu 500 pL, finalmente se afiadio 1500 uL de
Na>CO3z 20%, se incubd durante 2 horas en oscuridad a temperatura

ambiente y se realiz6 la lectura.

2.2.4. INMOVILIZACION DE Saccharomyces cerevisiae
2.2.4.1. Activacién de Saccharomyces cerevisiae

La levadura seca instantanea “Fleischmann” Saccharomyces
cerevisiae fue utilizada para este proceso, empleandose 1 g de levadura
para 10 mL de mosto de manzana a temperatura ambiente (24 °C), la

cual fue mezclada vigorosamente.
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Se dej6 en reposo 5 minutos posteriormente se us6 1 mL de la

solucion para la formacion de pellets.

2.2.4.2. Formacion de pellets

Se empled el método de gelificacion idnica para la formacion de
pellets, los cuales son esferas que forman una matriz polimérica para la
inmovilizacion de levaduras. Por ello se realizaron ensayos con
diferentes porcentajes de pectina y gelatina, como se muestra en la
Tabla 8.

Tabla 8. Porcentajes de pectina - gelatina para la formacién de

pellets
El:;a(ili)s Pectina (%) | Gelatina (%)
1 100 0
2 95 5
Y 85 15
z 75 25
. 65 35
z 50 50

La gelatina que se uso fue comprada de la especeria “Mas Ventas”
a granel, incolora. Se pesaron pectina y gelatina para disolverlos en
Buffer Fosfato pH 8.0 en bafio maria a una temperatura de 30 °C. Luego
se agregd la levadura, se mezcl6 y se adicion6 glicerina, la cual se
homogenizo totalmente hasta que la solucion quedo uniforme.

Los pellets fueron formados mediante presion dejandose caer
gota a gota en una solucion de CacClz al 4% permaneciendo por un lapso
de 12 horas, finalizado el tiempo fueron colocadas en una solucién

salina (0.9% NaCl) y se llevd a refrigeracion durante 24 horas para su
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conservacion, en la Fig. 24 se observa el proceso de formacion de
pellets.

Después de la refrigeracion los pellets fueron separados a traves
de una gasa, lavandose con agua destilada y luego con Buffer Acetato

pH 5.0 tres veces para remover el material soluble.

Pectina ‘-7 mL de Buffer :e:r; I&:’:a
Gelatina Fosfato pH: 8 ;
e activada
Cd
Disolver
en bafo
maria
T:30°C
mezcla
Homogeneizar
-
I 0 2 mLde glicerol
Succionar con una
jeringade 1 mL
| i
) L
G conservar et agitacién |
8 '
23 h ¥, h ' h
vl en e L)
Refrigeracién en Obtencién de Solucién de CaCl, 4%
suero fisiolégico los pellets t=12h

Figura 24. Elaboracion de los pellets de pectina-gelatina por gelificacion idnica

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

2.2.5. CARACTERIZACION DE LOS PELLETS
2.2.5.1. Didmetro de los pellets

Los pellets después de las 12 horas fueron filtrados de la solucion
de CaCl, 4% usando una gasa, luego se lavaron 2 veces con agua
destilada y una vez con solucién salina (85% m/v NaCl) antes de
calcular su tamafio. El diametro de los pellets fue determinado usando

un Vernier de metal de 12 cm.

2.2.5.2. Determinacion de la densidad celular
a. Disolucion de pellets

Se colocd 0.5 g de pellets en una placa Petri estéril, adicionandose
5 mL de Citrato de sodio (6% m/v), luego se colocé a temperatura
ambiente durante unos 10 a 15 minutos para solubilizar la pectina y la

gelatina.

A continuacion, se coloco en un hot plate a 30 °C hasta obtener
una solucion homogénea, de la cual se tom6é 1 mL y con ello se

prepararon las disoluciones seriadas, en caso fuese necesario.

b. Conteo celular en camara de Neubauer

Para el conteo celular primero se realizo el lavado de la camara 'y
cubreobjetos con agua destilada y posteriormente con alcohol 96%.

La camara de recuento se fijo en la platina del microscopio para
realizar la observacion microscopica. Se coloco la muestra en una de
las ranuras de la camara y, por capilaridad las levaduras se distribuyeron
en la camara de Neubauer; se esper6 de 1 a 2 minutos antes de realizar
el conteo para que las levaduras se depositen, como se observa en la
Fig. 25.
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Figura 25. Camara de Neubauer

Libkind“

Se realizaron tres repeticiones y se empled la siguiente formula
para determinar la densidad celular de las levaduras, siendo la altura de

la cdmara de Neubauer igual a 0.1 mm?®.

UFC) N° levaduras 5 cuadrantes

N° levaduras (
mL

" Area contada * Altura de la caimara

2.2.6. PROCESO DE FERMENTACION USANDO PELLETS
2.2.6.1. Mosto de manzana

Se utilizaron manzanas de la variedad Delicia por ser muy
aromatica con muy poca acidez y por poseer una pulpa blanda. Se peso

500 g para la elaboracion del mosto.

Las manzanas fueron lavadas con agua corriente varias veces para
evitar la presencia de impurezas, luego se cortaron en trozos pequefios
para llevarlos a la licuadora, agregdndose agua hervida tibia en una
proporcion 1:1 de manzana: agua.

Se procedio a filtrar el liquido (mosto) del bagazo de manzana, el

mosto obtenido fue llevado a refrigeracion hasta su utilizacion.

La medicidon de los °Brix se realizé empleando un refractémetro
manual “Index”, luego se corrigieron los °Brix agregando azUcar, en
una proporcion de 10 g de azlcar para subir 1°Brix. EI mosto fue

pasteurizado durante 3 minutos a ebullicion.
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2.2.6.2. Fermentacion del mosto de manzana

a. Equipo de fermentacion
Se utilizaron recipientes de vidrio estériles de 250 mL; a cada
recipiente se le coloco una manguera con una llave reguladora sobre su

tapa, para poder controlar la eliminacion de COa.

b. Proceso

Se emplearon 3 recipientes de fermentacion, a cada uno se
adicion6 200 mL de mosto de manzana y 50 pellets, los cuales
previamente fueron lavados con Buffer Acetato pH 5.

En el dispositivo de bafio maria digital fueron colocados durante
14 dias, a una temperatura de 28 °C a 30 °C, se efectuaron lecturas
diarias de los °Brix con previa agitacion; al tercer dia finalizando la
fermentacion anaerobia, se realiz6 la liberacién del CO. producido,

mediante la llave reguladora.

Finalizado el proceso de fermentacion se obtuvo la bebida
fermentada (sidra), procediéndose a separar los pellets mediante

filtracion, se pasteurizo la sidra durante 5 minutos a 92 °C.

Los pellets separados mediante filtracion fueron lavados con
Buffer Acetato y agua destilada para reutilizarlos en las siguientes

fermentaciones.

2.2.7. CARACTERIZACION DE LA BEBIDA FERMENTADA
2.2.7.1. Determinacion de los grados Brix

Los grados Brix se midieron con un refractometro (Fig. 26),
usando una pipeta Pasteur se deposit6 una gota de la bebida fermentada
sobre la superficie del prisma previamente limpia y seca.

La tapa se cerrd con cuidado formando una fina capa que cubrio
la superficie del prisma y se observo la escala a través del lente con la

luz del sol de frente realizandose la lectura.
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Las mediciones se efectuaron a cada lote diariamente durante el

proceso de fermentacion y asimismo al final del proceso.

Lente Enfocable
(sbeaacachocur)

\Ewh(ubmm

lerior en sk plnio)

Lente prinaria
(ubicads en el inkerior
en esie punio)

Placa de Luz diurna
{que se puede sabiry bajr) N 7

Figura 26. Partes del refractometro

Aprende a catar vino (2009)*°

2.2.7.2. Determinacion del grado alcohélico

El método empleado para la determinacion del grado alcohdlico

fue por picnometria®.

Primero se calibro el picnémetro limpio (fiola) de 100 mL a 20
°C, llenandolo con agua y sumergiéndolo en un bafio de agua a la
temperatura de referencia durante 15 minutos.

Se retir0 el picnometro y su contenido fue vaciado, luego se
enjuago con 5 mL de acetona y se secO completamente, después se
colocd la tapa y se peso (P1). Seguidamente se llevd a destilacion
aproximadamente 200 mL de la bebida fermentada, hasta obtener un

volumen de destilado de 70 mL a 80 mL.

El volumen obtenido se colocd en el picnémetro, el cual fue
aforado usando agua destilada y se procedio a pesarlo (P2) en una
balanza analitica. Se us6 la siguiente formula:

Peso de la muestra(g) = P, — P;

Con el valor resultante se aplicé la férmula de la densidad para
finalmente obtener el porcentaje de grado alcohdlico empleando la
Tabla de la Norma Tecnica Peruana (ANEXO N° 4).
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CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. EXTRACCION DE LA PECTINA

Se emplearon dos métodos de extraccion: el convencional y del &cido citrico, el
cual tuvo diferentes parametros de temperatura y tiempo, obteniéndose pectinas de
diferentes colores y texturas.

La pectina extraida por el método convencional se obtuvo con una solucion
acidulada a un pH 1.5 (&cido sulfarico) a 90 °C por 60 minutos, con el fin de
compararlo con el método del acido citrico; obteniéndose una pectina de una tonalidad
rojiza con una textura rigida y con un ligero olor al &cido empleado, la cual no llegaba

a disolver siendo un factor determinante para su eleccion.

Las pectinas obtenidas por el método del &cido citrico empleando una
concentracion de 0.3% a un pH 3; se emplearon diferentes temperaturas 90 °C y 75 °C
asi como a distintos tiempos 75 y 100 minutos.

Las pectinas obtenidas a 90 °C con dos diferentes tiempos: a 100 minutos,
present6 un color marrdn con una textura ligeramente rugosa, la cual necesitaba calor
para su total disolucién y, a 75 minutos se observé que la pectina presenté un color
café con una textura lisa y disolucién completa.
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Las pectinas obtenidas a 75 °C con dos diferentes tiempos: a 100 minutos, se
obtuvo una pectina con una tonalidad café claro, una textura suave, disolvia
completamente y, a 75 minutos se obtuvo una pectina de un color café més claro con
iguales propiedades a la obtenida a 100 minutos, en la Tabla 9 se muestran las

propiedades de las diferentes pectinas.

Tabla 9. Propiedades cualitativas de la pectina a diferentes parametros

PARAMETROS
METODO . COLOR | TEXTURA
H Temperatura | Tiempo
P (°C) (minutos)
Convencional | 1.5 90 60 Rojiza Rigida
o 100 Marrén Rugosa
75 Café Lisa
Acido Citrico | 3.0 100 Café claro Suave
75 4 mé
75 Cafe mas Suave
claro

En estudios recientes (Suarez?, Vriesmann®*, Munhoz®?) demostraron que
emplear acidos organicos como el &cido citrico para la extraccion de pectina es
efectivo en términos de rendimiento y en las propiedades fisicoquimicas de la misma;
ademas el &cido citrico es natural, seguro para la alimentacién y resulta mas
conveniente que los acidos minerales (acido nitrico, clorhidrico y sulfurico). Siendo
favorable desde el punto de vista econémico y ambiental ya que reduce el impacto de
los efluentes corrosivos generados por el uso de &cidos convencionales para la
extraccion de la pectina.

Luego del proceso de hidrdlisis, se separd las sustancias pécticas mediante
centrifugacion y se agreg6 alcohol etilico absoluto, obteniéndose asi el precipitado de
color crema y textura gelatinosa similar al descrito por Barazarte®, el cual se torné de
color café al poco tiempo de extraido, probablemente por la presencia de fenoles;

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

At :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

asimismo el color oscuro en las pectinas extraidas puede ser causada por la presencia

de taninos.

Las condiciones de extraccion (pH, temperatura y tiempo) tienen una gran
influencia sobre la pectina, tanto en los aspectos cualitativos como cuantitativos,
resultando en alteraciones en el rendimiento, en la capacidad gelificante y en el grado

de esterificacion®®.

La pectina es un acido con valor de pKa de aproximadamente 3.5 aumentando
la relacion entre los grupos acidos disociados y grupos acidos no disociados® por ello
se empled pH 3, ya que pH entre 1.5 a 2.4 puede causar su despolimerizacion?,
mientras que a pH entre 4 a 6 la velocidad de desesterificacion es superior que la
despolimerizacion acelerando su desintegracion®. En medio &cido ocurre la hidrolisis
de los enlaces glucosidicos a-1,4 y la desmetoxilacion de los grupos esterificados de
la pectina, mientras que en condiciones drasticas se puede llegar a afectar las
caracteristicas generales de la pectina?.

En medio basico o alcalino ocurre una desmetoxilacion rapida, asi como una
degradacidon que se inicia por la ruptura de los enlaces glucosidicos en 3 (C4), al grupo

carboxilico del éster (receptor de electrones), por un mecanismo de B-eliminacion?2.
3.2. RENDIMIENTO DE LA EXTRACCION

Los factores de la temperatura y tiempo fueron parametros importantes para

poder evaluar el rendimiento de la pectina obtenida de la cascarilla de cacao.

Tabla 10. Rendimiento de la pectina

) Temperatura Tiempo Rendimiento
MR pH (°C) (minutos) (%)
Convencional | 1.5 90 60 4.55

75 4.65
90
i 100 4.87
Acido Citrico | 3.0
75 2.31
75
100 4.61
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En la Tabla 10 el rendimiento mostrado fue a partir de cascarilla desengrasada,
observandose que a una temperatura de 90 °C durante 100 minutos se consiguié un
rendimiento de 4.87% mientras que un rendimiento de 2.31% se alcanz6 a 75 °C

durante 75 minutos.

A 75 °C por 75 minutos se obtuvo un rendimiento de 1.68% iniciando de
cascarilla bruta, origindndose una pérdida durante el proceso de desengrase.

Vriesmann® menciona que el tiempo y la temperatura empleada aumenta
significativamente el rendimiento de la pectina. La pectina extraida a la temperatura
de 90 °C presenta un mayor rendimiento debido a la ruptura de los enlaces presentes
en la protopectina originado por el incremento de la temperatura.

Segun Chan® en el proceso de hidrdlisis se solubiliza la pectina y otros
componentes pécticos mantenidos en la pared celular, denominada protopectina la cual
representa un grupo de sustancias insolubles en agua presentes en las paredes celulares
vegetales, por lo tanto, aumenta el rendimiento de la misma.

El rendimiento obtenido en este estudio fue menor comparado con otras
investigaciones, tales como en cascaras de citricos 12g/100g por Devia®® en pulpa de
manzana 25g/100g por Untiveros>® y en guayaba deshidratada 7.83-13.66g/100g por

Munhoz®2.

En investigaciones realizadas usando cacao, Adomako®’ reporté de 8.0 a
11.09/100g de pectinas obtenidas a partir de cascaras de cacao, mientras que Barazarte®
consigui6 un rendimiento de 3.899/100g de pectinas obtenidas a partir de cascaras de
cacao tipo Forastero y Suarez? report6 de 11g a 26.76g/100g a partir de cascarilla de

cacao.

3.3. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LA PECTINA
3.3.1. DETERMINACION DEL PESO EQUIVALENTE

El peso equivalente obtenido fue 452.03 mg/meq. Suarez? menciona que,
la estructura péctica esta constituida principalmente por monémeros de acido D-
galacturdnico, molécula que presenta el grupo funcional carboxilo (COOH) por
lo tanto, el peso equivalente representa el nimero de grupos carboxilicos libres

que no se encuentran esterificados; en la pectina extraida se tiene un bajo peso
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equivalente que se interpreta como un alto contenido de grupos carboxilicos

metoxilados y por lo tanto un alto contenido de AAG.

3.3.2. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE METOXILO

El porcentaje de metoxilacion obtenido fue 7.21%, comparando el grado
de esterificacion con el contenido de metoxilo se reafirma que existen otros
grupos quimicos que intervienen en la esterificacion con los grupos carboxilos
del acido anhidrogalacturonico, se ratifica que es una pectina de baja

metoxilacion.

3.3.3. DETERMINACION DE ACIDO ANHIDROGALACTURONICO

El porcentaje obtenido de acido anhidrogalacturonico (AAG) fue 79.90%
el cual esta relacionado con el peso equivalente calculado anteriormente, en la
pectina extraida se tiene un bajo peso equivalente que se interpreta como un alto
contenido de grupos carboxilicos metoxilados y por lo tanto un alto contenido
de AAG.

Los contenidos mas altos de AAG observados a 75 °C, se debe a que se
alcanza una mayor ruptura de los enlaces presentes en la estructura de la
protopectina, debido a que la temperatura es un factor con mayor incidencia en

la pureza de la pectina.

Guerrero®® menciona que, el acido anhidrogalacturonico es un referente
que permite ver el grado de pureza de la sustancia péctica, debido a que este
polisacarido debe encontrarse constituido en su mayoria por acido galacturdnico

en presencia de otros azucares.

El valor promedio obtenido es superior al valor minimo establecido por la
FAO que especifica que la cantidad minima de acido anhidrogalacturénico es
650/100g; los valores de AAG obtenidos en las pectinas procedentes de otras
fuentes fueron de 87.93g/100g en pulpa de nispero por Chasquibol®,
68.84g/100g en pulpa de guayaba deshidratada por Munhoz® y 60.15 a
78.00g/100g en cascara de parchita por D’ Addosio®.
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En investigaciones realizadas usando cacao, Barazarte® report6 valores de
AGA entre 49.81 y 64.06 g/100g en pectinas de cascaras de cacao tipo Forastero,
Adomako®’ report6 valores entre 33.2 y 36.29/100g en céascaras de cacao y

Suarez? reportd valores entre 21.16 a 24.8g9/100g en cascarilla de cacao.

3.3.4. DETERMINACION DEL GRADO DE ESTERIFICACION

El contenido de metoxilo y el grado de esterificacion estan relacionados,
obteniéndose 51.22% de grado de esterificacion lo cual la caracterizaria como
pectina de alta metoxilacion por ser mayor a 50%; en este caso no gelificaba a
altas temperaturas ni al adicionarle sacarosa, contrario a lo que sucedid en
presencia de iones calcio, con los cuales se dio la formacién de la estructura
basica del gel. Se obtuvo un porcentaje mayor a lo esperado, debido a que
podrian existir grupos carboxilo esterificados con otros grupos como etoxilo o
amidas mencionado por Suérez>.

Mendoza® menciona que, la pectina en estado inmaduro esta totalmente
esterificada, lo que le confiere mayor rigidez al tejido y, durante la maduracion
los tejidos de los frutos presentan una variacion del contenido de pectina soluble
convirtiendo la protopectina en pectina soluble, ablandando los frutos y
disminuyendo el grado de metoxilacion. Lo cual indica que, el grado de

maduracion de los frutos es un factor determinante en la extraccion de pectinas.

En investigaciones realizadas Barazarte® report6 37.5 a 49.8% en el grado
de esterificacion en céascara de cacao tipo Forastero; mientras que Adomako®’
reportd grado de esterificacion 60 a 76.3% en céscaras de cacao asimismo

Suarez? reportd grado de esterificacion 65.6 a 72.5% en cascarilla de cacao.

En la Tabla 11, se muestran los resultados obtenidos en la caracterizacion
fisicoquimica de la pectina, usando diferentes parametros de extraccién con

variables de tiempo y temperatura.
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Tabla 11. Caracteristicas fisicoquimicas de la pectina extraida

Temperatura Tiempo NuUmero de . PESD qulvalente G_rgdo .

pH °C) (minutos) Ensayos Metoxilos (%) | AAG (%) | (mg pectina/meq Esterificacion
NaOH) (%)
1 2.98 72.16 318.47 23.41
2 2.79 73.92 303.03 21.43
1.5 90 60 3 3.10 73.92 312.50 23.81
PROMEDIO 2.96 73.33 311.33 22.88
Desv. Estandar 0.16 1.02 7.79 1.28
1 1.86 35.20 714.29 30.00
2 3.22 42.24 735.29 43.33
75 3 3.10 42.24 714.29 41.67
PROMEDIO 2.73 39.89 721.29 38.33
Desv. Estandar 0.75 4.06 12.13 7.26
0 1 1.61 54.91 384.62 16.67
2 2.17 56.32 400.00 21.88
100 3 3.10 50.34 537.63 34.97
PROMEDIO 2.29 53.86 440.75 24.50
3.0 Desv. Estandar 0.75 3.13 84.26 9.43
1 7.13 78.50 462.96 51.57
2 6.82 78.85 438.60 49.11
75 3 7.69 82.37 454,55 52.99
PROMEDIO 7.21 79.90 452.03 51.22
Desv. Estandar 0.44 2.14 12.38 1.97
S 1 1.24 67.23 292.40 10.47
2 2.11 71.10 297.62 16.83
100 3 3.10 57.02 446.43 30.86
PROMEDIO 2.15 65.12 345.48 19.39
Desv. Estandar 0.93 1.27 87.46 10.43
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Al realizar ANOVA de dos factores a los datos obtenidos en las
caracteristicas fisicoquimicas, se hallé que la significancia es de 0.000125, al
ser menor a 0.05 se afirma que, existe una interaccion entre temperatura y
tiempo con el contenido de Acido anhidrogalacturénico; demostrando que si
existe diferencia significativa. Se aplico el programa estadistico SPSS
Statistics 22, en el APENDICE B se observan las tablas y gréficas.

Medias marginales estimacdas de % AAG
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= o !
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—&0
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o 100

w 70,007
(]
=
]
E
]
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1 ]
e
]
E
f=]
=

50,00
E T
1]
=
=
1]
= 40,00

30,00

1 1
a0 75

Temperatura (°C)

Las medias no estimahbles no se trazan.

Figura 27. Medias de los porcentajes de Acido anhidrogalacturdonico
relacionadas con la temperatura y tiempo

En la Fig. 27 se muestra que a 90 °C por 75 minutos se obtuvo la menor
cantidad de Acido anhidrogalacturonico y el mayor porcentaje de Acido
anhidrogalacturénico fue obtenido a 75 °C durante 75 minutos, siendo la
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pectina seleccionada; la cual presentd caracteristicas organolépticas como:
color café mas claro, una textura suave, olor ligeramente dulce y un sabor
neutro; fue secada durante dos dias al medio ambiente, la pectina se observa
en la Fig. 28.

Figura 28. Pectina en polvo seleccionada

3.4. COMPOSICION DE LA PECTINA
3.4.1. DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS TOTALES
3.4.1.1. Preparacion de la curva de calibracion de glucosa

Para realizar el calculo de la concentracion de carbohidratos
totales es necesario, previamente conseguir la recta de calibrado; a
partir de una solucion Stock de glucosa 1000 ppm.

Los carbohidratos se determinaron empleando el método de
Dubois modificado por Rao para elaborar la recta de calibrado,
utilizandose una longitud de onda de 492 nm, la intensidad del color

es directamente proporcional a la concentracion de azUcares presentes.

En la Tabla 12 se muestran las absorbancias obtenidas a
diferentes concentraciones de acido galico (mg/L), el ensayo se
realizo tres veces para probar la linealidad de las curvas estandar, sus
gréficas se observan en el APENDICE C.
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Tabla 12. Patrones para la curva de calibracién de Dubois

Concentracion Absorbancia Absorbancia | Desviacion
(mg/L) Curval | Curva?2 | Curva3 | Promedio | Estandar

20 0.2208 0.1960 0.2140 0.2103 0.013

22 0.2680 0.2440 0.2600 0.2573 0.012

24 0.3205 0.3080 0.3140 0.3142 0.006

26 0.3595 0.3760 0.3620 0.3658 0.009

28 0.4380 0.4290 0.4010 0.4227 0.019

Es importante establecer que la absorbancia depende de la
concentracion de la solucion; este concepto se resume
matematicamente en la Ley Beer-Lambert que relaciona la
absorbancia con las propiedades de la solucién y la geometria de

muestreo.
0.4500
A .
b 0.4000 y = 0.0267x - 0.3259
S R? = 0.9991 -
0
0.3500 -
r
b 7
0.3000
a
n ’
¢ 0.2500
a 0.2000
20 22 24 26 28

Concentracion (ppm)

Figura 29. Curva de calibracion de glucosa

El Fig. 29 muestra la linealidad de las curvas estandar en ella se
observa la ecuacion de la recta: y = 0.0267x — 0.3259. Asimismo, se
observa el coeficiente de determinacion (R?) resultando 99.91 %, esto
sugiere un buen ajuste de los datos de la linea recta muy cercano a la
unidad.
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3.4.1.2. Contenido de carbohidratos totales en la muestra de pectina

Las muestras de pectina al reaccionar con el acido sulfurico
sufrieron una deshidratacion de los azlcares originando furfurales que
al reaccionar con el fenol se condensan presentando una coloracion

anaranjada intensa, como se observa en la Fig. 30.

Figura 30. Muestras de pectina para Dubois

Las muestras fueron llevadas al espectrofotometro, siendo leidas
a una longitud de onda de 492 nm, mostrandose en la Tabla 13 los
resultados obtenidos de los compuestos coloreados cuantificados por
el método colorimétrico, el cual dio un promedio de 47.91g/100g de

azucares totales encontrados en la pectina.

Tabla 13. Contenido de carbohidratos totales en pectina

Repeticiones | Absorbancia g/100¢g
ik 0.283 48.477
2 0.277 47.449
3 0.279 47.791
Promedio 47.906
Desviacion
Estandar 0.523

En el Fig. 31 se observan los valores encontrados en la muestra
relacionados con la curva de calibracion de glucosa, realizandose tres
lecturas de la pectina obtenida.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE piAey  UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

0.4500
A
b
s 0.4000
0
r
b 0.3500
a
2 —— Curva Estandar
i 0.3000 —m— Muestras
a

0.2500

0.2000

20 22 24 26 28

Concentracion (ppm)
Figura 31. Muestras de pectina en la curva de calibracion de glucosa

Nielsen® indica que, el 4cido sulfirico concentrado
descompone cualquier polisacarido, oligosacarido y disacarido en
monosacaridos; las pentosas (compuestos de 5 carbonos) se
deshidratan a furfural y hexosas (compuestos de 6 carbonos) a
hidroximetil furfural. Estos compuestos luego reaccionan con el fenol
para producir un color amarillo dorado, para los productos con alto
contenido de azucares hexosas; la glucosa se usa comiunmente para

crear la curva estandar.

Romero® menciona los principales azicares presentes en la
pulpa de cacao como fructosa (0.35% a 1.19%), glucosa (0.11% a
0.84%) y sacarosa (0.11% a 1.32%) representan entre 2% y 9 % de la
materia seca. El contenido de azUcares varia segun la influencia del
clima, en épocas lluviosas aumenta el contenido siendo este no muy
significativo.

En otras investigaciones realizadas Suarez? obtuvo 42.03% de
carbohidratos totales empleando cascara de cacao, en el caso de
Vriesmann®! consiguié 64% de carbohidratos totales, asimismo
Romero® reportd 2.84%, 2.70% y 1.51% de azlcares totales en la
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pulpa de cacaos maduros de las variedades: Criollo, Hibrido y

Forastero respectivamente.

3.4.2. DETERMINACION DE FENOLES TOTALES
3.4.2.1. Preparacion de la curva de calibracion de acido gélico

Para realizar el calculo de la concentracion de fenoles totales es
necesario previamente obtener la recta de calibrado; para ello primero
se efectud la curva de calibraciéon usando una solucion Stock de acido

galico 100 ppm.

Los fenoles se determinaron de acuerdo al método de Folin
Ciocalteu, elaborandose la recta de calibrado, para ello se empled una
longitud de onda de 760 nm, siendo la intensidad del color

directamente proporcional a la concentracion de fenoles presentes.

En la Tabla 14 se muestran las absorbancias obtenidas a
diferentes concentraciones de acido galico (mg/L) realizado por
triplicado, sus graficas se observan en el APENDICE D.

Tabla 14. Patrones para la curva de calibracion de Folin

Concentracion Absorbancia Absorbancia | Desviacién
(mg/L) Curvall Curva2 | Curva3 | Promedio | Estandar

2 0.025 0.036 0.034 0.032 0.006

4 0.077 0.086 0.091 0.085 0.007

6 0.130 0.146 0.137 0.138 0.008

8 0.178 0.192 0.183 0.184 0.007

10 0.237 0.251 0.229 0.239 0.011

En el Fig. 32 se muestra la recta promedio de regresion lineal
obtenida de las diferentes concentraciones de acido galico en mg/L y
el valor promedio de las absorbancias medidas, se obtuvo un
coeficiente de determinacion (R?) igual a 99.95%.
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Figura 32. Curva de calibracion de &cido galico

Se puede observar que la ecuacién obtenida es de orden lineal,
ya que el coeficiente de determinacion es cercano a la unidad,
mostrandose que existe una relacion directa entre la concentracion de

los compuestos fendlicos y su absorbancia.

3.4.2.2. Contenido de fenoles totales en la muestra de pectina

Los fenoles presentes en la pectina al reaccionar con el reactivo
de Folin forman complejos fosfomolibidco - fosfotingstico que al
interactuar con el carbonato de sodio se reducen estos complejos a
Oxidos cromagenos de color azul (Fig. 33).

Figura 33. Muestras de pectina para Folin
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Las muestras fueron llevadas al espectrofotdmetro, siendo leidas

a una longitud de onda de 760 nm, el promedio de los polifenoles

totales encontrados en la pectina fue de 3.73g/100g, en la Tabla 15 se

muestran los resultados obtenidos tanto su absorbancia como la

concentracion de la muestra de pectina por triplicado.

Tabla 15. Contenido de fenoles totales en pectina

Repeticiones Absorbancia g/100 g
1 0.318 4.462
2 0.251 3.522
3 0.228 3.199
Promedio 3.728

En el Fig. 34 se observan los valores encontrados en la muestra

en relacion a la curva de calibracion de acido galico, realizandose tres

lecturas de la pectina obtenida.
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Figura 34. Muestra de pectina en la curva de calibracion de &cido galico

Suarez? menciona que, la presencia de compuestos fenolicos en

la cascarilla y grano seco de cacao esta entre 10-20%, los principales

compuestos polifendlicos que presenta son las catequinas 3-6%,
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leucocianidinas 2-5% y taninos de 2-3.5%, estos otorgan coloracion

oscura y sabor astringente-amargo.

Oliveira® indica que, en la semilla de cacao se encuentran
grandes cantidades de flavonoides, el contenido de polifenoles en la
semilla puede variar dependiendo de la region donde es cultivado, asi
como de la variedad. Ademés, demostré que, los polifenoles son
arrastrados en el proceso de desengrase junto a la grasa y se degradan

debido a la temperatura utilizada.

El resultado obtenido para las muestras de pectina fue
3.739/100g debido a que, se realiz6 un pre-tratamiento de la cascarilla
de cacao usando alcohol etilico absoluto antes de realizar el proceso
de extraccion y también se realizé un proceso de desengrase, lo que

redujo la cantidad de fenoles totales presentes.

En investigaciones realizadas Vriesmann®! report6 un contenido
de 9.49/100g en cascara de cacao, Suarez? reportd un contenido de
9.689/100g en cascarilla de cacao y Oliveira®® report6 un resultado de

2.40 a 7.219/100g en semillas de cacao.

3.5. EVALUACION DE LA INMOVILIZACION DE Saccharomyces cerevisiae
3.5.1. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS OPTIMOS

En un primer experimento se vario la concentracion de pectina para la
inmovilizacion de la levadura y la formacion de esferas, que es un sistema en
donde la levadura se encuentra homogéneamente dispersa en una matriz
polimérica donde no se observa un nucleo diferenciado, a las cuales se les ha
denominado pellets.

En las pruebas realizadas se observo que el gel formado sélo por la
pectina no tuvo la estabilidad y rigidez necesaria para la inmovilizacién, por
ello se realizaron diversas combinaciones con otros polimeros: goma arabiga,
agar-agar, gelatina; en el caso de la goma aradbiga y agar-agar no fueron
elegidos porque el mecanismo de formacion del gel se da por precipitacion,

mientras que la pectina es por red ionica.
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La seleccion de la gelatina como soporte para la inmovilizacion de
levaduras es justificada por su afinidad a los polisacaridos, biocompatibilidad;
contiene grupos carboxilo en sus cadenas principales teniendo la capacidad
de formar puentes de hidrogeno con la pectina dando lugar a una estructura

denominada red o matriz polimérica®.

En la Tabla 16, se detallan los ensayos realizados con pectina y gelatina
para la formacion de la red polimérica en la inmovilizacion de Saccharomyces

cerevisiae.

Tabla 16. Evaluacion de la formacion de los pellets pectina-gelatina

El:; a(i/?) s Pectina (%0) Gelatina (%) Conlf(;)srlr)réalllcei:)sn e
1 100 0 -
2 95 5 -
3 85 15 ++
4 75 25 +—+
5 65 35 +
6 50 50 +
Donde:

- No tiene estabilidad.
+ Presenta estabilidad.
++ Presenta estabilidad y consistencia.

+++ Presenta estabilidad, consistencia y
durabilidad.

Por la evaluacién realizada la mejor combinacion fue con 75% de
pectina y 25% de gelatina, la cual presentd mejor estabilidad, consistencia y
durabilidad en el medio, lo cual no paso con cantidades inferiores y superiores
a 75% de pectina, el pellet no tuvo una buena consistencia macroscépica.

Bonini3® menciond que, en proporciones adecuadas las proteinas y los

polisacéridos forman complejos con propiedades funcionales superiores en
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comparacion a utilizarlos de forma separada; existiendo una atraccion entre
los biopolimeros debido a la relacion en sus interacciones electrostaticas,
cuando los dos polimeros presentan grupos funcionales cargados con cargas

opuestas.

La solidez del pellet esta relacionada con la interaccion del cloruro de
calcio, por ello se utilizaron diferentes concentraciones las que fueron: 2%,
3%, 4%, 5% y 8% m/v. Se consiguio apreciar que, los pellets obtenidos en
una concentracion de 2% y 3% CaCl> presentaban poca firmeza, en
comparacion con concentraciones superiores 5%, 8% CaCl, mostraban una

estructura mas rigida.

En base a los resultados obtenidos se establecio que la mejor
concentracion de CaCl» fue de 4% contribuyendo a una mejor reticulacion,

por lo que se empled esta concentracion para los siguientes ensayos.

A la matriz polimérica conformada por la mezcla de pectina — gelatina
elegida se le agregé 7 mL de Buffer Fosfato pH 8, también se afiadio 1 mL
de levadura activada, después se adicion6 0.2 mL de glicerol, esta mezcla fue
homogenizada y con la ayuda de una jeringa se dejo caer gota a gota en la
solucién de cloruro de calcio 4% previamente preparada y dejadas por un
periodo de 12 horas para que los iones calcio conformen los pellets. Después
de este tiempo fueron separados de la solucién de CaClz por filtracion simple,

en la Fig. 35 se observan los pellets obtenidos.

m—

Figura 35. Pellets de pectina - gelatina en suero fisioldgico
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Los pellets formados estuvieron en contacto en una solucion de suero
fisiologico o solucion salina durante 24 horas en refrigeracion, esta misma

solucion se empleo para su almacenamiento prolongado.

El glicerol empleado en la formacion de pellets pectina - gelatina
cumple la funcién de plastificante mientras que el buffer mantiene el pH
necesario para las levaduras encapsuladas las cuales son sensibles a los

cambios de pH.

Nawawi citado por Dos Santos® sostiene que la estabilidad y rigidez
del gel esté directamente relacionada con la concentracion de la pectina y del
CaCl,, mencionando la probabilidad que existan grupos carboxilicos libres en
la pectina los cuales se unen a los iones calcio, agrupando asi las cadenas

poliméricas para formar un gel rigido.

Juarez citado por Dos Santos®® menciona que la estabilidad y
consistencia del gel es un factor importante, debido a que el proceso de
difusion en un gel muy rigido no se podria llevar a cabo, ya que aumentaria

la barrera difusional y afectaria el rendimiento de las reacciones.

Los pellets obtenidos presentaron una buena consistencia, estabilidad
permitiendo que las levaduras inmovilizadas puedan realizar el proceso
fermentativo, debido a la adecuada concentracion de CaCl, empleada en su

formacion.

3.5.2. EVALUACION DEL TAMANO DE LOS PELLETS

Los pellets preparados por el método de gelificacion ionica que fue
mencionado anteriormente, presentaron forma ovoide regular y un bajo grado
de aglomeracidn, algunos de los cuales presentaron pequefias extensiones, la
superficie de los mismos mostraron un aspecto poroso, de textura suave al

tacto, con un color café claro.

En la Fig. 36 se muestran los pellets elaborados a los cuales se midi6 el

didmetro empleando para ello un Vernier.
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Figura 36. Pellets de pectina - gelatina medidos con Vernier

Alves® menciona que, la presencia de un exceso de calcio, forman
varias unidades primarias aglomeradas en capas y ese exceso de cationes
componen agregados secundarios los que permanecen débilmente unidos y

esto contribuye a la formacion insuficiente de los pellets.

Por ello la concentracion de CaCl; al 4%, fue una condicion éptima para
la formacion de los pellets de pectina — gelatina en el proceso de
inmovilizacion, obteniéndose una produccion homogénea presentando un
tamario promedio de 0.40 cm, en la Tabla 17 se muestra el diametro medido

a 10 diferentes pellets, los cuales muestran una distribucion similar.

Tabla 17. Diametro de los pellets de pectina - gelatina

Medidas
(cm)
0.34
0.30
0.46
0.35
0.39
0.37
0.39
0.44
0.50

10 0.42
Promedio 0.40
Desviacion
Estandar

Repeticiones

OO INOO(ORRIWIN|F-

0.06
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Castillo®” menciona que, la porosidad sugiere la posibilidad de facilitar
la entrada y salida de los solventes, a fin de hacer més facil la accesibilidad al
entorno, aspectos como la distancia de separacion de la boquilla, el efecto de
la gravedad y la tension superficial de la solucion que induce la gelificacion

influyen en su forma esférica y tamafio.

Asimismo, otros factores determinantes que influyen en la forma de los
pellets son: la concentracion de pectina, la carga bacteriana y el tiempo de

exposicion al cloruro de calcio.

3.5.3. DETERMINACION DE LA DENSIDAD CELULAR

Se realizaron conteos de levaduras en los pellets (0.5 g de pellets
disueltos en 5 mL de citrato de sodio 6%) determinandose el nimero total

mediante el conteo en Camara de Neubauer, en tres repeticiones.

El conteo inicial efectuado a los pellets refrigerados en la solucion
salina, dio un resultado de 1 200 UFC/mL y el conteo final realizado después
de reutilizar los pellets en las tres fermentaciones dio un valor de 60 300
UFC/mL, los célculos realizados se observan en el APENDICE E. Esto
confirma el incremento de la poblacion de levaduras, demostrandose que en
la fermentacion se usaron los azlcares presentes para producir etanol y

diéxido de carbono.

Figura 37. Conteo en cdmara de Neubauer
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En la Fig. 37 se observd mediante el microscopio la levadura
Saccharomyces cerevisiae, las cuales estan en la etapa de reproduccion
mediante gemacion. Se realiz6 una dilucion 1/10 observandose las células con

facilidad para el conteo final, obteniéndose un resultado confiable.

Unam citado por Alvarado® indica que en la técnica de conteo de
células uno de los factores que afecta la observacion de las levaduras es la

correcta dilucién de la muestra empleada.

Stormo y Bashan citados por Hernandez®® mencionan que la
inmovilizacion de las levaduras en los pellets tiene la ventaja de poder
manejar la densidad celular ya que pueden sobrevivir largos periodos de
tiempo conservando su actividad fisioldgica, ademas brinda proteccion a los

microorganismos contra el estrés ambiental.

Alcazar citado por De Andrade’™ realiz6 estudios de la actividad de la
levadura Saccharomyces cerevisiae encapsulada en alginato de calcio, dando
a conocer que las células inmovilizadas presentaron una menor sensibilidad
tanto al estrés salino como al estrés alcohdlico durante la fermentacion, ya
que la matriz de alginato en el sistema de fermentacién contribuy6 en la
tolerancia al etanol.

3.6. EVALUACION DE LA BEBIDA FERMENTADA
3.6.1. DETERMINACION DE LOS GRADOS BRIX

La etapa de fermentacion se realizd empleando los pellets de pectina-
gelatina en el mosto, siendo colocados en frascos de fermentacion dentro del
equipo de bafio maria. Se evalu6 el contenido de los azUcares presentes en el
mosto de manzana, a través de la medicién de los grados Brix utilizandose
para ello el refractémetro.

Segun Pereda’ el grado Brix (°Bx) es una unidad de medida que toma
como referencia el comportamiento de una disolucién de sacarosa en agua

pura, su medicion corresponde al contenido de azUcares totales presentes.

El mosto de manzana inicialmente present6 8 grados Brix y un pH igual

a 4, se le adicion6 azucar hasta llegar a un rango de 16 a 20 grados Brix,
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encontrandose en lo establecido por el Real Decreto para iniciar la

fermentacion.

En la Fig. 38, se observan tres diferentes lotes de mosto de manzana
evaluados durante un periodo de 14 dias a través de la medicién de los °Bx,
iniciando con 16 °Bx los cuales fueron disminuyendo con el transcurso de los
dias, se observa que se mantiene estable el nivel de azucares durante los

ultimos dias.
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Figura 38. Fermentacion del mosto de manzana

Segun el Real Decreto’? 72/2017 define el mosto de manzana como el
producto obtenido de la molienda, maceracion o prensado de las manzanas,
mientras no haya iniciado la fermentacién y con un grado Brix igual o

superior a 10.2.

Durante el periodo de fermentacion el cual fue de14 dias, se controld la
temperatura en un rango de 25-28 °C, finalizado el proceso se obtuvo la
bebida fermentada (sidra).
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3.6.2. DETERMINACION DE LOS GRADOS ALCOHOLICOS

Al finalizar la fermentacion se separaron los pellets de pectina-gelatina
de la bebida alcoholica para su posterior reuso, en la Fig. 39 se observa el
producto final obtenido (sidra) la cual fue pasteurizada.
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Figura 39. Bebida fermentada obtenida

Seguin Mariorella citado por De Andrade’ la tasa de conversion tedrica
de la glucosa en etanol se define que, por cada gramo de glucosa se produce
0.511 g de etanol siendo un rendimiento tedrico, no obstante Lima y
Marcondes citado por De Andrade’ relatan que durante la sintesis ocurren
reacciones secundarias resultando en la reduccion de rendimiento teorico
conocido como rendimiento Pasteur, que demuestra que en el proceso el
maximo rendimiento real es de 95%.

Segun el Real Decreto’? 72/2017 establece las normas bésicas de
calidad para la elaboracion de las diferentes categorias de la sidra,

estableciendo que la sidra natural tiene un grado alcohélico volumétrico igual
0 superior al 5% vol.
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Se realiz6 la medicidn de los grados alcoholicos en base al método de
picnometria mencionado anteriormente, el cual dio un resultado 6.1% el cual
se encuentra de acuerdo con el Real Decreto, en la Tabla 18 se observan las

caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas de la sidra obtenida.

Tabla 18. Caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas de la sidra

CARACTERISTICAS .
ORGANOLEPTICAS DESCRIPCION
Aspecto Brillante y claro
Color Amarillo
Olor Ligeramente a manzana
Sabor Dulce
CARACTERISTICAS
FISICOQUIMICAS S
Grado Alcoholico 6.1
Grados Brix
pH 3

Pantoja’® menciona que la levadura inmovilizada tiene mejor
adaptabilidad porque convierte mas rapidamente el mosto en producto, por lo
mismo facilita el proceso de filtracion, contribuyendo a mayor rendimiento
de la bebida y obteniendo una mayor limpieza ya que las levaduras estan

confinadas, evitandose asi grandes masas.

Puig’ sefiala que la velocidad de fermentacion es mas rapida con
levaduras inmovilizadas y esto podria atribuirse a la mejor adaptacion al
medio.

En la investigacion realizada por Gutiérrez”™ reporté 4-5%, mientras
que en estudios realizados con guanabana Pantoja’ report6 de 4.2% a 4.6 %
en grado alcohdlico; siendo estos muy diferentes con el obtenido en esta
investigacion, segin norma internacional el grado alcohdlico debe estar entre
3-8%.
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Los pellets de pectina-gelatina fueron reutilizados 2 veces adicionales
para la obtencion de la bebida fermentada, consiguiéndose un producto con
las mismas caracteristicas, ademas los pellets no perdieron su actividad, lo

que demuestra que es posible reusarlas.
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CONCLUSIONES

PRIMERA:

En el presente trabajo de investigacion se logro obtener pectina a partir de la
cascarilla del Theobroma cacao Linnaeus por el método de hidrdlisis usando acido citrico
a una temperatura de 75 °C y un tiempo de 75 minutos, mediante pruebas fisico quimicas
y cuantitativas se caracterizo e identifico como pectina de baja metoxilacion, la cual se
empled para la inmovilizacion de Saccharomyces cerevisiae realizando mezclas de
pectina — gelatina; los pellets obtenidos se utilizaron en la fermentacion del mosto de

manzana.

SEGUNDA:

Se evaluaron dos métodos para la extraccion de la pectina: convencional y acido
citrico, en este Gltimo se variaron los parametros de temperatura y tiempo; resultando
Optimo el método del &cido citrico a una temperatura de 75 °C por 75 minutos usando a

un pH 3.
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TERCERA:

Se evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas de la pectina, obteniéndose un
contenido de metoxilos de 7.21%, con un peso equivalente de 452.03 mg/meq, grado de
esterificacion de 51.22%, un contenido de &cido anhidrogalacturénico de 79.90%, y
presentando un rendimiento de 2.31g/100g de cascarilla; lo que demuestra que el tipo de
pectina obtenida es de baja metoxilacion, estas pectinas requieren de la presencia de iones

calcio y de pH entre 2.8 y 6.5 para formar geles.

CUARTA:

Se evalu6 la cantidad de carbohidratos totales, obteniéndose un resultado de
47.919/100g; lo que indica que la estructura de la pectina esta constituida por una cantidad
menor de mondmeros de acido anhidrogalacturénico ademas de tener presencia de

azucares libres.

Asimismo, se evalud la cantidad de fenoles totales, consiguiéndose un resultado de
3.7¢9/100g; lo que le da a la pectina extraida una coloracion café clara debido a la presencia

de los fenoles presentes en la cascarilla de cacao.

QUINTA:

Se inmovilizé Saccharomyces cerevisiae mediante el método de gelificacion idnica,
empleando mezclas de pectina y gelatina siendo los porcentajes 6ptimos: 75% - 25%
respectivamente, a esta matriz polimerica se denominé pellet; los cuales se evaluaron
fisicamente para determinar su estabilidad, observandose una forma ovoide con presencia

de pequefias extensiones y un diametro promedio de 0.40 centimetros.

SEXTA:

Se evalué la capacidad de fermentacion de las levaduras inmovilizadas a través de
la medicién de los grados Brix en el mosto de manzana, reduciéndose el tiempo de
adaptacion de las levaduras por lo que el tiempo de fermentacion durd 14 dias; ademas se
calculd el grado alcohdlico de la sidra obtenida, siendo su valor 6.1%. Se comprob6 que
es posible la reutilizacion de los pellets a escala laboratorio hasta en tres fermentaciones

consecutivas.
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RECOMENDACIONES

PRIMERA:

En el método de Dubois, es necesario hacer una previa agitacion de 10 segundos
después de haber agregado el acido sulfurico para su interaccion con los carbohidratos;
el tiempo de reposo debe ser exacto, por ello se deben preparar las muestras con un
intervalo de tiempo entre 5 a 10 minutos para que ocurra la reaccion y se obtenga una

lectura adecuada. Lavar las celdas con isopropanol para eliminar restos organicos.

SEGUNDA:

En el método de Folin Ciocalteu, secar en la estufa el Carbonato de sodio antes de
usarlo, una vez preparado utilizarlo totalmente, el reactivo de Folin Ciocalteu debe

permanecer refrigerado ya que se descompone rapidamente.

Asimismo, en la prueba es recomendable tomar en cuenta el tiempo de reposo antes
de la lectura en el espectrofotometro, ya que de no cumplirse obtenemos un resultado
erroneo. Los patrones y la muestra antes de su lectura deben ser agitados en el vértex,
para precipitar los solidos presentes causantes de las interferencias que dan un falso

positivo.
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TERCERA:

En la formacidn de los pellets pectina-gelatina, se sugiere emplear el microscopio
electronico de barrido (SEM) para visualizar la posible presencia de levaduras sobre la

superficie de los pellets y realizar un lavado en Buffer Acetato pH 5.

CUARTA:

Realizar la prueba de cromatografia en capa fina para poder verificar los
componentes presentes en la muestra de pectina, usando estdndares como ramnosa,

glucosa, arabinosa, galactosa y acido D-Galacturénico.
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& APPCACAO

Asociacién Peruana de Productores de Cacao

CACAO “CHUNCHO” (CUSCO)

CARACTERIZACION ORGANOLEPTICA'

DE SANTA MARIA

Las principales caracteristicas organolépticas resultantes de la evaluacion

sensorial de este cacao nativo es como sigue:

Perfil sensorial: Notas de floral, frutal, nuez y otros sabores

I)OSlthOS; con baJa astrlngenma Yy amargor.

Andlists sensorial de pastas de cacao

Rangos de puntacion otorgados para cada uno de los atributos positivos y negativos

ATRIBUTOS
SENSORTALES

CHUNCHO

POSITIVOS

Sabor a cacao

2.8-4.0

Acidez citrica

1.9-3.5

Frutal

1.1-2.5

Floral

0.3-4.0

Nuez

0.5-24

Malta

0.1-1.3

Aroma Positivo

0.6 —3.0

NEGATIVOS

Acidez acética

0.6 —-2.5

Acidez lactica

0.0-1.6

Acidez butirica

0.0-0.6

Astringencia

2.5-3.6

Amargo

24-4.5

Sabor a crudo

0.0-0.5

Aroma negativo

0.0-1.0

PUNTAJE TOTAL

11.1 - 23.6

Evaluacién sensorial de la parcela del Sr. Sixto Calderén Roque

! Resultado de la evaluacién sensorial realizada por Rosario Rojas y colaboradores de a la Universidad

Peruana Cayetano Heredia y 1a Red Nacional de Catadores de Cacao del Peru.

La evaluacién y la caracterizacién fueron financiadas en el marco del proyecto Estudio del

proceso postcosecha y Caracterizacion morfolégica-sensorial-molecular de 3 variedad de cacaos
nativos de Cusco, Juniny Piura, (Contrato 071-FINCYT-FIDECOM-PIPEA-2012), ejecutado

por APPCACAO.
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CARACTERIZACION MORFOLOGICA?

FRUTO:

Forma basica: eliptico y oblongo

Constriccion basal: intermedio y ausente

Forma del apice: obtuso

Rugosidad: ligero e intermedio

Profundidad del surco: intermedia y superficial
Color al estado inmaduro: verde y verde pigmentado

SEMILLA:

Forma en seccion longitudinal: oblonga y eliptica
Forma en seccion transversal: aplanada e intermedia
Color de cotiledon: morado

VARIEDADES DE MAZORCAS DEL CACAO “CHUNCHO”

? Resultado de la caracterizacién morfolégica realizada por Luis Garcia Carrién de la Universidad
Nacional Agraria de la Selva, en el distrito de Echarate, Cusco.

La evaluacién y la caracterizacién fueron financiadas en el marco del proyecto Estudio del
proceso postcosecha y Caracterizacion morfolégica-sensorial-molecular de 3 variedad de cacaos
nativos de Cusco, Juniny Piura, (Contrato 071-FINCYT-FIDECOM-PIPEA-2012), ejecutado
por APPCACAO.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos



TESIS UCSM

=—<2 _ DE SANTA MARIA

COOPERATIVAS SOCIAS DE APPCACAO QUE PRODUCEN
CACAO “CHUNCHO”

- Cooperativa Agraria Cafetalera Alto Urubamba Ltda. — CAC Alto
Urubamba http://cac-altourubamba.blogspot.pe/

- Asociacién de productores de cacao de los Valles de Convencion e

Yanatile — APROCAYV

Existen otras cooperativas que producen cacao “Chuncho”

CACAO PERUANO

La evaluacién y la caracterizacién fueron financiadas en el marco del proyecto Estudio del

proceso postcosecha y Caracterizacion morfolégica-sensorial-molecular de 3 variedad de cacaos
nativos de Cusco, Juniny Piura, (Contrato 071-FINCYT-FIDECOM-PIPEA-2012), ejecutado
por APPCACAO.
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ANEXO 2
GLOSARIO

Acido galacturdnico: Monosacarido correspondiente a la forma oxidada de la D-
galactosa. Es el principal componente de las pectinas.

Biopolimero: Son sustancias poliméricas naturales con peso molecular alto, con
gran tamafo y forma alargada que constituyen las paredes celulares de

células animales y vegetales.

Caja de huevos: Proviene del inglés egg-box, es el modelo por el cual se describe

la interaccidn entre los cationes y los grupos carboxilicos.

Croméforo: Grupos funcionales de la molécula responsables de la absorcion de
energia o luz visible para emitir color, principalmente son dobles y
triples enlace carbono-carbono, sistemas aromaticos, grupos carbonilo,

imino (C=N), nitro y enlaces C-Y (Y es un a&tomo con pares libres).

Cromdgenos: Nombre dado a ciertas sustancias que contienen un croméforo y bajo

diversas influencias como la oxidacion origina productos coloreados.

Dimerizacion: Reaccion quimica en la que dos moléculas de subunidades idénticas
(mondémeros) forman una estructura quimica Unica, denominada

dimero.

Encapsulacion: Es la tecnologia mediante la cual se logra confinar compuestos activos
dentro de una matriz polimérica. Esta técnica crea un microambiente en la

capsula capaz de controlar las interacciones entre el interior y el exterior.

Esterificacion: Proceso por el cual se sintetiza un éster. Un éster es un compuesto
derivado formalmente de la reacciéon quimica entre un oxacido y un

alcohol.

Gemacion: Del latin geminus "gemelo™ es un tipo de reproduccion asexual. Es una
divisién desigual, consiste en la formacion de prominencias sobre el
individuo progenitor, y que al crecer y desarrollarse, originan nuevos
seres que pueden separarse del organismo parental o quedar unidos a él,

iniciando asi una colonia.
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Hidratos de Carbono: Son compuestos organicos que presentan carbono, hidrogeno

y oxigeno.

Hidrolisis: Reaccion quimica en la cual una sustancia neutra (como las moléculas
organicas) o iénica (como las sales) es descompuesta por accion del

agua.
Higroscopicidad: Es la capacidad para absorber la humedad atmosférica.

Metoxilo: Un grupo funcional consistente en un grupo metilo unido a un oxigeno,

con formula;: -O—CH3.

Metoxilacion: Es el proceso por el cual se adiciona uno o méas grupos metoxi. —O—
CHs.

Monosacaridos: Azucares simples, son los glicidos més sencillos que contienen de
tres a seis atomos de carbono. Su férmula empirica es (CH20) n donde

n>3.

Oligosacéridos: Polimeros de monosacaridos con un ndmero de unidades

monomeéricas entre 2 y 10.

Pectatos: Sales de los &cidos pécticos (&cidos pectinicos desmetoxilados); sus

propiedades y usos son comparables a los de las pectinas.

Pectinatos: Sales de los acidos pectinicos (acidos poligalacturénicos parcialmente

metoxilados).

Pedicelo: Es la estructura que une a la flor o al fruto con la rama que la sostiene o
con otra estructura mas compleja. También se le conoce como

pedunculo.

Pellets: Esferas sdlidas formadas por un polimero o la combinacion de ellos, con
tamafio en milimetros para el almacenamiento en su interior de un

microorganismo o de un principio activo.

Polisacaridos: Biomoléculas formadas por la unién de una gran cantidad de

monosacaridos y se encuentran en la pared celular de las plantas.

Polifenoles: Son un grupo de sustancias quimicas que se encuentran en las plantas,
caracterizados por la presencia de mas de un grupo fenol por molécula.
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Polimerizacion: Son reacciones quimicas en las cuales un monomero iniciador o
endurecedor activa a otro mondémero comenzando una reaccion en

cadena la cual forma el polimero final.

Proteina: Son moléculas formadas por aminoacidos que estan unidos por un tipo de

enlaces conocidos como enlaces peptidicos.

Reticulacion: Es una reaccion quimica mediante la cual los polimeros se unen en
cadenas tridimensionales componiendo una especie de red que vuelve

mas estable al material.

Sidra: Bebida alcohdlica de baja graduacién, espumosa y agridulce que se obtiene

por fermentacion del jugo de manzana.
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ANEXO 3
PREPARACION DE BUFFER

1. BUFFER FOSFATO
Soluciones Stock
A: Solucion de Fosfato de sodio monobasico 0.2 M (27.8 g en 1000 mL)

B: Solucion de Fosfato de sodio dibasico 0.2 M (53.65 g de NaoHPOg4
7H20 0 71.79g Na2HPO4 12 H20 en 1000 mL)

x mL de A +y mL de B, diluir a un volumen total de 200 mL

X y pH X y pH
935 | 65 5.7 450 | 550 6.9
920 | 80 5.8 39.0 | 610 7.0
90.0 | 10.0 5.9 330 | 67.0 7.1
87.7 | 123 6.0 280 | 720 7.2
850 | 15.0 6.1 230 | 770 7.3
815 | 185 6.2 190 | 810 7.4
775 | 225 6.3 160 | 840 75
735 | 265 6.4 130 | 87.0 7.6
685 | 3L5 6.5 105 | 905 7.7
625 | 375 6.6 8.5 L5 7.8
565 | 435 6.7 7.0 93.0 7.9
510 | 49.0 6.8 5.3 94.7 8.0
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2. BUFFER ACETATO
Soluciones Stock
A: Soluciéon de Acido acético 0.2 M (11.5 mL en 1000 mL)

B: Solucién de Acetato de sodio 0.2 M (16.4 g de CoHzO2Na 0 27.2 g de
C2H302Na 3H20 en 1000 mL)

x mL de A +y mL de B, diluir a un volumen total de 100 mL

X y pH
46.3 3.7 3.6
44.0 6.0 3.8
41.0 9.0 4.0
36.8 13.2 4.2
30.5 195 4.4
25.5 24.5 4.6
20.0 30.0 4.8
14.8 %] 5.0
10.5 39.5 5.2
8.8 41.5 5.4
4.8 45.2 5.6
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ANEXO 4

RECUENTO CELULAR EN CAMARA DE NEUBAUER

PROCEDIMIENTO

e Para cargar la cAmara, primero el cultivo debe estar bien homogenizado, se

coloca la muestra entre el espacio entre la camara y el cubreobjetos y se espera

a que sedimente durante unos segundos.
e Se ubicaen el microscopio en el sector donde se realiza el conteo, el cual se sitta

en el centro, como se muestra en la Fig. 40.

>

T
0.2

0,05 0,025

o e el

- 025 0,025 0,05 1 mm _

1mm

Figura 40. Sector de conteo de la cAmara de Neubauer

e Al realizar el conteo, se tiene en cuenta las levaduras que estan en negrita
observadas en la Fig. 41, las levaduras que se encuentran en el borde derecho no

se cuentan y las que estdn en gemacion se cuentan como media levadura (Fig.

42).

Figura 41. Conteo de células
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Figura 42. Orden de conteo en zig-zag

e Laformula para calcular el nimero total de células en la cdmara de Neubauer es

la siguiente:

Numero de levaduras contadas en los 5 cuadrantes

N° de levaduras(UFC|mL) = , -
Area contada x Altura de la camara

e Se debe tener los siguientes cuidados con la camara de recuento:
+« Inmediatamente después de usar es muy importante limpiar la
camara.
7

++ Primero se limpia con etanol de 70% y luego limpiar con agua.

¢+ Se seca con un papel suave sin frotar o con acetona.
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ANEXO 5

TABLA DE GRADOS ALCOHOLICOS A 20°C (Normativo)

Sp-gra 20 °C/ | Densidada | %Alc. Vol.
20 °C 20 °C, g/L (20 °C)
0.9942 992.41 4.0
0.9941 992.28 4.1
0.9939 992.14 4.2
0.9938 992.00 4.3
0.9937 991.87 4.4
0.9935 991.73 4.5
0.9934 991.59 4.6
0.9932 991.46 4.7
0.9931 991.32 4.8
0.9930 991.19 4.9
0.9928 991.06 5.0
0.9927 990.92 5.1
0.9926 990.79 5.2
0.9924 990.65 5.3
0.9923 990.52 5.4
0.9922 990.39 oo
0.9920 990.26 5.6
0.9919 990.12 5.7
0.9918 989.99 5.8
0.9916 989.86 5.9
0.9915 989.73 6.0
0.9914 989.60 6.1
0.9913 989.47 6.2
0.9911 989.34 6.3
0.9910 989.21 6.4
0.9909 989.08 6.5
0.9907 988.95 6.6
0.9906 088.82 6.7
0.9905 988.69 6.8
0.9903 988.56 6.9
0.9902 088.43 7.0
0.9901 988.30 7.1
0.9900 088.18 7.2
0.9898 988.05 7.3
0.9897 987.92 7.4
0.9896 987.79 7.5
0.9895 987.67 7.6
0.9893 987.54 7.7
0.9892 987.42 7.8
0.9891 987.29 7.9
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APENDICES
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Diagrama de flujo del proceso de extraccion de
pectinay formacion de pellets para la obtencion
de la sidra
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APENDICE B
ANOVA DE DOS FACTORES

1. RENDIMIENTO

Se han empleado los datos de rendimiento % en base a la cascarilla

desengrasada.

Medias marginales estimadas de Rendimiento %

Tiempo
{min)
——&0
3 —75
4,50+ 100

5,00

Q

4,00

3,50

3,00

Medias marginales estimadas

2,304

2,004

a0 75

Temperatura (°C)

Las medias no estimables no se trazan.

2. CONTENIDO DE ACIDO ANHIDROGALACTURONICO

Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: % AAG

Tipo Il de suma Cuadratico
Origen de cuadrados gl promedio F Sig.
Modelo corregido 2996,2322 4 749,058 44,074 ,000
Interceptacion 60368,338 1 60368,338 3551,991 ,000
Temperatura 1971,716 1 1971,716 116,013 ,000
Tiempo 1330,933 2 665,466 39,155 ,000
Temperatura * Tiempo 620,066 1 620,066 36,484 ,000
Error 169,956 10 16,996
Total 61363,112 15
Total corregido 3166,188 14

a. R al cuadrado = ,946 (R al cuadrado ajustada = ,925)
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Es la tabla central del analisis ANOVA de dos factores, se observa que si
existe relacion entre las variables (temperatura, tiempo) y el % de AAG. Se
concluye que:

a) Temperatura: La significacion es 8,015E-7 siendo menor a 0.05, lo
cual significa que existe relacion o diferencias significativas entre las

diferentes temperaturas y los porcentajes de AAG.

b) Tiempo: La significacion es 0,000019 siendo menor a 0.05, lo cual

significa que existe relacion entre el tiempo y los porcentajes de AAG.

c) Interaccibn Temperatura*Tiempo: La significacion es 0,000125
resultando menor a 0.05 lo que significa que, si muestra relacién con
los porcentajes de AAG, es decir si hay una interaccion entre

temperatura y tiempo, lo que genera cambios en los % de AAG.

1. Temperatura (°C)
Variable dependiente: % AAG

Intervalo de confianza al 95%

Temperatura (°C) Media Error estandar Limite inferior | Limite superior
90 55,472 1,374 52,410 58,534
75 72,5122 1,683 68,762 76,262

a. Se basa en la media marginal de poblacién modificada.

Como podemos ver a 90 °C, los % de AAG son menores que a 75 °C. Los
intervalos de confianza muestran claramente los intervalos del promedio de 90
°C no se cruzan con los de 75 °C, el limite superior de 90 °C es 58.534, mientras
que el limite inferior de 75 °C es 68.762. Por ello, nunca se trasponen y eso €s
una prueba mas que hay una diferencia significativa entre temperatura.
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Variable dependiente: % AAG

2. Tiempo (min)

Intervalo de confianza al 95%
Tiempo (min) Media Error estandar Limite inferior | Limite superior
60 72,6672 2,380 67,363 77,970
75 59,900 1,683 56,150 63,650
100 59,487 1,683 55,737 63,237

a. Se basa en la media marginal de poblacién modificada.

Como podemos ver a 60 minutos, los % de AAG son mayores que a 75 y

100 minutos. Los intervalos de confianza muestran claramente los intervalos del

promedio de 60 minutos no se cruzan con los de 75 minutos y 100 minutos, el

limite superior de 60 minutos es 67.363, mientras que el limite inferior de 75

minutos es 56.450. Por ello, nunca se traspasan siendo una prueba mas que hay

una diferencia significativa entre tiempo.

3. Temperatura (°C) * Tiempo (min)

Variable dependiente: % AAG

Intervalo de confianza al 95%

Temperatura (°C) Tiempo (min) Media Error estandar Limite inferior | Limite superior
90 60 72,667 2,380 67,363 77,970

75 39,893 2,380 34,590 45,197

100 53,857 2,380 48,553 59,160
75 60 2

75 79,907 2,380 74,603 85,210

100 65,117 2,380 59,813 70,420

a. Esta combinacion de niveles de factores no se observa, por lo tanto, la media marginal de poblacion

correspondiente no se puede estimar.
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Medias marginales estimadas de % AAG
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(rmin)
—&0
— 75

30,00 |2
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40,00

30,00
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Las medias no estimahbles no se trazan.

Las medias marginales del lado izquierdo nos muestran los promedios de
%AAG, mientras mas altos los puntos mas %AAG. De este grafico podemos
deducir:

a) A 75 °Cy 75 minutos se obtiene mayor % de AAG.
b) Si hay interaccion entre temperatura y tiempo, ya que las lineas llegan

a cruzarse entre si.
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APENDICE C

CURVAS PATRONES DUBOIS
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APENDICE D
CURVAS PATRONES FOLIN
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APENDICE E

CONTEO EN CAMARA DE NEUBAUER

A. CONTEO INICIAL

UFC) numero de levaduras en 5 cuadrantes

N°de levaduras ( =
mlL

area contada x altura de la caimara x dilucion

NuUmero de levaduras en 5 cuadrantes = 600
Altura de la camara = 0.1 mm
Dilucién =0

N° de levaduras = 1 200 UFC/mL

B. CONTEO FINAL

UFC) . numero de levaduras en 5 cuadrantes

N° de levaduras ( == — —
area contada x altura de la camara x dilucion

mlL

NUmero de levaduras en 5 cuadrantes = 603
Altura de la cdmara = 0.1 mm
Dilucion =1/10=0.1
N° de levaduras = 60 300 UFC/mL
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