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RESUMEN

En el presente estudio se analizaron algunas propiedades fisicoquimicas (color tri-
estimulo, grado de metil-esterificacién y peso molecular) y reolégicas (curvas de flujo
en estado estable) de 23 pectinas extraidas en diferentes medios de solubilidad
(solubles en agua, agente alcalino y quelato). Se aplicé el modelo de Ley de Potencia
para determinar las variables “n” y “K” (indice de comportamiento de flujo e indice de
consistencia, respectivamente), se seleccionaron las pectinas mas adecuadas por
sus caracteristicas reoldgicas (mayor indice de consistencia y menor porcentaje de
histéresis = % H) y se adicionaron en un sistema alimenticio (salsa para botanas). Se
evaluaron nuevamente las variables n y K en la salsa control (sin pectina) y con las
pectinas extraidas y se compararon con salsa con pectina comercial. Todas las
pectinas presentaron un comportamiento reoldgico del tipo corte adelgazante
(pseudoplastico) con valores “n” que oscilaron desde 0.668 (pectina soluble en
agente alcalino presente en jugo = PSAL-J) hasta 0.890 (pectina extraida de frutos
almacenados a 30 dias en refrigeracion = P30REF) y valores K de 0.027 (pectinas
extraidas de bagazo solubles en agentes quelatos = PSQ-B y en alcalis = PSAL-B)
hasta 0.074 (pectina extraida de frutos almacenados durante 120 dias en
refrigeracion = P120REF). Las evaluaciones reoldgicas de Ky % H arrojaron que las
pectinas P107DDPF (pectina extraida de manzanas cosechadas a los 107 dias
después de la plena floracién), P120REF (pectina extraida de manzanas
almacenadas durante 120 dias en refrigeracién), P150AC (pectina extraida de

manzanas almacenadas durante 150 dias en atmosfera controlada), P30TA (pectina

Xii



extraida de manzana almacenadas durante 30 dias a temperatura ambiente), y PSQ-
B (pectina soluble en agente quelato extraida del bagazo) fueron las mas indicadas
para utilizarse en la salsa. Con la adicion de la pectina comercial se observo un
incremento de ~ 37 % en el valor K de la salsa control, mientras que con las pectinas
extraidas en diferentes solventes el incremento fue similar con valores que oscilaron
desde un 29 % (pectina soluble en agente quelato extraida del bagazo, PSQ-B), 35
% (pectina extraida de frutos almacenados por 120 dias a 0 °C, P120REF), y 48 %
(pectina extraida de frutos almacenados por 30 dias a temperatura ambiente, P30TA)
e incluso superior con valores de 64 y 69 % (pectina extraida de frutos almacenados
por 150 dias en atmésferas controladas, P150AC y pectina extraida de frutos con
107 dias después de plena floracion, P107DDPF, respectivamente). Estos resultados
demuestran el potencial de aplicacion que pueden tener estas pectinas en sistemas
alimenticios similares.

Palabras clave: Manzana, Pectina, Reologia, Maduracion, Histéresis

Correo Electrénico; Jesus Hernandez Cruz, hernandezcruz.jesus@gmail.com
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I.  INTRODUCCION

Las pectinas, son los biopolimeros mas versatiles en cuanto a aplicaciones
industriales alimenticias y no alimenticias se refieren. Se emplean como agentes
espesantes, aglutinantes, gelificantes, sustitutos de grasa, impartidores de textura y
cuerpo en los alimentos, agentes encapsulantes, retenedores de aromas vy
fragancias, formadores de peliculas biodegradables, solamente por mencionar
algunas de las mas importantes. Se obtienen principalmente de los tejidos de
vegetales y frutos como los citricos y las manzanas, y su método de aislamiento
puede ser por agentes quimicos, fisicos, enziméticos y/o una combinacion de estos.

En la literatura cientifica estdn bien documentadas las diferencias estructurales
(componentes adicionales a la estructura principal) de las pectinas que se extraen de
diferentes fuentes botanicas y los efectos que diversos métodos de extraccion
pueden ejercer en sus propiedades fisicoquimicas y estructurales. La reologia ha
demostrado ser una de las principales herramientas cientificas auxiliares en la
caracterizacion de diversos biopolimeros y en el caso de las pectinas los métodos
reolégicos desempefian una funcién importante en la aplicaciébn potencial que
pueden tener estos polisacéaridos.

La industria alimenticia esta avida de biopolimeros que puedan ser empleados
en los materiales alimenticios sin que alteren de manera significativa algunas otras
propiedades de calidad y sobre todo que sean innocuos, amigables con el medio
ambiente (que no generen contaminacion y/o desequilibrios ecolégicos) y sobre todo

gue sean baratos. En este sentido, la utilizacion de fuentes regionales abundantes y



sostenibles constituye una alternativa viable para proporcionar los biopolimeros
necesarios.

Por tal razén, el empleo de frutos regionales como la manzana se convierte en
una materia prima importante para la obtencion de pectinas; sin embargo, los
estudios basicos en cuanto al impacto que los factores, como los métodos de
aislamiento y los estados de madurez pueden impartir en aspectos reolégicos como
la viscosidad y las propiedades de flujo son determinantes para sugerir sus
potenciales aplicaciones tecnoldgicas en alimentos. Por todo lo anterior, el presente
estudio evalué las propiedades fisicoquimicas y reolégicas de pectinas de manzanay
su potencial aplicacion en un sistema alimenticio tipo salsa. Los resultados indicaron
gue estas pectinas pueden competir o incluso aumentar la viscosidad de alimentos

como la salsa en comparacion con pectinas comerciales.



ll.  REVISION DE LITERATURA

2.1. LA MANZANA
2.1.1. Generalidades

Etimologicamente la palabra manzana viene de latin mattiana de mattius,
nombre de una especie de manzana, asi llamada en memoria del agronomo y
botanico romano Caius Mattius, que vivio en el siglo | a. de C. El manzano pudo ser
la primera especie frutal cultivada por el hombre. En la Biblia se menciona al
manzano en varios pasajes, como el de Eva tentada por el demonio. Las manzanas
son frutas que se han cultivado por miles de afios en Asia y Europa alli se le atribuye
el origen. Actualmente se ha extendido en todo el mundo, forman parte de las
leyendas y narraciones de muchos paises y religiones. Fue introducido en Espafa
por los pueblos del norte de Africa y durante el proceso de romanizacion de la
peninsula.

En su inicio la manzana era una fruta agria que se perfeccioné con la cultura
grecorromana siendo en la Edad Media, una fruta muy apreciada y extendida que se
podia adquirir a bajo precio (Anénimo, 2014). Hacia 1666, una manzana entr6 en la
leyenda, el famoso fisico y matemético inglés Isaac Newton estaba sentado bajo un
manzano cuando se desprendié una manzana y le cay6 en la cabeza. Aquello le
despertd el interés por los problemas relacionados con la gravedad y termind
enunciando la Ley de Gravitacion Universal. El siglo XIX representd una época de
grandes esfuerzos para la mejora del manzano, y en la actualidad, es uno de los

frutos mas populares y disponible durante todo el afio. Esta considerada como una



fruta relacionada con la salud y con grandes propiedades dietéticas y culinarias
(Infojardin, 2014).

Las condiciones adecuadas que requiere el manzano para su Optima
adaptacioén son muchas horas de frio (méas de mil). Un manzano sufre menos con el
exceso de frio que con el de calor. Soporta temperaturas inferiores a los 10 °C bajo
cero, aunque si desciende mas alla de los 15 °C bajo cero, pueden perderse algunas
yemas florales. Alcanza como maximo 10 m de altura y tiene una copa globosa.
Tronco derecho que normalmente alcanza de 2 a 2.5 m de altura, con corteza
cubierta de lenticelas, lisa, adherida, de color ceniciento verdoso sobre los ramos y
escamosa Y gris parda sobre las partes viejas del arbol. Tiene una vida de unos 60-
80 afios. Las ramas se insertan en angulo abierto sobre el tallo, de color verde
oscuro, a veces tendiendo a negruzco o violaceo.

Las hojas son ovales, cortamente acuminadas, aserradas, con dientes obtusos,
blandas, con el haz verde claro y tomentosas, de doble longitud que el peciolo, con
4-8 nervios alternados y bien desarrollados. Las flores son grandes, hermafroditas,
de color rosa palido, a veces blanco y en niumero de 3-6 unidades. La floracién tiene
lugar en primavera, generalmente por abril o mayo, y se recogen al final de verano o
principio del otofio, pero varia en funcion de la variedad y prefiere solamente los
climas frios y le basta poca cantidad de luz y calor para la maduracion de su fruto
(Infojardin, 2014). La manzana es un fruto de estructura firme, carnosa, derivado del
receptaculo de la flor. Difieren en cuanto a color, tamafo y sabor, segun la variedad.
(SIAP, 2014). La clasificacion taxonémica de la manzana (Malus domestica) fue
descrita por Moritz Balthasar Borkhausen en el afio 1803 y se puede observar en el

Cuadro 1.


http://es.wikipedia.org/wiki/Moritz_Balthasar_Borkhausen

Cuadro 1. Clasificaciéon taxonémica de la manzana de acuerdo con Moritz Balthasar

Borkhausen (1803).

Super reino
Reino
Subreino
Division
Clase
Subclase
Orden
Familia
Subfamilia
Género

Especie

Eukariota
Plantae
Tracheobionta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Rosidae
Rosales
Rasaceae
Maloideae
Malus

M. domestica

Fuente: An6énimo, 2014.


http://es.wikipedia.org/wiki/Moritz_Balthasar_Borkhausen
http://es.wikipedia.org/wiki/Moritz_Balthasar_Borkhausen

2.1.2. Produccién y consumo

El Estado de Chihuahua es el principal productor de manzana en el pais y su
aportacion es del 70 % de la produccion total, contando con una superficie de 25,695
Ha y una produccion de 382,956 ton anuales con un valor de 1,361,428, 150 pesos.
El ranking nacional en produccion de manzana es ocupado por los Estados de
Chihuahua, Coahuila, Durango y Puebla; siendo Chihuahua el lider indiscutible en
superficie plantada, volumen producido, rendimiento unitario, tecnologia productiva y
conservacion por refrigeracion (SIAP, 2014).

A nivel estatal, el municipio de Guerrero en Chihuahua es el principal productor
de la variedad Golden delicious y tiene el tercer lugar en la produccién de manzana

del estado (Cuadro 2 y 3) (SIAP, 2014).



durante los ciclos (ciclicos y perennes) del afio 2012 por Distrito en el estado de Chihuahua.

Cuadro 2. Superficie sembrada/cosechada, produccién y rendimiento del fruto de manzana en la modalidad de riego y temporal

Superficie  Superficie - . Valor. .
Distrito sembrada  cosechada Produccion Rendimiento PMR produccion
(ton) (ton/Ha) ($/ton) (miles de
(Ha) (Ha)
pesos)
Balleza 766.00 766.00 4,896.00 6.39 2,998.12 14,678.80
Buenaventura 20.00 18.00 27.00 1.50 4,046.40 109.25
Casas Grandes/Nuevo Casas 650.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Grandes
Chihuahua 219.00 179.00 1,074.00 6.00 8,472.06 9,099.00
Cuauhtémoc 14,119.00 13,774.00 133,820.70 9.72 9,946.24 1,331,012.49
Madera 4,307.00 4,213.00 13,712.00 3.26 10,544.92 144,592.00
Papigochi 6,012.00 5,600.00 49,909.80 8.91 8,025.75 400,563.74
San Juanito 573.00 573.00 3,699.67 6.46 3,521.06 13,026.75
Total 26,666.00 25,123.00 207,139.17 8.25 9,235.73 1,913,082.03

Fuente: SIAP, 2014.



Cuadro 3. Superficie sembrada/cosechada, produccién y rendimiento del fruto de manzana en la modalidad de riego y temporal

durante los ciclos (ciclicos y perennes) del afio 2012 en el Distrito de Cuauhtémoc, Chihuahua.

Superficie Superficie

wnchio sy e TGS Rememe o pun e e
1 Bachiniva 2,788.00 2,788.00 9,196.50 3.30 9,905.07 91,091.98
2 Carichi 640.00 630.00 10,802.00 17.15 8,103.69 87,536.01
3 Cuauhtémoc 8,030.00 7,695.00 82,094.20 10.67 10,596.20 869,886.51
4 Cusihuiriachi 1,621.00 1,621.00 20,584.00 12.70 8,500.00 174,964.00
5 Riva Palacio 1,040.00 1,040.00 11,144.00 10.72 9,649.50 107,533.99
Total 14,119.00 13,774.00 133,820.70 9.72 9,946.24 1,331,012.49

Fuente: SIAP, 2014.



2.1.3. Variedades

Las variedades de manzanos mas cultivados en nuestro pais (en las regiones
de mayor produccion) son las siguientes: Red Delicious, Jonathan, Starking, Golden
Delicious, Doble Red Delicious, Red ding, Granny Smith, Rome beauty,
principalmente. En donde la Red delicious y la Doble Red delicious se consideran
como manzana de mesa, mientras que la Winter banana, Sumer champion, Jonathan
red, Golden Delicious, York imperial, Winter pearmain, etc., se conocen como
manzanas agroindustriales (Alvarez-Parrilla, 2012).

De acuerdo con la Facultad de Zootecnia de la Universidad Auténoma de
Chihuahua (UACH), las principales variedades de manzana cosechadas durante el
afio 2006 en México fueron Golden Delicious (35.2 %) y Red Delicious (34.5 %)
indicando que para el Estado de Chihuahua, las principales variedades cultivadas
son las sefaladas en la Figura 2. La fuente anterior cita como principal productor de
la variedad Red Delicious al municipio de Cuauhtémoc (43.1 %), seguido de Casas
Grandes (12.9 %) y Cusihuiriachi (10 %) en cuanto a la superficie cosechada en el
afio 2006. Respecto a la variedad Golden Delicious los municipios lideres son
Guerrero, Cuauhtémoc y Namiquipa con un 29 %, 23.5 % y 19 % respectivamente,

en superficie cosechada para el mismo afio.



B Red delicious

B Golden delicious

" Rome beauty

0 Starking

B Sinclasificar

Figura 1. Principales variedades de manzanas cultivadas en el Estado de Chihuahua (Fuente:

Facultad de Zootecnia, 2007)
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2.1.4. El fruto

Las cualidades que caracterizan a una manzana en cuanto a su tamafio, forma,
y color son apenas un poco mayores a una cereza y casi tan grandes como una
toronja o un melén mediano; globulares, conicos con una depresion en cada uno de
sus extremos; el color depende de la variedad y son desde verde claro, amarillas,
rojas y rojo muy intenso casi negruzco, los Iébulos del céliz son persistentes y la
pulpa son células asperas.

La temperatura Optima para la conservacion de la fruta en condiciones normales
es de 0 a 1 °C y para mantenerla en congelacién es de -1 °C. El fruto presenta un
porcentaje de humedad relativa entre 90 y 95 %, la tasa de respiracién (mL CO,/kg h)
varia de acuerdo a la temperatura a la que se encuentre almacenado (0 °C =3 -6; 5

°C =4-8; 10 °C =5-10; 20 °C = 12-25) (Infoagro, 2014).
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Braeburn Reineta Starking

Red rome Red delicious Granny Smith

Fuji Golden delicious Gala

Figura 2. Principales variedades de manzanas cultivadas en el Estado de Chihuahua (Fuente:
Facultad de Zootecnia, 2007)
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2.1.5. Aspectos cualitativos y valor nutricional

Las caracteristicas especificas que debe presentar la manzana para
considerarla de calidad son la firmeza en su piel, ausencia de dafios o golpes, que no
esté podrida, libre de arrugas, etc. (Infoagro, 2014). Las cualidades desde el punto
de vista nutritivo de la manzana estan ampliamente reconocidas, tanto por los
profesionales de la nutricibn como a nivel popular. Es especialmente elevado su
contenido en potasio y bajo en sodio. El contenido en vitamina C es variable segun el

tipo de variedad y las condiciones de almacenamiento (Cuadro 4) (Infoagro, 2014).
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Cuadro 4. Valor nutricional de la manzana en 100 g de sustancia comestible.

Substancia Cantidad Substancia Cantidad
Agua (g) 84 Acido malico (mg) 270 — 1020
Proteina (g) 0.3 Acido citrico (mg) 0-30
Lipidos (g) 0.6 Acido oxalico (mg) 1.5
Carbohidratos (g) 15 Sodio (mg) 1
Calorias (kcal) 58 Potasio (mg) 116
Vitamina A (U.1.) 20 Calcio (mg) 7
Vitamina B1 (mg) 0.04 Magnesio (mg) 5
Vitamina B2 (mg) 0.02 Manganeso (mg) 0.07
Vitamina B6 (mg) 0.03 Hierro (mg) 0.3
Acido nicético (mg) 0.1 Cobre (mg) 0.08
Acido pantoténico (mg) 0.1 Fosforo (mg) 10
Vitamina C (mg) 5 Azufre (mg) 5
Cloro (mg) 4

Fuente: Infoagro, 2014.
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2.1.6. Datos estadisticos

De acuerdo con datos estadisticos proporcionados por el Servicio de
Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) de la SAGARPA, los productos
perennes presentaron un importante aumento en el periodo de 2014: la manzana
subio 24 mil ton (para alcanzar finalmente 589 mil ton) (SIAP, 2014).

El promedio mundial de consumo por habitante ha manifestado en las ultimas
décadas una estabilizacioén en torno a los 8 kg al afio. El consumo por habitante, sin
embargo, presenta grandes divergencias entre los diferentes paises, mostrandose
una mayor preferencia por este fruto en los paises desarrollados y con larga tradicion
industrial. Otro de los grandes consumidores es Estados Unidos, en donde el
consumo por habitante se ubica en torno a los 20 kg por habitante, que equivale a
mas del doble del promedio mundial. En este contexto internacional, el consumo por
habitante en nuestro pais, es aun débil, de s6lo 6 kg al afo, inferior al promedio
mundial y muy por debajo del consumo que se realiza en paises con una poblacion

que cuenta con mayor capacidad de compra (FAOSTAT, 2012).

2.1.7. Principales componentes quimicos y estructurales

Las manzanas contienen compuestos fendlicos (especialmente los flavonoides),
vitamina C, antioxidantes vy fibra dietética. La concentracion de estos fitoquimicos es
diversa y varia, dependiendo de ciertos factores como las condiciones de los cultivos,
condiciones climatolégicas, practicas agrondmicas, de cosecha y almacenamiento,
Ademas, el perfil y el contenido de fitoquimicos en manzanas, especialmente los

compuestos fenolicos, han demostrado ser muy diferentes en la pulpa que en la
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cascara de la fruta, estudios recientes ha demostrado que los compuestos fendlicos
se encuentran en mayor concentracion en la cascara que en la pulpa de la manzana
(Delgado-Pelayo et al., 2014).

Los principales compuestos fendlicos que se encuentran en las manzanas son
flavonoles, antocianinas, acidos fendlicos, y dihidrochalconas. En manzanas, los
flavonoles se presentan principalmente como glucésidos de quercetina conjugados
como: galactésido, glucosido, xilésido, arabindsido, rutinésido y ramndésido.
Considerando que la principal antocianina es cianidina-3-galactosidasa, (Sun et al.
2014) en comparacion con los flavonoles las antocianinas, tales como catequina,
epicatequina, procianidina B1, y procianidina B2 no estan glicosiladas y pueden ser
monomeéricas u oligoméricas. Los &cidos fendlicos en las manzanas se dividen en
dos subgrupos: &cidos hidroxicinAmicos (&cido clorogénico en particular) y &cidos
benzoicos (por ejemplo, acido galico). Por ultimo, las manzanas también contienen

dihidrochalconas en la forma de floridizina y sus derivados. (Chen et al., 2012).
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Cuadro 5. Compuestos fendlicos presentes en manzanas.

Grupo

Ejemplos

Estructura

Acido hidrocinamico

Flavonoles

Flavonoles

Dehidrochalconas

Antocianina

Acido clorogenico

Catequina
Epicatequina
Procianidina B2 y otras

Q 3-galactésido
Q 3-glucosido
Q 3-xilosido

Q 3-arabinésido
Q 3-ramnosido

Floridizina

Cianidina 3-galactésido

Acido clorogenico

Epicatequina

Q 3-galactésido

Floridizina

Cianidina 3-galactésido

Fuente: Adaptado de Khanizadeh et al., 2014.
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2.2. ASPECTOS GENERALES DE LAS PECTINAS

La pectina es un compuesto natural de alto peso molecular que se encuentra en
la pared celular y la estructura de la laAmina media de todas las plantas superiores
(Qiu et al., 2009). Generalmente se considera como un polisacarido muy complejo
que consiste de residuos de &cido D-galacturénico con enlaces a (1—4), y se
caracteriza como pectina mayor o principal por estar integrado por fracciones de
homogalacturano, ramnogalacturano | y ramnogalacturano Il con grupos metilo
parcialmente esterificados y contiene a lado de su cadena varios azucares neutros
como L-rhamnosa, L-arabinosa, y D-galactosa, principalmente (Monhen, 2008;
Willats et al., 2006; Wang y Lu, 2004).

Las pectinas presentan las propiedades funcionales de gelificacion, espesante y
estabilizante por lo que se emplean como recubrimientos en alimentos, en la
industria médica, quimica y textil (Sato et al., 2011). Se ha reportado que la pectina
reduce el colesterol en la sangre, retrasa el vaciado gastrico, modula la respuesta
inmunolégica y la induccién de la apoptosis de las células de cancer de colon (Ye et
al., 2008).

En general las principales materias primas para la produccion de pectina
comercial son pulpa de manzana y cascara de citricos. China, ahora es el mas
grande productor de manzana y jugos de manzana en el mundo, asi como el
aumento de los rendimientos de naranjas y zumo de naranja. Grandes cantidades de
desecho de piel de citricos y pulpa de manzana, como el producto primario de la
fabricacion, se producen anualmente, lo que conduce a un desgaste de recursos y

crea problemas ambientales. Numerosos intentos se han hecho para utilizarlos como
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fuente de fibra dietética, alimentacion, polifenoles, y como biocombustibles. Entre
ellos, se cree que la extraccion de pectina de la pulpa de manzana y piel de citricos
se considera la manera mas razonable para ser utilizado (Shalini y Gupta, 2010). La
pectina se produce industrialmente en condiciones acidas con temperatura elevada
(Koubala et al., 2008). Las preocupaciones sobre el problema de contaminacion de
aguas residuales y ambientes acuosos acidos hacen pensar en los métodos de
extraccion alternativos, que incluyen ultrasonido (Zhang et al., 2013), enzimaticos
(Ptichkina et al., 2014), microondas (Fishman y Cooke, 2009) y agua sub-critica

(Ueno et al., 2008).
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COOCH3 COOH COOCH, COOCH, COOH

Tataratatay

(b)

Homogalacturonano

Ramnogalacturonano-I

Ramnogalacturonano-Ii

O = Acido acetico A = L-Fructosa @ = L-Ramnosa
O = D-Apiosa O =D-Galactosa );L - D-Xilosa

" O = L-Galactosa & = Grupos acetilo
O = L-Arabinosa

<D = Ac. Galacturoénico @ = Grupos metilo

O = Borato .
Q = Ac. Glucurénico

Figura 3. Estructura quimica de la pectina (a) y componentes estructurales (b). (Fuente: Li et al.,
2008; Mohnen, 2008).
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2.2.1. Principales fuentes de obtencion

Las pectinas comerciales se obtienen generalmente de pulpas de manzana y
cascara de citricos ya que estos son los principales materiales de deshecho en la
fabricacion de jugos y esto desperto el interés de su aprovechamiento con el fin de
minimizar la contaminacion a causa de esto desperdicios y en base a estas fuentes
se han estudiado sus propiedades tanto biolégicas, como funcionales. Las pectinas
se pueden encontrar en casi todas las especies vegetales en mayor o menor
proporcion dependiendo de la complejidad de su estructura molecular en la pared
celular, por lo que su obtencion es muy reducida (Willats et al., 2006). Sin embargo,
la utilizacion de la pectina de pulpa de manzana se sigue considerando como una de
las maneras mas razonables, tanto desde el punto de vista econémico y ecoldgico

(Srivastava y Malviya, 2001).

2.3. METODOS DE EXTRACCION

Comercialmente, las pectinas son extraidas utilizando agua caliente acidificada
(60-100 °C) con algunos tipos de &cidos como el sulftrico, fosforico, nitrico,
hidroclorhidrico y citrico, principalmente y manteniendo el pH de 1.5-3 por 0.5-6 h
(Koubala et al., 2008; Xu et al., 2014). Los métodos de extraccion se pueden agrupar
en tres grandes grupos, dependiendo de los reactivos, materiales y equipos

utilizados en su extraccion y pueden ser: fisicos, quimicos y enzimaticos.
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2.3.1. Métodos fisicos

Los métodos fisicos son aquellos que involucran factores como el calor y el
ultrasonido. En este sentido, diversos investigadores han evaluado el potencial de
extraccion de estos métodos para pectinas de diversas fuentes botanicas.
Recientemente Xu et al. (2014) investigaron los efectos del ultrasonido y/o
calentamiento en el rendimiento de pectinas de cascara de uva y observaron que las
condiciones de extraccion 6ptima se seleccionaron a través de un experimento de un
solo factor y fueron: Una densidad de potencia ultrasénica de 0.40 W/mL, operacion
del ciclo al 50 %, temperatura de 60 °C, una relacion sélido/liquido 1/50 g/mL. Estos
resultados sugirieron que la extraccién por calentamiento con ultrasonido podria ser
una técnica eficiente para la extraccion de pectinas de plantas y vegetales (Xu et al.,

2014).

2.3.2. Métodos quimicos

La obtencién de pectinas por este método es de cierta manera complicado y su
uso es restringido debido a los dafos que los reactivos generan al medio ambiente,
la aplicacién de este método involucra el uso de agentes quimicos y el uso de estos
trae consigo riesgos en el medio ambiente, aunque este método muestra la mayor
ventaja para lo obtencion de pectina se esta optando por hallar otra forma menos
agresiva de adquirir este polisacarido. Los reactivos quimicos mas utilizados en este
método son, alcohol, y acidos inorganicos como el acido sulfurico, acido
hidroclorhidrico y acido fosforico, también se emplean acidos organicos como el

acético, oxalico y tartarico. Las sales que también se emplean son oxalato de
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amonio, polifosfatos, entre otros. La manera en que se emplean estos reactivos
influye en gran medida en las caracteristicas de peso molecular de la pectina ya que
las moléculas de los solventes quimicos interactian de forma intramolecular al
extraer la pectina causando dafios o alterando la conformacion de dicho polimero
(Patist y Bates, 2011).

Hasta ahora, muchos estudios se han realizado sobre la hidrélisis quimica de
azlcares neutros contenidas en las paredes celulares (Kumar y Chauhan, 2010;
Pingret et al., 2013; Yapo, 2009). Las paredes celulares se componen de pectina y
otros polisacaridos tales como celulosa, hemicelulosa, y los polimeros celulésicos. La
cinética de hidrdlisis difiere significativamente de un polimero a otro. La hidrdlisis se
realiza bajo condiciones drasticas con el objetivo de obtener la hidrélisis completa de
los polimeros antes de la determinacion de su composicion de azucares (Krogell et
al., 2013).

Después de la hidrélisis quimica o enziméatica de pectina, muchos
procedimientos se aplican habitualmente para la cuantificacion de los monosacéridos
liberados, tales como los métodos colorimétricos, cromatografia de gas/liquido

(CGL), y cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en Inglés).

2.3.3. Métodos enzimaticos

La obtencion de pectina por estos métodos conocidos también como extraccion
microbiolégica ha venido evolucionando biotecnolégicamente gracias al avance de la
ciencia y la tecnologia. La aplicacion de este método se ha desarrollado cada vez

mas debido a la pureza de la pectina obtenida, ya que no sufre cambios drasticos en
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su estructura molecular y la ventaja de emplear este método es reducir la
contaminacion comparada a los métodos de extraccion quimica (este método es muy
agresivo con el medio ambiente). Las enzimas comunmente empleadas para la
obtencion de pectinas son las endo-poligalacturonasas acidas de Aspergillus
kawachii. La ingenieria genética ha revolucionado positivamente la aplicacion de este
proceso en las industrias alimentarias ya que permite la clonacion y expresa en

forma heteroldgica los genes de esta enzima (Contreras-Esquivel et al., 1997).

2.4. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DE PECTINAS
2.4.1. Caracterizacion fisica de pectinas

Las pectinas se pueden identificar fisicamente de acuerdo a su peso molecular
(el cual oscila desde 1.03 hasta 150 kDa) en la pectina comercial, y generalmente
estas pectinas se toman como referencia para compararlas con las que se obtienen
de otras fuentes vegetales, ademas de su grado de purificacion (Kumar y Chauhan,
2010). Se ha reportado que las fuentes principales de pectinas comunmente
utilizadas son las céscaras de citricos y manzanas, aunque se sigue intentando
extraer este biopolimero de otras frutas con el objetivo de mejorar el rendimiento y
las caracteristicas fisicoquimicas principalmente, y eficientar la manera de su
obtencion. Para la caracterizacion fisica de la pectina comunmente se emplean las
técnicas de espectroscopia de infrarrojo y cromatografia liquida de alta resolucion

(HPLC).
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2.4.2. Caracterizacién quimica de pectinas

Las caracteristicas de una pectina estan basadas en sus enlaces y los grupos
metilos presentes a lo largo de su estructura o cadena por lo que se les clasifica
como pectina de alto y bajo metoxilo debido a los grupos "CHz presentes en su
cadena. Esto, a su vez, determina su grado de esterificacidbn y en base a esto la
formacién de geles. La caracteristica principal que presenta una pectina es su
enlace, ya que se compone de a-D-(1-4) acido galacturénico. Como se menciond
anteriormente, las mezclas complejas de los polisacaridos que constituyen a la
pectina consisten en unidades de acido a-D galacturdnico unidos por enlaces a-(1-4)
glicosidicos que conforman la cadena principal; otros azucares como las unidades [3-
L-ramnosa en ocasiones se insertan a través de enlaces glicosidicos en la fraccion
(1-4), (2-1) y los grupos carboxilo estédn esterificados parcialmente por alcohol
metilico o con cationes mono o divalentes. Otros azucares neutros tales como
arabinosa, galactosa, glucosa, xilosa y manosa se adhieren como cadenas laterales.
La conformacion de estos azucares en la pectina es importante para la
caracterizacion quimica de estos polimeros y también para el estudio de sus
propiedades funcionales o bioldgicas (Garna et al., 2004).

Los métodos disponibles para el analisis de carbohidratos de la pectina se
basan principalmente en la determinacion de residuos de azucar obtenidos después
de la hidrdlisis quimica. Varios procedimientos quimicos se emplean para la hidrélisis
de las cadenas de azucares neutros de la pectina. Se diferencian por la naturaleza
del acido, su concentracion, el tiempo y la temperatura (Minjares-Fuentes et al.,

2014). Los agentes hidroliticos mas comunmente utilizados son el acido sulfarico
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(H2SO,), acido trifluoroacético (TFA), acido clorhidrico (HCI), el acido sulflrico en

metanol absoluto, HCI metandlico, y el acido fluorhidrico (Renard et al., 1995).

2.5. APLICACIONES DE LAS PECTINAS

La efectividad de las pectinas para cualquier aplicacién se determina por sus
caracteristicas estructurales, tales como la masa molar, el contenido de azucares
neutros, las proporciones de las regiones lineales y ramificadas, la sustitucion de
acido ferdlico, cantidad de ésteres metoxi y acetilo, y la distribucion de los grupos
éster en el polimero (Atmodjo et al., 2013; Awad et al., 2012; Glinsky y Raz, 2009).
Las pectinas tienen un gran numero de aplicaciones debido a sus propiedades
funcionales, este biopolimero es utilizado en industrias alimenticias, farmaceéuticas y
de cosméticos y se utilizan como agente estabilizante, emulsificante y espesante
(Qiu et al., 2009). En afios recientes se ha descubierto que también tienen efecto en
la reduccion de &cidos grasos y azucar en la sangre, debido a que disminuyen en

gran medida el colesterol (Schwartz et al., 1988).

2.5.1. Aplicacién de las pectinas en la industria alimentaria

El uso de las pectinas en la fabricacion de los alimentos es cada vez mas
amplio debido a que se ha utilizado en los alimentos principalmente como agentes
gelificantes, estabilizantes, o espesantes en productos como mermeladas, yogur
para beber, jugos de fruta elaborados industrialmete, bebidas de leche y helados
(Laurent y Boulenguer, 2003). Se emplean también como fibras dietéticas debido a la

capacidad de formar geles acuosos, ademas de que estos geles de pectinas son

26



importantes para crear o modificar la textura de jaleas, salsa catsup, mayonesas,
confiterias, y se emplean también en la elaboracion de productos bajos en grasas, en
bebidas dietéticas para la preparacion de refrescos debido a su bajo contenido de
carbohidratos ya que actian como estabilizantes e incrementan la viscosidad
(Vriesmann et al., 2010).

Recientemente las pectinas se han empleado en la produccion de peliculas
comestibles y esto se puede lograr por diversos métodos empleados en la
elaboracion de materiales termoplasticos, tales como termo-moldeo, extrusion e
inyeccion por soplado, principalmente. También se utilizan como sustitutos de grasas
0 azUcares en productos bajos en calorias que se emplean como recubrimientos en
alimentos (Sato et al. 2011).

Otros estudios han reportado la factibilidad de utilizar la capacidad de formacién
de pelicula de las pectinas para desarrollar tripas comestibles para productos
carnicos (Candogan y Kolsarici, 2003; Weiss et al.,, 2010). Por ejemplo Liu et al.
(2007) elaboraron embutidos de salchichas de cerdo utilizando cubiertas de pectina
con 2.5 % de aceite de maiz y 5 % de aceite de oliva en comparacion con una
mezcla de gelatina/alginato de sodio con misma concentracién de aceite de maiz y
aceite de oliva. El analisis sensorial de dichas salchichas mostré que las cubiertas de
pectina eran mayormente preferidos que las de la mezcla de gelatina/alginato de
sodio y eran materiales factibles para la proteccion/cubierta de salchichas. Sin
embargo, las pérdidas de agua de las salchichas cubiertas con pectinas fueron mas
altos que las que se cubrieron con la mezcla de gelatina/ alginato de sodio,

probablemente debido al hecho de que la mezcla de gelatina/alginato de sodio tienen
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una mayor capacidad para atrapar y absorber agua en comparacién con las cubiertas
de pectina (Liu et al., 2007).

Recientemente se reportd el empleo de pectinas de alto y bajo metoxilo en una
pelicula comestible compuesta con una mezcla de nanoemulsiones de
cinamaldehido/puré de papaya Yy se evaluaron diferentes propiedades fisicas y
mecanicas, ademas de su actividad antimicrobiana resultando una fuente alternativa

como materiales antimicrobianos (Otoni et al., 2014).

2.5.2. Aplicacion biotecnolégica de las pectinas

Estudios recientes han publicado que las pectinas tienen efectos
biodegradables al combinarse con cationes multi-valentes especificamente aluminio y
calcio, con lo cual se obtienen aerogeles de moléculas entrecruzadas y esto hace
que el producto sea més efectivo. Por citar algunos de los estudios sobresalientes,
Chen et al. (2013) evaluaron la biodegradabilidad de los aerogeles mediante la
deteccion de la liberacion de CO, durante 4 semanas en medios de composta. Los
resultados de estos investigadores revelaron que los aerogeles de pectina poseen
mayores tasas de biodegradacion que el almidén de trigo, que se utiliza a menudo
como un estandar para la biodegradacion eficaz. La adicion de arcilla y cationes
multi-valentes aumenté sorprendentemente las tasas de biodegradacion. Los
polimeros biodegradables y de base biologica son de creciente interés, debido a la
limitante natural de adquirir los recursos de combustibles fésiles y una variedad de
problemas ambientales. Tales polimeros de base biologica se producen

principalmente a partir de recursos renovables, como la cafia de azulcar, proteinas,
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almidones, y aceites vegetales. El uso de estos materiales como alternativas a los
productos petroquimicos puede disminuir la presencia de biéxido de carbono en
productos de consumo e industriales, asi como reducir sus impactos ambientales

(Chen et al., 2013).

2.6. REOLOGIA

La reologia es una ciencia importante y necesaria en cuanto a que se ha
convertido en una potencial herramienta en la evaluacion, caracterizacion y
desarrollo de las operaciones unitarias que estan involucradas en la elaboracion de
los alimentos (Bourne, 2002). Es ademas, muy util en el control de calidad de las
materias primas y su desempefio durante la operacion, transportacion y textura final

de los alimentos y de la materia en general (Nufiez-Santiago et al., 2001).

2.6.1. Definicién y aplicacién

La reologia es una ciencia perteneciente a la parte de la fisica que estudia la
deformacion y el flujo de la materia, y este término fue acufiado por Bigham y se
aceptdé por la sociedad Americana de Reologia, la cual se fund6 en 1929.
Originalmente se aplicé a los materiales sometidos a la accion de fuerzas externas y
a su relacion con la deformacion de los solidos y el flujo con los fluidos, y de ahi su
nombre. Estos ultimos incluyeron a los liquidos y los gases, porque ambos pueden
“fluir" y “adoptar la forma del recipiente que los contiene” (Barness et al., 1989). Los
términos mas comunmente empleados en reologia son la “viscosidad” y la

“elasticidad” de un material. Algunos autores han reportado que la mayoria de los
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productos alimenticios responden a fendmenos reoldgicos complejos y su viscosidad
esta en funcién de su composicion, de la temperatura, esfuerzo, velocidad de corte,
tiempo de aplicacion del esfuerzo, condiciones de extraccion y preparacion de las
muestras (Gallego et al., 2012).

La reologia como ciencia aplicada se emplea en todas las areas de estudio de
cualquier material (sélido, liquido o gaseoso) para caracterizar la deformacién o
resistencia que ofrece el material y asi tomar una decisiébn para su posterior
utilizacion en el campo de interés que se pretenda. Todos los materiales tienen
propiedades reolégicas y el area que ocupa la caracterizacion reoldgica es de gran
importancia en la tecnologia de procesos. Existen varios campos en donde se
pueden identificar la importancia de la caracterizacidn reologica, entre estos campos
podemos citar los calculos en ingenieria de procesos en donde se involucren
diversos equipos, formulacion y desarrollo de productos alimenticios, control de
calidad en productos intermedios vy finales, evaluacion de la textura de un alimento,
estudio de la consistencia de productos alimenticios entre otros (Ochoa Ballesteros,
2012). La reologia para su compresion, estudio y aplicacion, se vale de una serie de
definiciones y conceptos los cuales a su vez estdn basados en magnitudes y
unidades del sistema internacional de unidades (SI) como se puede apreciar en el

Cuadro 7.
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Cuadro 6. Resumen de magnitudes, simbolos y unidades en el Sl de conceptos reoldgicos.

Magnitud Simbolo Unidad en SI
Esfuerzo de cizalla o Pa
Deformacion relativa Y G
Velocidad de cizalla y st
Modulo elastico G Pa
Mddulo de almacenamiento G’ Pa
Médulo de pérdida G” Pa
Viscosidad n Pa-s

Fuente: Hernandez-Lucas, 2001.
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2.6.2. Métodos reoldgicos

Dos diferentes tipos de métodos estan disponibles para determinar el
comportamiento reolégico y son: El comportamiento estdtico y comportamiento
dindmico oscilatorio. Las pruebas estaticas involucran la imposicion de un cambio en
el esfuerzo y/o la deformacion, y las pruebas dindmicas involucran la aplicacion de
una variable que varia harmonicamente con el esfuerzo y/o la deformacién. Para
fines de otorgar mayor claridad y porque solamente se utilizé en el desarrollo de la
presente tesis el método estético, nos enfocaremos Unicamente a este método; sin
embargo en la literatura cientifica abundan interesantes descripciones sobre el

meétodo dindmico-oscilatorio (Barness et al., 1989; Bourne, 2002; Steffe, 1996).

2.6.2.1. Método en estado estable

Este método de prueba reolégica se basa en la aplicacién de un esfuerzo
constante (llamado también prueba de relajaciéon del esfuerzo) y en la determinacion
de curvas de flujo para determinar las variables de viscosidad (K = indice de
consistencia y n = indice de comportamiento de flujo) de acuerdo a una ecuacion
reoldgica constitutiva o no. Ademas, se consideran en este método los ensayos de
fluencia en pruebas de tension o relajacion constantes de tension. En teoria, la
tension inicial o el esfuerzo (ya sea un aumento o una disminucion) se considera que
son aplicados de forma instantanea (Steffe, 1996).

Esto en la practica no puede ser considerado como cierto, debido a la inercia en
la carga y a los sistemas de medicion y el retraso en la transmision de la sefial a

través de la muestra de ensayo, determinada por la velocidad del sonido. Como regla
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general, el tiempo requerido para que la sefial de entrada alcance un valor constante
debe ser corto en comparacién con el tiempo durante el cual la variacién de salida
final sera registrada. Esto generalmente limita los métodos para materiales que
tienen tiempos de relajacion de unos pocos segundos. Una técnica para estimar si la
inercia en el aparato esta influyendo en los resultados es cambiar deliberadamente la
inercia por la adicibn de pesos (por ejemplo, comprobando el efecto sobre las

funciones viscoelasticas) (Barness et al., 1989).
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. HIPOTESIS

Las propiedades reologicas de un alimento tipo salsa se pueden mejorar en funcion
de los diferentes cambios (estructura y composicion) que sufren las pectinas de

manzana durante su maduracion, conservacion y extraccion.
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V. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Caracterizar las propiedades fisicoquimicas y reoldgicas de pectinas de manzana
obtenidas a diferentes estados de madurez y evaluar su potencial aplicacion de

algunas de estas en un sistema alimenticio tipo salsa.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de color, grado de metil-
esterificacion y peso molecular de pectinas de manzana a diferentes estados de
madurez.

3.2.2. Determinar mediante curvas de flujo en estado estable las variables reoldgicas
de las pectinas.

3.2.3. Calcular el porcentaje de histéresis de las pectinas aplicando ciclos
ascendentes y descendentes.

3.2.4. Seleccionar al menos dos pectinas que presenten una mayor estabilidad
reologica (mayor indice de consistencia y menor porcentaje de histéresis) para

evaluar su comportamiento reoldgico en un sistema alimenticio tipo salsa.
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V. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

Para la obtencidn de las pectinas se utilizaron frutos de manzanas cosechadas
en la huerta “La India” del grupo comercial La Nortefita de acuerdo a lo reportado por
el grupo de trabajo de Fitoquimicos y Nutrientes. Se seleccionaron 40 frutos,
obtenidos de 10 arboles. De cada arbol se cosecharon 4 manzanas, 2 de la parte
externa y 2 de la parte interna, a la mitad de la altura del arbol. La primera cosecha
se realizo el 14 de julio (107 dias después de la floracion). Las cosechas continuaron
en intervalos de 15 dias, hasta el dia de la cosecha (167 dias después de la
floracién). A la fecha de cosecha comercial, se colectaron tres lotes de frutos los
cuales se almacenaron bajo tres condiciones diferentes hasta por 5 meses:
Condiciones ambientales normales (23 °C/aire/2 meses), refrigeracion (0 °C/aire/5
meses) y atmosferas controladas (0 °C/2 % de O, y 3 % de CO,/5 meses). Se
removid una muestra de frutos mensualmente de las diferentes condiciones de
almacenamiento. Una parte de cada muestra de manzana se sometié a un proceso
de extraccion de pectina en condiciones acidas, calculando gravimétricamente el
rendimiento de pectina. Por tal razon, las pectinas analizadas se proporcionaron por
el laboratorio de Fitoquimicos, cuyo responsable es el Dr. José de Jesus Ornelas Paz
y el técnico laboratorista M. C. Emilio Ochoa Reyes. Las pectinas se identificaron por
diferentes condiciones de extraccion (ver Cuadro 8).

Para las pruebas reolégicas se utilizo un redmetro con control del esfuerzo

modelo 1500ex de la marca TA Instruments (New Castle, DE, USA) equipado con un
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software y un bafio de agua a flujo constante con control de la temperatura. Las
pruebas se realizaron en el laboratorio de Carbohidratos, Empaques y Alimentos
Funcionales (CEAF) bajo la responsabilidad y supervision del Dr. Paul Baruk
Zamudio Flores. Las determinaciones se realizaron al menos por triplicado para cada
tipo de muestra y cada tipo de andlisis.

Los ingredientes utilizados en la elaboracién de la salsa tipo botana adquirieron en
una tienda comercial local (Al Super®) ubicada en Ciudad Cuauhtémoc, Chihuahua.
Los ingredientes, las cantidades y el método de elaboracion de la salsa se describen

en la seccién correspondiente a Métodos.
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Cuadro 7. Condiciones de extraccion y nomenclatura de las pectinas.

Factores fisicos

Pectina Comercial Temperatura® Numero de extraccion/Fecha
(Nomenclatura) de extraccion (dia/mes/afio)
PCOM Sigma- Nd Nd
Aldrich
P30REF 0°C 1/10/10/09
P60REF 0°C 11/10/11/09
P90OREF 0°C [11/09/12/09
P120REF 0°C IV/09/01/10
P150REF 0°C V/06/02/10
P30AC AC 1/09/10/09
P60AC AC [1/09/11/09
P90AC AC [11/08/12/09
P120AC AC IV/07/01/10
P150AC AC V/05/02/10
P30TA TA 1/08/10/09
P60TA TA 11/07/11/09
P107DDPF Nd 14/07/09
P122DDPF Nd 27/07/09
P137DDPF Nd 10/08/09
P152DDPF Nd 25/08/09
P167DDPF Cosecha Nd 10/09/09
comercial
(control)
PSA-B
PSQ-B
PSAL-B
PSQ-J
PSAL-J

*Se utilizé la siguiente nomenclatura: PSA-B = Pectina soluble en agua extraida del bagazo de puré;
PSQ-B = Pectina soluble en agente quelante extraida del bagazo de puré; PSAL-B = Pectina soluble
en agente alcalino extraida del bagazo de puré; PSQ-J = Pectina soluble en agente quelante extraida
del bagazo de jugo; PSAL-J = Pectina soluble en agente alcalino extraida del bagazo de jugo. REF =
Refrigeracion (0 °C); “AC = Atmésferas controladas (0 °C/2% 0,/3% CO,); TA = Temperatura
ambiente (23 °C); Nd = No esta determinado por ser una muestra comercial; DDPF = Dias después de

la plena floracion.
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4.2. Métodos
4.2.1. Obtencion de las pectinas

Se utilizaron 20 frutos los cuales se cortaron en cuatro partes iguales. Dos
cuartos opuestos de cada fruto se destinaron a la extraccidén de pectina de acuerdo a
la metodologia propuesta por Canteri et al. (2005). Estos dos cuartos se partieron en
cubos de 2 x 2 cm. Los cubos se escaldaron con 1 L de agua en ebullicion por 5 min.
Con la finalidad de inhibir la actividad de enzimas pectoliticas. Los cubos se
homogenizaron por 20 min empleando una licuadora casera. Posteriormente, el puré
obtenido se mezcl6 con una solucion acuosa de acido citrico al 6.2 % (p/v) ajustada a
un pH de 2.5 con HCI concentrado. La proporcion de puré de manzana y solucion
acida fue de un gramo por 5 mL de solucion. La mezcla se calenté hasta alcanzar la
ebulliciobn, manteniéndose esa temperatura (98 °C) por 150 min una vez fria, la
mezcla se filtr6 a través de un circulo de papel Whatman No. 4. El sélido retenido se
descartd, mientras que el volumen del extracto liquido se redujo a 1 L mediante
liofilizacién. El extracto concentrado se mezclé con 3 L de etanol al 95 % (v/v) y se
dejé reposar para promover la precipitacion de la pectina. La pectina precipitada se
recuperd mediante filtracion a través de un papel Whatman No. 4. La pectina retenida
se lavé secuencialmente con etanol (500 mL) y acetona (200 mL) para eliminar
azucares y proteinas no asociados a la pectina. La pectina se recuperé, se liofilizd
por 24 h y se calcul6 el rendimiento gravimétricamente en g de pectina por 100 g de
manzana en base seca. Las pectinas se almacenaron en una atmosfera inerte
(Argén grado 5.0) a 4 °C hasta ser analizadas en cuanto a sus caracteristicas

fisicoquimicas.
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4.2.2. Caracterizacion fisicoquimica
4.2.2.1. Evaluacion del color triestimulo

Para la evaluacién del color, las pectinas extraidas se molieron mecénicamente
en un mortero. En las pectinas molidas se registraron 3 lecturas de color triestimulo
empleando el colorimetro Minolta CR-300 (Minolta, Co. Ltd., Osaka, Japdn). Se

registraron las variables luminosidad (L*), croma (C*) y grados hue (°h).

4.2.2.2. Determinacion del grado de metil-esterificacién

La liberacién de metanol de la pectina se realizd en condiciones alcalinas segun
el método de Voragen et al. (1986), con algunas modificaciones. Se prepararon 0.6
mL de una solucién acuosa de pectina al 1.7 %, la cual se dejo reposar por 24 h para
promover su solubilizacién. Posteriormente se afiadieron 100 pL NaOH 7 My 700 pL
de isopropanol, para hidrolizar la pectina y liberar el metanol. La hidrolisis se realizé
por 2 h a temperatura ambiente en total reposo. La reaccion se centrifugd a 1200 x
g/ 10 min y se tomaron 800 pL del sobrenadante, a los cuales se adicionaron 10 pL
de H,SO4 concentrado para ajustar su pH a 3.

El extracto se filtr6 a través de una membrana de nylon (Albet Labscience;
Barcelona, Espafia) con un tamafo de poro de 2 um antes de ser inyectado (20 uL) a
un sistema de HPLC (Varian Inc., Walnut Creek, California, USA), el cual estuvo
compuesto por una bomba ternaria (Solvent Delivery Sistem Model 9012) y un
detector de indice de refraccién (Modelo Star 9040). Se utilizé agua como fase mavil
(1 mL/min) y una columna de intercambio i6nico TSKGel SCX H* (30 x 7.8 mm)

(Tosoh Bioscience, Tokio, Japon). El contenido de acido galacturénico en la pectina,
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necesario para calcular el grado de metil-esterificacion se determiné
colorimétricamente y por HPLC con la finalidad de comparar ambas técnicas. La
liberacion del acido galacturonico se realizé6 empleando la metodologia descrita por
Ahmed y Labavitch (1977). Para esto se pesaron por duplicado 5 mg de pectinas en
tubos de vidrio, afadiendo 2 mL de H,SO,4 concentrado y 1 mL de agua desionizada.
Los tubos se colocaron en hielo y gradualmente se adicion6 agua hasta ajustar el
volumen total de la reaccibn a 10 mL. Las muestras se centrifugaron por 10 min a
2000 x g a temperatura ambiente (25 + 2 °C), previo a realizar el ensayo
colorimétrico, el cual se llevé a cabo mediante el método descrito por Filisetti-Cozzi y
Céarpita (1991).

Para cada hidrolizado se prepararon 3 tubos, cada uno de los cuales contuvo
400 pL de cada sobrenadante (1200 pL en total), 40 uL de una solucién de 4 M de
sulfamato (ajustado a un pH de 1.6) y 2.4 mL de una solucion 75 mM de tetraborato
de sodio en acido sulfurico concentrado. Los tubos se colocaron en bafio Maria a
100°C por 20 min. Se enfriaron, colocandolos en hielo por 10 min, y se les afiadieron
80 uL de una solucién de m-hidroxidifenil a 2 tubos de cada muestra, mientras que al
tercer tubo se afiadieron 80 pL de una solucion de NaOH al 0.5 % (esta se considero
como la muestra control). Los tubos se agitaron en vortex tres veces. Una vez que la
muestra adquirié6 una tonalidad rosa, lo cual sucedié después de 5-10 min. Se le
determind su absorbancia a una A= 525 nm en un espectrofotdmetro marca Jenway
modelo 6505 (Jenway Ltd., Essex, Inglaterra). El valor se corrigié considerando el de

la muestra control.
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4.2.2.3. Determinacion del peso molecular

Se prepard solucion acuosa de pectina al 0.5 %. La solucion se mantuvo en un
bafio Maria a 70 °C por 12 h para promover su solubilizacién. Posteriormente, se
sonicd por 10 min (Sonicador Bransonic 1510R; Brason Ultrasonics, Connecticut,
USA). Las muestras se filtraron a través de una membrana de nylon con un tamafio
de poro de 0.2 um, previo a ser inyectadas (20 L) al sistema cromatografico. El
sistema cromatografico incluyé tres columnas de SEC unidas en serie (TSKGel
GMPWXL, TSKGel G4000MPWXL y TSKGel G3000MPWXL; 30 x 7.8 mm) (Tosoh
Bioscience, Tokio, Japdn). Las columnas se operaron a 40 °C. Se utilizé buffer de
fosfatos 0.2 M (pH = 6.9) como fase movil a un flujo de 0.4 mL/min. La distribucion de
peso moleculares en las pectinas se determind empleando dextranos de peso

molecular conocido en el rango de 1 a 670 kDa.

4.2.3. Evaluacion reoldgica de las pectinas
4.2.3.1. Curvas de flujo

Las muestras de pectinas se disolvieron en agua destilada para dar una
concentracion del 1 % (p/v). Se determind la viscosidad aparente de estas soluciones
a 25 °C utilizando un reémetro con control del esfuerzo AR 1500ex (TA Instruments,
New Castle, DE, USA) equipado con una geometria de cono (4 °, diametro de 40
mm) de acero inoxidable y placa Peltier para el control de la temperatura. Se trabajé
con un gap de truncacién de 90 mm. Se realizaron tres barridos a las velocidades de
corte de 0.01 a 500 s (curva ascendente), 500 a 0.01 s™ (curva descendente), y

finalmente un tercer barrido de 0.01 a 500 s sobre el cual los datos de velocidad de

42



corte contra esfuerzo cortante se ajustaron utilizando el modelo de Ley de Potencia
(t = K v", del cual se obtuvieron como variables de respuesta el indice de

comportamiento de flujo (n) y el indice de consistencia (K).

4.2.3.2. Porcentaje de histéresis

El porcentaje de histéresis (% H) es un indicativo de la estabilidad que
presentan las pectinas bajo ciertas condiciones de esfuerzo cortante o cizalla, de tal
manera que es un indicativo directo de su potencial aplicaciéon en alimentos que

sufren constantes deformaciones. Se calculé mediante la siguiente férmula:

Rampa 1 - Rampa 2
Rampa 1

%H:( jxlOO

Donde Rampa 1 corresponde al area bajo la curva (Pa.s™) del barrido ascendente y

Rampa 2 se refiere al &rea bajo la curva (Pa.s™) del barrido descendente.

4.2 .4. Elaboraciéon de la salsa

Para la elaboracion de la salsa tipo botana se emplearon los ingredientes
descritos en el Cuadro 9. Las cantidades estdn basadas en una cantidad total de 500
mL. Los chiles se expusieron directamente a la radiacién solar (15 + 5 °C; 50 + 10 %
HR) durante 4 h para deshidratarlos. Posteriormente se molieron en un mortero con
un pistilo hasta obtener un polvo fino de tamafio uniforme (malla 100, ASTM). Los
ingredientes descritos en el Cuadro 9 se pesaron en una balanza, después se
depositaron en un vaso de precipitados de 1 L, se colocaron en una placa de

calentamiento uniforme (Corning, México) a 25 °C y se agitaron a 300 rpm por medio
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de un agitador-homogenizador (stirrer, modelo RW20 digital, marca IKA, USA)

durante 5 h. Esta salsa se trabajé como la salsa control.
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Cuadro 8. Tipos de ingredientes y sus cantidades utilizadas para la elaboracion de la salsa.

Ingredientes Cantidad*
Chile seco 20.0150 ¢
AzUcar 8.5040 g
Sal 5.0790 g
Consomé de pollo (Knorr® Suiza Caldo de Pollo ) 2.5000¢g
Pimienta 1.2540 g
Comino 1.2500 g
Vinagre 8.0135 mL
Agua purificada 453.3840 mL

*Cantidad basada en un total de 500 mL.
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4.2.5. Evaluacion reoldgica de la salsa control y con pectinas

Para realizar los experimentos reoldgicos de salsa control y con pectinas, se
afadieron las pectinas de los diferentes métodos de extraccién a una concentracion
de 1 % (p/p). Se tomaron 70 mL de salsa con pectina en un vaso de precipitados de
80 mL. Se colocaron en una placa de calentamiento (con agitacion controlada
digitalmente) y con la ayuda de un agitador magnético se agité de manera uniforme a
415 rpm para una disolucion homogénea. Una vez mezclada homogéneamente la
muestra (salsa con pectina), se tomaron 16 mL de la muestra y se vertieron en la
geometria del redmetro (cilindros concéntricos) para realizar las evaluaciones
reoldgicas descritas anteriormente. Se determinaron las propiedades reoldgicas por
medio del modelo de Ley de Potencia (t = K y").

Se evaluaron las variables de indice de consistencia (K), indice de
comportamiento de flujo (n), la bondad del ajuste (R y el porcentaje en el
incremento de viscosidad (AK) determinado en funcion de K mediante la aplicacion
de la formula AK = [(Kp — K¢)/ Kp] x 100. Donde K, = Valor K de la salsa con pectina,;
K¢ = Valor K de la salsa control. Esto con la finalidad de tener una medida arbitraria
de la consistencia (viscosidad) que las pectinas pueden impartir a un sistema

alimenticio tipo salsa.
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4.3. Andlisis estadistico

Los experimentos se llevaron a cabo con un disefio completamente
aleatorizado. Se realizd un analisis de varianza (ANOVA) a un nivel de significancia
del 5 % (a = 0.05). Para la obtencién de los resultados se utiliz6 el programa
estadistico Sigma-Plot para Windows Version 12.5 (Systat Software, Inc., Alemania).
Cuando se encontraron diferencias significativas se aplicé la prueba de comparacion
multiple de Tukey (Walpole et al.,, 1999). En todos los experimentos vy
determinaciones el tamafio minimo de repeticiones fue de 3 (n = 3) para cumplir con

los criterios de normalidad y homogeneidad de varianza.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Propiedades fisicoquimicas de las pectinas

Las propiedades fisicoquimicas determinadas consistieron en la evaluacion de
color, grado de metil-esterificacion y determinacion del peso molecular. La evaluacion
de color se puede apreciar en el Cuadro 10. El grado de metil-esterificacion y

determinacién del peso molecular se aprecian en el Cuadro 11.

5.1.1. Evaluacion del color triestimulo

Se observaron diferencias significativas en cuanto a las variables L*, C y °hue
en las diferentes pectinas evaluadas (Cuadro 10). El método de obtencion mostré un
efecto significativo (p < 0.05) debido a que los diferentes solventes y la temperatura
de secado afectaron la coloracion de las pectinas a causa de posibles reacciones de
caramelizacién y formacion de compuestos obscuros como la melanoidinas. Esto es
congruente con lo reportado por Constela et al. (2002) en un estudio en el cual
observaron que la temperatura influy6é en la coloracion de las pectinas obtenidas de
frutos de manzana de la variedad Granny Smith. Otro factor importante en la
coloracién de las pectinas, es la presencia de pigmentos y polifenoles presentes en
la fruta al momento de la extraccidon ya que estos compuestos pueden ser facilmente

arrastrados al momento de la extraccion (Devia et al., 2003).
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Cuadro 9. Evaluacion del color triestimulo en las diferentes pectinas.

Variable de color triestimulo®

Pectina® L* C °hue
PCOM 71.70 + 3.37° 23.80 + 1.56° 55.10 + 0.95°
P107DDPF 73.80 + 0.98° 12.60 + 0.89° 36.11 + 0.95'
P122DDPF 72.68 +1.12° 12.11 +0.72° 35.87 + 0.87
P137DDPF 70.36 + 0.98° 11.90 + 0.33' 36.10 + 0.80'
P152DDPF 73.15 + 0.69° 12.15 + 0.58° 35.15 + 0.95'
P167DDPF 80.17 + 2.80° 17.90 + 0.67° 37.14 +0.90"
P30REF 85.63 + 2.25° 20.50 + 1.11° 50.35 + 1.02°
P60REF 86.78 + 1.17° 21.35+1.20° 50.87 + 0.87°
P9OREF 84.33+2.10° 18.35 + 0.98° 48.90 + 0.28"
P120REF 83.15 + 3.53" 18.20 + 0.58° 47.98 + 1.23"
P150REF 82.75 + 2.60° 17.98 + 1.05° 46.36 + 0.87"
P30AC 83.58 + 3.36" 18.10 + 0.80° 47.11 +1.02"
P60AC 85.80 + 2.40° 21.30+1.17° 40.90 + 0.79°
P90AC 84.21 + 3.39" 18.30 + 0.85° 41.36 + 0.88°
P120AC 83.80 + 3.80° 17.68 + 0.78° 40.36 + 1.25°
P150AC 84.18 + 2.58° 17.45 + 0.35¢ 40.15 + 1.359
P30TA 81.25+ 1.87° 18.10 + 0.87° 41.75 + 0.90°
P60TA 82.63 + 3.36" 18.25 + 0.68° 38.17 + 1.25"
PSA-B 52.61 + 0.10° 9.58 + 0.07° 60.95 + 0.06°
PSQ-B 74.24 +0.27° 11.98 + 0.09' 73.45 +0.12°
PSAL-B 64.53 + 0.14° 12.89 + 0.07° 71.16 + 0.19°
PSQ-J 73.65 + 0.38° 12.01 + 0.02° 73.12 + 0.15°
PSAL-J 65.10 + 0.20° 12.93 + 0.05° 71.25+0.21°

*Media aritmética de al menos tres determinaciones independientes + error estandar. Promedios con

letras iguales en la misma columna no son significativamente diferentes (p > 0.05). “Los datos de las

pectinas P137DDPF hasta la pectina PSQ-B se obtuvieron de la investigacion preliminar del grupo de

trabajo. ®Para la nomenclatura de las pectinas ver el Cuadro 8.
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5.1.2. Grado de metil-esterificacion

En el Cuadro 11 se observa el grado de metil-esterificacion (porcentaje de
esterificacién) de las diversas pectinas analizadas. Este valor oscil6 desde 2.5 %
(Pectina soluble en agente alcalino extraida del jugo, PSAL-J) hasta 65.1 % (pectina
comercial, PCOM). Cuando se compararon estos valores se observaron
disminuciones significativas entre las diversas pectinas obtenidas de los diferentes
tratamientos a los cuales se sometieron las manzanas. Fischer et al. (1994)
observaron un comportamiento similar en pectinas de variedades similares de
manzanas, pero cultivadas en Suiza. Esta disminucion del grado de metilacion la
atribuyeron a un incremento en el contenido de acido galacturénico y aun ligero
descenso en el contenido de metanol (datos no determinados). La disminucién en el
contenido de metanol es causada por el aumento en la actividad de la enzima
pectinmetilesterasa, que hidroliza los grupos metilos de la pectina (Ren y Kermode,
2000). Se ha observado el aumento de la actividad de esta enzima durante el

desarrollo de la manzana hasta el momento de su cosecha (Goulao et al., 2007).

La desmetilacion de la pectina tiene varios efectos en el tejido de la manzana,
siendo uno de ellos el aumento de la acidez de la manzana, lo cual afectd la
actividad de diversas enzimas (Draye y Cutsem, 2008). También alteré la asociacion
entre las cadenas de pectina, ya que un menor grado de metilaciéon se relacioné con

una mayor asociacion con iones de calcio (Klein, 1994).
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Cuadro 10. Resultado del porcentaje de metil-esterificacion (porcentaje de esterificacion) y

peso molecular de las diferentes pectinas.

Pectina® % Esterificacion® Peso molecular (kDa)*
PCOM 65.10 + 2.37° 623.80 + 10.25°
P107DDPF 23.60 + 1.85" 1790.50 + 30.90°
P122DDPF 22.68 +1.52° 1712.21 + 20.82°
P137DDPF 20.36 + 1.80° 1641.90 + 30.35"
P152DDPF 23.25 + 0.89° 1620.45 + 20.86"
P167DDPF 20.80 + 3.71° 1787.60 + 20.67°
P30REF 15.23 + 1.55° 1780.50 + 50.22°
P60REF 16.18 + 1.70° 1680.85 + 60.20°
P9OREF 14.90 + 3.10' 1568.55 + 50.98°
P120REF 13.25 + 2.53' 1458.60 + 30.88'
P150REF 12.85 + 1.60' 1777.65 + 25.50°
P30AC 13.68 + 2.60' 1810.10 + 30.50°
P60AC 15.50 + 1.40' 1721.30 + 21.67°
P90AC 14.11 + 2.39' 1638.30 + 20.85°
P120AC 13.90 + 2.80" 1537.78 + 25.78°
P150AC 14.81+2.78' 1517.65 + 10.35°
P30TA 11.55 + 1.78° 1718.10 + 50.77°
P60TA 12.36 + 2.36' 1678.85 + 30.88"
PSA-B 32.93+0.39° 392.23 +12.10"
PSQ-B 9.85 + 0.67" 1868.40 + 12.65"
PSAL-B 4.30 + 0.24 2909.19 + 65.66°
PSQ-J 8.96 + 0.41' 1895.51 + 10.02°
PSAL-J 2.53 + 0.16" 2945.63 + 20.25°

* Media aritmética de al menos tres determinaciones independientes + error estdndar. Promedios con
letras iguales en la misma columna no son significativamente diferentes (p > 0.05). “Los datos de las
pectinas P137DDPF hasta la pectina PSQ-B se obtuvieron de la investigacion preliminar del grupo de

trabajo. SPara la nomenclatura de las pectinas ver el Cuadro 8.

En las pectinas extraidas de las manzanas sometidas a dos meses en

temperatura ambiente (pectina P30TA y P60TA) y refrigeracion (pectina P30REF,
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P60REF, POOREF, P120REF y P150REF) cuando se compararon con las pectinas
extraidas en diferentes solventes (pectinas PSA-B, PSQ-B, PSAL-B, PSQ-J y PSAL-
J) se observd un aumento en el grado de metilacion incluso hasta niveles del 90 %;
el cual posteriormente disminuyé a 85 % al término del almacenamiento en
refrigeracion. Este comportamiento fue similar al observado en pectina aislada de
manzanas Golden delicious cultivas en Suiza, en la cual el grado de metilacion
aumento hasta un 100 % después de 3 meses de almacenamiento en refrigeracion,
para luego disminuir hasta un 72.8 % durante los dos meses restantes de

almacenamiento (Fischer et al., 1994).

5.1.3. Determinacion del peso molecular

La determinacion del peso molecular en las pectinas (Cuadro 11) indico
variaciones significativas entre las diversas pectinas comerciales, las obtenidas de
manzanas a diversas condiciones fisicas y las pectinas que se obtuvieron con
diferentes solventes acuosos. Lo cual indicé que los diferentes factores fisicos
(temperatura de almacenamiento, presencia y/o ausencia de aire, luz y atmédsferas
controladas) y quimicos (solventes) afectan de manera significativa el proceso de de-
polimerizacion de las substancias pecticas (Huber, 1983; Redgwell et al., 1997,
Yoshioka et al., 1992).

Los resultados de peso molecular indicaron variaciones desde 392 kDa (pectina
PSA-B) hasta ~ 2950 (pectinas PSAL-B y PSAL-J). Estos resultados estan de
acuerdo con los valores reportados por Fischer et al. (1994), los cuales oscilaron

desde 100 kDa hasta 10,000 kDa en pectinas de manzana Golden delicious en pre-
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cosecha. Estos resultados, corroboran lo realizado en un estudio reportado por
Siddiqui et al. (1996) en el cual se encontraron ligeras diferencias en el peso
molecular de la pectina de manzana Golden delicious al momento de la cosecha y
después de 6 meses de almacenamiento en refrigeracion. En manzana no se ha
observado la actividad de la enzima poligalacturonasa (Yoshioka et al., 1992), por lo
gue los cambios ocurridos en el peso molecular de la pectina pueden deberse a una
pérdida de ramificaciones laterales, ocasionada por la accién de glucosidasas como

la B-galactosidasa y L-arabinofuranosidasa (Pefia y Carpita, 2004).

5.2. Propiedades reolégicas
5.2.1. Curvas de flujo

Las pectinas se caracterizaron de acuerdo a su viscosidad aparente y los
patrones de flujo de sus soluciones. De manera general, la viscosidad de las
soluciones de todos los tipos de pectinas mostraron una disminuciéon cuando la
velocidad de corte incrementd, indicando un comportamiento del tipo corte
adelgazante (pseudoplastico) principalmente dentro del intervalo de 0 a 100 s™ con
valores R? superiores a 0.95 en cuanto a la bondad del ajuste. Esto indic6 que el
modelo de Ley de Potencia utilizado fue el mas conveniente y adecuado para
describir las variables reoldgicas. En el Cuadro 12 se presentan los valores de las
variables de ley de potencia para las pectinas obtenidas a partir de manzanas
cosechadas a diferentes dias después de la plena floracion (DDPF) y la pectina
comercial (PCOM). El estado de madurez del fruto no afecté de manera significativa

(p > 0.05) el comportamiento de flujo (n) de las pectinas. Para todos los estados de
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madurez y en la pectina comercial el indice de flujo fue menor al de un
comportamiento Newtoniano (n = 1) resultando un comportamiento pseudoplastico (n
< 1), caracterizandose éste ultimo por un adelgazamiento del fluido con el aumento
de la velocidad de corte.

Sin embargo, como se puede apreciar en el Cuadro 12, el indice de
consistencia (K) indicd variaciones significativas entre las diferentes pectinas. La
viscosidad permanecié casi constante a mayores velocidades de corte (> 100 s™).
Esta caracteristica (disminucion de la viscosidad con el incremento en la velocidad
de corte) es atribuida a una desviacion del comportamiento Newtoniano, indicada por
un valor menor en el indice de comportamiento de flujo (n < 1) lo cual se observa en
el Cuadro 12. Sin que se observaran diferencias significativas en el valor n entre las
diversas pectinas. En el Cuadro 13 se observan los pardmetros K (indice de
consistencia) y n (indice de comportamiento flujo) del modelo de Ley de potencia
para las pectina comercial y las pectinas obtenidas a partir de manzanas
almacenadas bajo refrigeracion (0 °C) de 0 a 150 dias. EI comportamiento de flujo
registrado estuvo dentro del esperado para este tipo de polisacaridos (n < 1), por lo
cual se caracterizan como dispersiones pseudoplasticas (Steffe, 1996).

La pectina comercial, al igual que las pectinas obtenidas a partir de manzanas
almacenadas después de 30 dias no presentaron diferencia significativa en la
variable de indice de comportamiento de flujo (n); sin embargo en la pectina extraida
de manzanas a cero dias de refrigeracion (POREF = 167 DDPF) el indice de
comportamiento de flujo fue menor (p < 0.05). En lo que respecta al indice de

consistencia K (Cuadro 13), el menor valor se observo en la pectina comercial. El
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indice de consistencia aumentd después de 30 dias de refrigeracion y se mantuvo
constante hasta los 90 dias de almacenamiento para posteriormente aumentar a los
120 dias y finalmente volvié a descender a 150 dias bajo refrigeracion. En lo que
respecta a las variables reoldgicas de la Ley de potencia de las pectina obtenida a
partir de manzanas mantenidas en almacenamiento bajo atmosfera controlada y
pectina comercial (Cuadro 14), el indice de comportamiento de flujo (n) oscilé6 desde
0.8086 a 0.8812, por lo que se mantuvo un comportamiento del tipo pseudoplastico.
En cuanto al indice de consistencia K, le pectina comercial presentd una menor
viscosidad que las pectinas obtenidas de manzanas almacenadas en atmosferas
controladas (p < 0.05). El indice de consistencia de las pectinas aumenté de manera
casi lineal hasta los 60 dias en almacenamiento y disminuyé de manera significativa
(p < 0.05) después de 90 dias y asi se mantuvo hasta los 120 dias de
almacenamiento en atmadsferas controladas. Finalmente, las pectinas extraidas de
manzanas almacenadas en atmdsferas controladas durante 150 dias presentaron el
mayor indice de consistencia, indicando una mayor viscosidad.

Cuando las pectinas se extrajeron a partir de manzanas almacenadas a
temperatura ambiente y se compararon con la pectina comercial y la pectina de
manzanas al momento de la cosecha (Cuadro 15), el comportamiento de flujo siguio
siendo del tipo pseudoplastico (n < 1). El indice de consistencia fue menor para la
pectina comercial. La pectina extraida de manzanas almacenadas a temperatura
ambiente durante 30 dias (P30TA) presenté un mayor indice de consistencia
comparada con la pectina comercial (PCOM) y la pectina extraida de manzanas

almacenadas al tiempo a temperatura ambiente (P167DDPF = POTA) (p < 0.05). En
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el Cuadro 16 se puede apreciar que las dispersiones de pectina mantuvieron un
comportamiento del tipo adelgazante al corte, en el cual el indice de comportamiento
de flujo (n) oscilo entre 0.6677 y 0.8812. Los valores de K de las pectinas solubles en
diferentes solventes y la pectina comercial no presentaron diferencia significativa (p >
0.05).

Durante el periodo de maduracion, los polisacaridos estructurales de las
paredes celulares son degradados por los complejos enzimaticos propios del fruto;
esta depolimerizacion promueve que la viscosidad de las dispersiones acuosas de
estos carbohidratos degradados disminuya a medida que decrece el peso molecular
(Einhorn-Stoll et al., 2014; Happi et al., 2008;). Sin embargo, en el presente trabajo
no se observo una relacién directa entre el aumento del peso molecular y el
incremento en K. Esto puede deberse a la influencia de otros factores fisicos como
pueden ser la presencia de azUcares laterales a la cadena o estructura principal los
cuales pueden absorber una mayor cantidad de moléculas de agua debido a
presencia de grupos OH™ que establecen enlaces por puentes de H* (Lira-Ortiz et al.,
2014; Sengkhamparn et al., 2010).

El comportamiento del tipo corte adelgazante ya ha sido reportado por otros
investigadores en muestras de soluciones de pectina de manzana (Chen et al., 2012)
y recientemente Vriesmann y Petkowicz (2013) reportaron el predominio del tipo
pseudoplastico a la velocidad de 0 a 100 s™ en soluciones de pectinas extraidas de
vainas de cacao. Ramos-Aguilar et al. (2015) publicaron un estudio reciente donde
observaron las caracteristicas anteriores en comportamientos de flujo de muestras
de soluciones pécticas extraidas de chiles (en dos estados de madurez) y sometidos

a diferentes tratamientos térmicos (ebullicion y asado).
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Las propiedades reolégicas de las dispersiones pécticas dependen de
pardmetros estructurales como son la masa molar, la cantidad y distribucion de
substituyentes (por ejemplo. éster de metilo, grupos amida y acetilo) y el grado de
ramificacion (Hwang y Kokini, 1992; Lira-Ortiz et al., 2014; Rolin, 2002;

Sengkhamparn et al., 2010).
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Cuadro 11. Variables reologicas de la Ley de Potencia (indice de consistencia = K, indice de
comportamiento de flujo = n, y bondad del ajuste = RZ) de la pectina comercial y pectinas

obtenidas a partir de manzanas cosechadas a diferentes DDPF™.

Variables reoldgicas*

Pectina® K (Pa.s") n R®

PCOM? 0.0303 + 0.0009° 0.8812 + 0.0025% 0.9945 + 0.0009
P107DDPF 0.0412 + 0.0012% 0.5811 + 0.0211% 0.9963 + 0.0003
P122DDPF 0.0378 + 0.0003* 0.7846 + 0.0034% 0.9959 + 0.0003
P137DDPF 0.0376 + 0.0002%* 0.7893 + 0.0047% 0.9960 + 0.0008
P152DDPF 0.0236 + 0.0010° 0.8604 + 0.0067° 0.9849 + 0.0008
P167DDPF 0.0355 + 0.0002" 0.8086 + 0.0021° 0.9966 + 0.0000

*Media aritmética de al menos tres repeticiones + error estandar. Promedios con letras iguales en
misma columna no son significativamente diferentes (p > 0.05). 'DDPF = Dias después de ple

floracion. 2PCOM = Pectina comercial. *Para la nomenclatura de las pectinas ver el Cuadro 8.

la

na
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Cuadro 12. Variables reologicas de la Ley de Potencia (indice de consistencia = K, indice de
comportamiento de flujo = n, y bondad del ajuste = RZ) de la pectina comercial y pectinas

obtenidas a partir de manzanas almacenadas bajo refrigeracion.

Variables reoldgicas*

Pectina® K (Pa.s") n R*

PCcOM* 0.0303 + 0.0009" 0.8812 + 0.0025% 0.9945 + 0.0010
POREF (P167DDPF) 0.0355 + 0.0002% 0.8086 + 0.0021" 0.9966 + 0.0000
P30REF 0.0510 + 0.0010" 0.8860 + 0.0043% 0.9977 + 0.0015
P60REF 0.0582 + 0.0051" 0.8796 + 0.0117° 0.9980 + 0.0009
PO90OREF 0.0582 + 0.0028" 0.8607 + 0.0078% 0.9978 + 0.0015
P120REF 0.0744 + 0.0026° 0.8638 + 0.0070% 0.9971 + 0.0000
P150REF 0.0471+ 0.0021" 0.8625 + 0.0104% 0.9988 + 0.0000

*Media aritmética de al menos tres repeticiones + error estandar. Promedios con letras iguales en la
misma columna no son significativamente diferentes (p > 0.05). ‘PCOM = Pectina comercial. SPara la

nomenclatura de las pectinas ver el Cuadro 8.
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Cuadro 13. Variables reologicas de la Ley de Potencia (indice de consistencia = K, indice de
comportamiento de flujo = n, y bondad del ajuste = RZ) de la pectina comercial y pectinas

obtenidas a partir de manzanas almacenadas bajo atmosferas controladas.

Variables reoldgicas*

Pectina® K (Pa.s") n R®
pcom® 0.0303 + 0.0009° 0.8812 + 0.0009% 0.9945 = 0.0010
POAC (P167DDPF) 0.0355 + 0.0002° 0.8086 + 0.0002° 0.9966 = 0.0000
P30AC 0.0569 + 0.0006° 0.8288 + 0.0006% 0.9980 = 0.0000
P60AC 0.0659 + 0.0014° 0.8746 + 0.0014% 0.9997 = 0.0000
P90AC 0.0551 + 0.0016° 0.8500 + 0.0016% 0.9993 = 0.0003
P120AC 0.0576 + 0.0007°¢ 0.8591 + 0.0007% 0.9991 = 0.0000
P150AC 0.0843 + 0.0013% 0.8772 + 0.0013% 1.0000 £ 0.0000

*Media aritmética de al menos tres repeticiones + error estandar. Promedios con letras iguales en la
misma columna no son significativamente diferentes (p > 0.05). 'PCOM = Pectina comercial. *Para la

nomenclatura de las pectinas ver el Cuadro 8.
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Cuadro 14. Variables reolégicas de la Ley de Potencia (indice de consistencia = K, indice de

comportamiento de flujo = n, y bondad del ajuste = Rz) de la pectina comercial y pectinas

obtenidas a partir de manzanas almacenadas a temperatura ambiente.

Variables reoldgicas*

n

R2

Pectina® K (Pa.s")
PCOM™ 0.0303 + 0.0009°
POTA (P167DDPF) 0.0355 + 0.0002°
P30TA 0.0645 + 0.0009
P60TA 0.0546 + 0.0006"

0.8812 + 0.0025°

0.8086 + 0.0021"
0.8714 + 0.0044%
0.8663 + 0.0066"

0.9945 + 0.0010

0.9966 + 0.0000
0.9997 + 0.0000
0.9993 + 0.0000

*Media aritmética de al menos tres repeticiones + error estandar. Promedios con letras iguales en la

misma columna no son significativamente diferentes (p > 0.05). ‘PCOM = Pectina comercial. SPara la

nomenclatura de las pectinas ver el Cuadro 8.
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Cuadro 15. Variables reologicas de la Ley de Potencia (indice de consistencia = K, indice de
comportamiento de flujo = n, y bondad del ajuste = RZ) de la pectina comercial y pectinas

obtenidas a partir del jugo y bagazo.

Variables reoldgicas*

Pectina® K (Pa.s") n R?
pcom® 0.0303 + 0.0009% 0.8812 + 0.0025% 0.9945 = 0.0010
PSA-B 0.0281 + 0.0010% 0.7708 + 0.0118"° 0.9570 £ 0.0141
PSQ-B 0.0274 + 0.0037% 0.8516 + 0.0231%° 0.9905 = 0.0011
PSAL-B 0.0276 + 0.0028% 0.7438 + 0.0165% 0.9589 = 0.0148
PSQ-J 0.0284 + 0.0048% 0.7868 + 0.0312"° 0.9754 £ 0.0143
PSAL-J 0.0351 + 0.0004% 0.6677 + 0.0023° 0.9362 = 0.0275

*Media aritmética de al menos tres repeticiones + error estandar. Promedios con letras iguales en la
misma columna no son significativamente diferentes (p > 0.05). 'PCOM = Pectina comercial. *Para la

nomenclatura de las pectinas ver el Cuadro 8.
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5.2.2. Areas bajo las curvas y porcentaje de histéresis

Como se observaron en las curvas de flujo y en los valores de las variables K 'y
n (Cuadro 12-16) comportamientos que indicaban desviaciones a la Ley de Newton,
se evalué entonces la dependencia del tiempo en funcién de barridos ascendentes y
descendentes (Cuadro 17) para observar si existia el fenémeno fisico de histéresis
(separacion entre los barridos ascendentes y descendentes). En todas las muestras
se observaron valores mayores en los barridos ascendentes (Rampa 1) en
comparacién con los descendentes (Rampa 2). Por tal razén se procedié a
determinar el porcentaje de histéresis (% H) de las pectinas extraidas de manzana
agrupadas bajo los diferentes tratamientos, un total de 5 y se compararon con la
pectina comercial y el control, exceptuado este ultimo al comparar el % H de las
pectinas obtenidas de bagazo. Los valores menores de % H indicaron de cierta
manera la mayor estabilidad que pueden tener las pectinas cuando se someten a
esfuerzos de cizalla (esfuerzos cortantes) y en funcion del tiempo que dure la

aplicacion de este esfuerzo (Barness et al., 1989; Bourne, 2002; Steffe, 1996).
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Cuadro 16. Area bajo la curva del barrido ascendente y descendente de las pectinas*.

Area bajo la curva (Pa.s™)

Pectina® Rampa 1(ascendente) Rampa 2 (descendente)
PCOM 1706.33 + 16.18° 1293.00 + 21.70°
P107DDPF 1318.33 + 23.67%" 916.23 + 28.54%"
P122DDPF 1256.33 + 10.09" 844.00 + 12.57%"
P137DDPF 1313.33+ 4.33%" 900.73 + 5.80%"
P152DDPF 1209.00 + 4.36" 790.73 + 4.13"
P167DDPF 1343.67+ 3.93%" 932.70 + 5.05%"
P30REF 2971.67 + 13.86% 2553.33 + 25.18°°
P60REF 3342.00 + 24.27"° 2941.67 + 20.53°*
POOREF 2894.33+ 6.64% 2498.00+ 9.07%
P120REF 3652.33 + 23.41° 3328.00 + 27.47"
P150REF 2477.67 + 84.86° 20.71 + 98.00°'
P30AC 2348.00+ 9.07' 1970.00 + 8.50'
P60AC 3482.67 + 46.77° 3127.00 + 53.38"
P90AC 2764.67 + 280.59" 2324.00 + 346.97°
P120AC 2845.33+ 42.17% 2458.33 + 46.19"
P150AC 4730.67 + 234.64% 4300.00 + 247.23%
P30TA 3406.00+ 9.87" 3026.00 + 22.91"
P60TA 2778.00 + 52.46"" 2393.33+ 63.18¢'
PSA-B 867.47+ 1.04 44630+ 2.74™
PSQ-B 1292.00 + 5.86%" 87553+ 7.63%
PSAL-B 74420+ 1.36' 32250+ 5.46"
PSQ-J 936.73+ 6.12"™ 516.10 + 1.45™
PSAL-J 627.97+ 6.72 196.73+ 1.98

*Media aritmética de al menos tres repeticiones + error estandar. Promedios con letras iguales en la

misma columna no son significativamente diferentes (p > 0.05). 'Para las condiciones de extraccién y

la nomenclatura utilizada ver Cuadro 8.
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Los resultados de esta determinacion se observan en las Figuras 4-8. En estas
Figuras se indicaron en circulos rojos las pectinas que presentaron una mayor
estabilidad para ser utilizadas en su aplicacion directa en la salsa. Las pectinas
seleccionadas fueron pectinas P107DDPF (pectina extraida de manzanas
cosechadas a los 107 dias después de la plena floracion), P120REF (pectina
extraida de manzanas almacenadas durante 120 dias a REF), P150AC (pectina
extraida de manzanas almacenadas durante 150 dias en atmdésfera controlada),
P30TA (pectina extraida de manzana almacenadas durante 30 dias a temperatura
ambiente), y PSQ-B (Pectina soluble en agente quelante extraida del bagazo de
puré). En este sentido, es importante aclarar que ademas del criterio anterior para la
seleccion de las pectinas en la evaluacion reologicas de la salsa se establecié que
era importante analizar el efecto de los diferentes grupos de pectinas, ya que
pertenecian a manzanas que se sometieron a diversos tratamientos fisicos (ver

Cuadro 8).
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Figura 4. Porcentaje de histéresis de las pectinas de manzana cosechadas a diferentes DDPF y
la pectina comercial (PCOM). Media aritmética de al menos tres repeticiones + barra de error
estandar. Valores con letras iguales no son significativamente diferentes (p > 0.05). La pectina
marcada con el circulo rojo se selecciond para la evaluacién en el sistema alimenticio tipo

salsa.
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Figura 5. Porcentaje de histéresis de las pectinas de manzanas almacenadas en refrigeracién y
la pectina comercial (PCOM). Media aritmética de al menos tres repeticiones + barra de error
estandar. Valores con letras iguales no son significativamente diferentes (p > 0.05). La pectina

marcada con el circulo rojo se selecciond para la evaluacién en el sistema alimenticio tipo

salsa.
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Figura 6. Porcentaje de histéresis de las pectinas de manzanas almacenadas en atmésfera
controlada y la pectina comercial (PCOM). Media aritmética de al menos tres repeticiones
barra de error estandar. Valores con letras iguales no son significativamente diferentes (p >
0.05). La pectina marcada con el circulo rojo se selecciond para la evaluacién en el sistema

alimenticio tipo salsa.
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Figura 7. Porcentaje de histéresis de las pectinas de manzanas almacenadas a temperatura
ambiente y la pectina comercial (PCOM). Media aritmética de al menos tres repeticiones % barra
de error estandar. Valores con letras iguales no son significativamente diferentes (p > 0.05). La
pectina marcada con el circulo rojo se seleccioné para la evaluaciéon en el sistema alimenticio

tipo salsa.
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Figura 8. Porcentaje de histéresis de las pectinas de bagazo y jugo extraidas en diferentes
solventes y la pectina comercial (PCOM). Media aritmética de al menos tres repeticiones + barra
de error estandar. Valores con letras iguales no son significativamente diferentes (p > 0.05).
Las pectinas marcadas con el circulo rojo se seleccionaron para la evaluacién en el sistema
alimenticio tipo salsa. PSA-B = Pectina soluble en agua extraida del bagazo de puré; PSQ-B =
Pectina soluble en agente quelante extraida del bagazo de puré; PSAL-B = Pectina soluble en
agente alcalino extraida del bagazo de puré; PSQ-J = Pectina soluble en agente quelante
extraida del bagazo de jugo; PSAL-J = Pectina soluble en agente alcalino extraida del bagazo

dejugo.
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5.2.3. Evaluacion reoldgica de la salsa con pectinas

Como se puede apreciar en la imagen de la Figura 9, la salsa control presento
una separacion de las fases acuosas atribuida a la inmiscibilidad de algunos
ingredientes utilizados en su elaboracién. Esta separacién fue inmediata y no
dependi6 del tiempo, la temperatura y la humedad relativa (HR). Por tal razén, se
evaluaron las propiedades reolégicas de la salsa control con pectina comercial y con
las pectinas definidas 107DDPF, P120REF, P150AC, P30TA y PSQ-B. La evaluacion
consisti6 en valorar nuevamente por medio del modelo de Ley de Potencia las
variables de indice de consistencia (K), indice de comportamiento de flujo (n), la
bondad del ajuste (R?) y el porcentaje de incremento en la viscosidad determinado en
funcion de AK como una variable relacionada directamente con la viscosidad
aparente al adicionarle la pectina a la muestra de salsa control (Cuadro 18).

Los resultados mostraron que cuando se adicionaron las pectinas a la salsa control
se observaron diferencias en las variables n y K con valores n < 1 y valores K
superiores a la salsa control. Todos los valores n de las salsas con las diferentes
pectinas fueron menores a al valor control (n = 0.56) indicando un comportamiento
no-Newtoniano del tipo corte adelgazante (pseudoplastico). Sin embargo, el valor K
incrementd con la adicién de las pectinas (incluyendo la pectina comercial). Estos
incrementos (AK) fueron desde un 29.5 % (salsa con pectina PSQ-B) hasta un valor
de 69.3 % (P107DDPF). Con estos resultados obtuvimos el siguiente patrén de
comportamiento ascendente del valor K: Salsa con pectina PSQ-B < Salsa con
pectina 120REF < Salsa con pectina comercial < Salsa con pectina P30TA < Salsa

con pectina P150AC < Salsa con pectina 107DDPF.
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Figura 9. Fotografias de la salsa control recién elaborada. Almacenada a condiciones de

refrigeracion (6 °Cy 28 % HR, ay b) y atemperatura ambiente (24 °Cy 40 % HR, c y d).
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Cuadro 17. Comparacion de las variables reolégicas (indice de consistencia = K, indice de comportamiento de flujo = n, y bondad del

ajuste = RZ) y el incremento de la salsa control con las diferentes muestras de pectinas obtenidas por el modelo de Ley de Potencia.

Muestra

K (Pas")

n

RZ

AK (%)

Salsa control

Salsa con pectina comercial
Salsa con pectina P120REF
Salsa con pectina P30TA
Salsa con pectina P150AC
Salsa con pectina P107DDPF
Salsa con pectina PSQ-B

0.0510 + 0.0006"
0.0809 + 0.0031¢
0.0788 + 0.0018°
0.0340 + 0.0080°
0.1419 + 0.0080°
0.1661 + 0.0039
0.0723 + 0.0031°

0.5554 + 0.0020°
0.5138 + 0.0070"
0.4995 + 0.0050°
0.5586 + 0.0050°
0.4347 +0.0061°
0.4313 + 0.0002°
0.5090 + 0.0034"

0.9831
0.9831
0.9821
0.9924
0.9803
0.9821
0.9836

36.95
35.27
48.01
64.05
69.29
29.46

*Media aritmética de al menos tres repeticiones * error estandar. Promedios con letras iguales en la misma columna no son significativamente

diferentes (p > 0.05).
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En la literatura cientifica son escasos los estudios en donde se hallan evaluado
las variables reologicas n y K en sistemas alimenticios similares. Gamonpilas et al.
(2011) reportaron valores n desde 0.31 hasta 0.42 y K de 4.53 hasta 22.82 Pa s" en
muestras de salsas comerciales de chile. Estos valores son similares en n aunque
los valores K reportados por estos investigadores son dos 6rdenes de magnitud
mayores que los reportados en nuestro estudio. Sin embargo Gamonpilas et al.
(2011) utilizaron el modelo reoldgico de Herschel-Bulkley el cual ademas, determina
el esfuerzo de cedencia y las muestras analizadas por estos investigadores
presentaron dentro de sus ingredientes almidén y goma de xantana, por lo cual ellos
concluyeron que la mezcla de estos biopolimeros (almidon/goma de xantana)
podrian ser benéficos en incrementar la viscosidad y la estabilidad debido a que
pueden interactuar de manera sinergistica en condiciones &cidas e incrementar las
caracteristicas del gel y el comportamiento corte adelgazante de las salsas de chile.

En términos concretos, nuestros resultados de evaluacion reolégica de la salsa
con la adicién de pectinas puntualizaron que las pectinas obtenidas en este estudio
son comparables a los valores K que pueden proporcionar las pectinas comerciales.
Lo anterior abre una factible aplicacion potencial directa de estas pectinas en este

tipo de alimentos.
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VIl. CONCLUSIONES

Las propiedades fisicoquimicas de color, grado de metil-esterificacion y peso
molecular indicaron que el método de obtencion asi como las condiciones fisicas del
fruto del cual se extrajeron las pectinas afectaron de manera significativa las
propiedades reoldgicas.

Las variables reoldgicas de las pectinas evaluadas mediante el modelo de Ley
de Potencia, el calculo de su porcentaje de histéresis y el pertenecer a diferentes
condiciones de extraccidn nos permitieron seleccionar a las pectinas P120REF,
P150AC, P30TA, P107DDPF y PSQ-B como las mas idéneas para utilizarse en el
sistema alimenticio tipo salsa.

La adicion de estas pectinas en la salsa control mostr6 que pueden ser
comparables e incluso superiores en el incremento de consistencia (viscosidad) en
comparacién con los valores otorgados por una pectina comercial.

El potencial de aplicacion directo en sistemas alimenticios tipo salsa de estas
pectinas abre una oportunidad de mercado en el empleo de estos polisacaridos
obtenidos de fuentes regionales como la manzana y sugiere realizar mas estudios

para valorar su estabilidad en otros sistemas alimenticios.
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VIIl. IDENTIFICACION DE APLICACIONES TECNOLOGICAS

POTENCIALES

En base a la literatura cientifica, y considerando los resultados obtenidos en esta
investigacion se visualizan las siguientes aplicaciones tecnolégicas potenciales:

1) Las pectinas seleccionadas por su menor porcentaje de histéresis
(P107DDPF, P120REF, P150AC, P30TA, y PSQ-B) encontrarian una
aplicacion directa en los sistemas alimenticios tipo salsas debido a que
ayudarian a mantener por un mayor tiempo la separacién de las fases
acuosas Y lipidicas.

2) Las pectinas con un valor de indice de consistencia mayor (K > 0.04 Pa.s")
como son pectinas P107DDPF, P30REF, P60REF, P90REF, P120REF,
P150REF, P30AC, P60AC, P90AC, P120AC, P150AC, P30TA, y P60TA,
podrian utilizarse en alimentos en donde se requiere impartir una consistencia
0 viscosidad alta en cantidades bajas de pectinas, como pueden ser
mermeladas, ates y jaleas (Acosta et al., 2006; Bekkour et al., 2014; Guichard
et al., 1991).

3) Las pectinas con un valor de indice de consistencia intermedio (0.03 < K <
0.04 Pa.s"; pectinas P122DDPF, P137DDPF, P167DDPF, POREF, POAC,
P30TA) podrian emplearse en alimentos que requieren un cierto grado de
textura y viscosidad como son algunos tipos de yogurt con frutas (Lourens-

Hattingh y Viljoen, 2001; Sandoval-Castilla et al., 2010), y en yogurts con bajo
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4)

contenido caldrico (Krasaekoopt et al., 2003; Krzeminski et al., 2014; Picot y
Lacroix, 2004; Sandoval-Castilla et al., 2004).

Las pectinas con un indice de consistencia bajo (K < 0.03 Pa.s"; pectinas
P152DDPF, PSA-B, PSQ-B, y PSQ-J) encontrarian una adecuada aplicacién
tecnologica en formulaciones como empaques, peliculas y cubiertas
biodegradables para alimentos, debido a que ahi se requieren bajos valores
de viscosidad para formar homogéneamente una matriz estructural (Bayarri et
al., 2013; Galus y Lenart, 2013; Medeiros et al., 2012; Pérez Espitia et al.,
2014) y en la fabricacion de biomateriales como sistemas de entrega o
excipientes de farmacos para tratamientos de algunas enfermedades como el
cancer de colon (Almeida et al., 2015; Mishra et al., 2008; Moreira et al., 2014;

Souto-Maior, et al., 2010).
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