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RESUMEN

El presente trabajo de investigacién es una contribucién al estudio de la
extraccion de pectina a partir de residuos orgédnicos (cédscaras), como el mesocarpio de la
granadilla (Passiflora ligularis J.) por hidrélisis dcida. La materia prima empleada
proviene de la Localidad de Charapaxi de la Provincia Inquisivi del departamento de La
Paz. El estudio se desarroll6 en el laboratorio de Fisicoquimica de la Carrera de Ciencias
Quimicas de la Universidad Mayor de San Andrés.

Para la extraccion de pectina se emplearon tres tipos de dcidos, en la primera
experimentacion se utilizé dcido clorhidrico y dcido citrico, variando el pH a: 2,1; 2,5 y
2,9, y temperaturas de 60 y 77 °C; obteniendo un mayor rendimiento de 34,0 %
empleando &cido citrico a pH 2,1 y temperatura de hidr6lisis de 77 °C. Para la segunda
experimentacion se empleé EDTA, a concentraciones: 0,5; 0,75 y 1,0 %, y temperaturas
de hidrélisis de 60 y 77 °C, obteniendo un mayor rendimiento 40,6 %, utilizando EDTA
a concentracion de 0,75% y temperatura de hidrélisis de 77°C.

Se determind el porcentaje de metoxilo y grado de esterificacion por valoracion
acido-base. Los resultados obtenidos, muestran que las pectinas obtenidas con dcido
clorhidrico son de alto metoxilo, ademds tienen alto grado de esterificacién que varia
entre 83,24 - 88,82 %; asimismo aquellas que fueron obtenidas con 4cido citrico el grado
de esterificacion varia entre 26,82 - 73,17 %. Las pectinas obtenidas con EDTA son de
bajo metoxilo (4,38 — 6,09 %), con Grados de Esterificacion entre 52,02 y 69,85 %,
donde la pectina obtenida con EDTA de 0,5 % a 77 °C, dio un 69,85 %, mostrando un
alto grado de esterificacion.

Finalmente se realizd la caracterizacion por Espectrofotometria Infrarrojo, se
compard con un espectro de pectina estdndar comercial; donde se confirma la presencia
de los grupos funcionales caracteristicos de una pectina, presentando las mismas bandas

de absorcion.

Palabras clave: Granadilla, mesocarpio, Hidrélisis 4cida, pectinas, Grado de

metoxilo, grado de esterificacion, espectro infrarrojo.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCCION

La granadilla (Passiflora ligularis J.) es una planta perenne, que tiene unos
zarcillos trepadores, con un crecimiento rapido; tiene un tallo semilefioso en la parte del
cuello y herbiceo en la parte superior. Sus raices son superficiales, con hojas de forma
acorazonada y flores de color violeta (Cerdas y Castro, 2003). La planta de la granadilla
(Passiflora ligularis J.), es originaria de América Central y Sudamérica occidental, desde
Colombia, Venezuela, Ecuador, el sur de Pert y el oeste de Bolivia. Aunque también se
produce en Kenia, Costa de Marfil, sur de Africa y Australia (Garcia, M. 2008).

La granadilla en Bolivia, es nativa y cultivada en los bosques himedos de tierras
bajas y Yungas del departamento de La Paz, asimismo este fruto puede ser encontrado
en los valles interandinos secos, de altitudes de 0-500 y 1000-3000 m.s.n.m., y su
produccién se da durante todo el afio (Justiniano, H.). También se tiene el cultivo de
granadilla, en la Provincia Larecaja, en el Municipio de Sorata, y sus cantones Obispo
Bosque, Ilabaya, Chuchulaya y Lijuata (Quelca, W. 2018).

El fruto de la granadilla (Passiflora ligularis J.) es rica en nutrientes, contiene
proteinas, carbohidratos entre ellos glucosa, fructosa y sacarosa, fibra, dcido ascorbico,
calcio, fosforo, hierro y vitaminas (Lopez et. al. 2006) y en el mesocarpio (residuos), se
encuentran las pectinas.

La pectina es un polisacdarido, extraido generalmente de las plantas, que presenta
en su estructura bdsica unidades del Acido D-galacturénico y el éster metilico de este
acido, formando un polimero de varias unidades, el mismo que dependiendo del material
vegetal y su estado de madurez, contiene entre 50 y 2000 unidades de Acido D-
galacturénico o galacturonato. (Nuffield Foundation, 1984). La pectina ha alcanzado una
enorme importancia en el sector industrial alimenticio, especialmente por tener diversas
aplicaciones, como ser agente gelificante, espesante, estabilizante y emulsionante; se
emplea en la produccién de jaleas, mermeladas, néctares, jugos y otros. También puede
ser empleado en la industria farmacéutica, biotecnoldgica y la cosmética. Su forma de
presentacion y comercializacion puede ser en forma sélida o liquida. (Herbstreith y Fox,

2003, citado por Lira, A. 2009).



1.1 Antecedentes

La pectina es un polisacdrido complejo que se encuentra en la pared celular de
los vegetales, principalmente en frutas, que tiene su importancia por sus usos como
aditivo en varios sectores industriales, ya que es empleado como agente gelificante,
espesante, emulgente y estabilizante. Asimismo, las fuentes tradicionales de pectina
comercial son las céscaras de citricos y el bagazo residual de la extraccion del zumo de
manzanas.

Los residuos organicos generados por el consumo de frutas y otros vegetales
estdn cobrando importancia como fuente de pectinas alternativas, contribuyendo de esta
manera a disminuir el impacto ambiental y generando un valor agregado a estos
residuos. En ese sentido, se han desarrollado varias investigaciones buscando optimizar
la extraccion de pectinas de fuentes orgdnicas, entre las cuales podemos citar los
siguientes:

Cuesta y Muioz (2012), realizaron la extraccidén de pectinas a partir de la corteza
de maracuyd (Passiflora edulis var. Flavicarpa degener) mediante una hidrélisis acida
con HCI. Se probaron tres valores de pH: 2; 3 y 4, con calentamiento y agitacion durante
una hora. Después de transcurrido el tiempo de hidrdlisis, se precipitd la pectina,
mediante la adicién de 1,5 volumenes de etanol al 95 %. Se lavo el precipitado con
etanol al 60 % y se seco en la estufa a 60 °C; alcanzando un rendimiento de extraccion
del 14,2 %. La pectina extraida de la corteza de maracuya se purificO con carbon
activado, se determiné que el mejor proceso de extraccion fue realizado con la corteza
de maracuya libre de la capa superficial amarilla, a un valor de pH 3. En estas
condiciones, la pectina extraida presenté un grado de esterificacion del 90,9 %, con un
contenido del 83,6 % de 4cido anhidro galacturénico, un 13,4 % de metoxilos y con un
tiempo de gelificacion de 4 min.

Rodriguez y Roman (2004), realizaron la extraccién y evaluacién de pectina a
partir de la cdscara de naranja de las variedades Citrus sinensis y Citrus paradisi, en sus
resultados hallaron que la variedad Citrus paradisi proporciona un mayor rendimiento
de pectina (39,56 %), que la variedad Citrus sinensis (12,52%), en condiciones de pH
3,2 y tiempo de extraccion de 75 min. manteniendo constante la temperatura a 85 °C, en

ambas variedades de naranja, respecto al grado de esterificacion sus resultados



mostraron un alto grado y las mismas son utilizadas en las industrias alimenticias y
farmacéuticas, mientras que los resultados a pH de 2,5 y 2,8 son de bajo éster, las cuales
se utilizan como sustitutos de proteinas.

El grupo de investigaciéon de Chasquibol et al. (2008), realizaron la extraccién de
pectinas en frutos peruanos en el laboratorio de la Facultad de Ingenieria Industrial de la
Universidad de Lima, donde al realizar varios ensayos en varias frutas escogieron a la
Granadilla (Passiflora ligularis) y al Nispero (Nespilus germdnica), que destacaron por
su alto contenido de pectina. La extraccion de pectina se realizé con HCI 0,003 N a pH
2,5, a la temperatura de 90°C y por un tiempo de extraccién de 75 minutos; los
rendimientos obtenidos fueron, para la pulpa del nispero de la sierra 23,85% y grado de
esterificacion de 86,24 %, y para el mesocarpio de la granadilla un rendimiento de 21,60
%, con grado de esterificacion de 88,79 %.

Untiveros, G. (2003), realizé una investigacion de obtencion de pectinas de alto y
bajo metoxilo a partir de la manzana variedad Pachacamac, caracterizdndolo mediante
su contenido de pectina y por andlisis proximal. Las condiciones 6ptimas de extraccion
que determiné fueron: relacion materia prima solvente acidulado de 1:16, el pH de 1,6,
temperatura de 90 °C y un tiempo de 75 min. Los resultados de las pectinas obtenidas
fueron en la pectina de alto metoxilo: 11.59 % de metoxilos, 76,30 % de Acido anhidro
galacturonico y peso molecular de 104900. Se analiz6 la pectina de alto metoxilo por
Espectroscopia Infrarrojo, donde se obtuvo un espectro con las sefiales de los grupos

funcionales correspondientes a una pectina comercial.



1.2 Problematica

La generacion de residuos orgdnicos cada vez va en aumento debido al constante
crecimiento demogréfico, estos residuos se generan en hogares, en industria y en
actividades agricolas. La acumulaciéon de residuos orgédnicos en los botaderos
municipales de diversos lugares y una mala gestién promueve la contaminacién del
medio ambiente, generando lixiviados que afectan directamente al suelo, malos olores,
gases, proliferacion de vectores y microorganismos. No obstante, se han desarrollado
mecanismos para aprovechar estos residuos, como ser la economia circular para mitigar

la contaminacion, entre los cuales estdn: el compostaje, la biodigestion, entre otros.

Bolivia, al tener diversos pisos ecoldgicos en todo el territorio, es productora de
una diversidad de frutas en diferentes temporadas del afo, las cuales se comercializan
mayormente en el drea urbana. La granadilla (Passiflora ligularis J.) es un fruto de sabor
agradable, que contiene un alto valor nutritivo, por ello su consumo va en aumento,
asimismo, la produccién de granadilla se realiza durante todo el afio; y su consumo
genera una gran cantidad de residuos organicos, entre ellos la cascara, que contiene al

mesocarpio donde se encuentran las pectinas.

Por otro lado, se tiene pocas referencias bibliogréificas referidas a la extraccion
de pectina del mesocarpio de la granadilla; por lo que se conoce muy poco en cuanto a
las metodologias y condiciones 6ptimas de extraccidon para obtener una pectina de

calidad y con altos rendimientos.



2.1

2.2

CAPITULO 2

OBJETIVOS

Objetivo general
Obtener la pectina a partir del mesocarpio de la granadilla (Passiflora ligularis J.)

mediante hidrolisis acida.

Objetivos especificos
Extraer la pectina del mesocarpio de la granadilla por hidrdlisis d4cida empleando
Acido clorhidrico y Acido citrico variando el pH y temperatura.
Extraer la pectina del mesocarpio de la granadilla por hidrdlisis d4cida empleando
EDTA variando la concentracién y temperatura.
Evaluar el efecto del empleo de distintos dcidos, pH y temperatura en la extraccion
de pectina, mediante analisis de varianza.
Determinar el peso equivalente (PE), acidez libre (AL), porcentaje de metoxilo
(%ME) y grado de esterificacion (GE) de la pectina por valoracion acido-base.

Caracterizar la pectina extraida empleando la técnica de Espectroscopia Infrarrojo.



2.3 Justificacion

Bolivia es considerado un pais agricola con mucha diversidad de cultivos, entre los
cuales se encuentra la Granadilla (Passiflora ligularis J.), la mayoria de la produccién
nacional se consume como fruta fresca y para el consumo local. Sin embargo, al
consumirlas se aprovecha la pulpa de la fruta, desechando la cdscara y su mesocarpio.
Cabe menciona que los residuos vegetales contienen importantes cantidades de

compuestos potencialmente interesantes.

Para el desarrollo de la presente investigacion se define emplear el mesocarpio del
fruto de la granadilla para la extraccion de pectina, debido a que en los ultimos afios
existe un aumento en el consumo de esta fruta, que trae consigo grandes volumenes de
residuos que son descartados en los contenedores de basura. Por otro lado, existe una
tendencia a nivel mundial en emplear los desechos organicos, como una alternativa de
recuperar residuos inocuos y obtener subproductos econdmicos, didndoles un mayor

valor agregado.



CAPITULO 3

3  MARCO TEORICO

3.1 Granadilla

La Granadilla (Passiflora ligularis Juss.) es una de las principales especies del
género Passiflora, se origina en América Tropical, por lo que se encuentra distribuida en
forma silvestre desde México hasta Venezuela, y de Perd hasta Bolivia (Cerdas &
Castro, 2003).

La planta de la granadilla (Passiflora ligularis Juss.) es originaria de los
altiplanos himedos de la zona Andina del continente americano, encontrdndose
distribuida desde México hasta Argentina, aunque también se produce en Kenia, Costa
de Marfil, sur de Africa y Australia (Garcia, 2008).

La fruta de la granadilla es muy apetecida por su sabor dulce, aromético, y por su
valor nutricional. Este fruto tiene una cdscara dura, lisa y cerdcea, tiene un saco
membranoso donde se encuentra su pulpa gelatinosa, jugosa, transparente, dulce y
aromdtica, compuesta por varias pequefas semillas comestibles, de color café oscuro o
negro (Lopez et al. 2006). En la Figura 1 se presenta una imagen del cultivo de la

granadilla.

Figura 1. Cultivo de la granadilla

Fuente: Agencia Andina. https://andina.pe/agencia/noticia-huanuco



https://andina.pe/agencia/noticia-huanuco

3.1.1 Descripcion botanica de la planta

La granadilla es una planta del tipo enredadera, con tallos cilindricos, hojas
glabras con forma acorazonada, de 8 a 14 cm de largo, su color es verde oscuro a
azulado, su peciolo tiene tres pares de glandulas finas y alargadas. Sus flores miden de 6
a 8 cm de didmetro, sus sépalos y pétalos son de color blanco y amarillo, presentando
una corona con bandas alternas de color violeta y blanco dulce (Arias, 2014).

El fruto de la granadilla es una cédpsula ovoide o eliptica, sostenida con un
pedinculo largo de 6 a 12 cm; el epicarpio del fruto es de consistencia dura, de color
amarillo con puntos blancos, aunque el color es variable seglin sea el estado de su
madurez; el mesocarpio es de consistencia esponjosa de color blanco de 5 mm de
espesor dulce (Arias, 2014).

Las semillas de la granadilla tienen forma eliptica y plana, de color negro
rodeados de un arilo transparente y gelatinoso, que es la parte comestible, la cual se
constituye de varios carbohidratos, compuestos dcidos y otros que le confieren un sabor

dulce (Arias, 2014).

/ Granadidl

Lamagfinnie fgudiarve Juss

Figura 2. Planta de la granadilla
Fuente: https://ar.pinterest.com/pin/839147343058985717/



https://ar.pinterest.com/pin/839147343058985717/?amp_client_id=CLIENT_ID%28_%29&mweb_unauth_id=%7B%7Bdefault.session%7D%7D

Figura 3. Fruto de la granadilla

Fuente: https://ar.pinterest.com/pin/493144227959831158/

3.1.2 Clasificacion taxonémica de la granadilla

La clasificacion taxondmica de la granadilla fue realizada por A. L. de Juss en el

aflo 1865 cuando se hacia la Real Expedicién Botédnica del Nuevo Reino de Granada. La

planta de la granadilla pertenece a la familia de las Passifloraceae y su clasificacion

taxondmica es la siguiente (Arias, 2014):

Reino:

Division:

Clase:

Orden:

Familia:

Género:

Especie:

Nombre cientifico:

Vegetal
Angiospermas
Dicotiledoneas
Violales
Fassifloraceae
Passiflora
P. ligularis
Fassiflora ligularis Juss

3.1.3 Composicion nutricional de la granadilla

La granadilla es un fruto con un sabor dulce y aromadtico, contiene como

componente principal agua, alto contenido de carbohidratos (fructosa, glucosa y

sacarosa), vitamina C y un bajo contenido de sodio. Estudios revelan que tiene una alta

actividad antioxidante preventiva contra enfermedades crénicas (Lopez et al. 2006).


https://ar.pinterest.com/pin/493144227959831158/

Tabla 1. Composicién nutricional del fruto de la granadilla

Componentes Unidades Contenido en
100g
Agua g 72-80
Proteinas g 2,2
Carbohidratos g 23,38
Energia kcal 97
Grasa g 0,7
Fibra g 10,4
Calcio mg 12,0
Fésforo mg 68,0
Hierro mg 1,6
Magnesio mg 29
Sodio mg 28
Potasio mg 348
Vitamina C mg 30
Niacina-B3 mg 1,5
Vitamina A U 1272

Fuente: USDA, (2013), citado por Gironés-Vilaplana, et al. (2014).

Chasquibol et al. (2008) realizaron un andlisis proximal del mesocarpio de la
granadilla para determinar su composicion bésica, el cual que se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2. Andlisis proximal del mesocarpio de la granadilla

Componente Contenido [ %]
Humedad 87,78
Cenizas 1,96
Proteinas 0,54
Grasas 0,61
Carbohidratos 6,05

Fuente: Chasquibol et al. (2008)

3.1.4 Madurez fisiolégica del fruto de granadilla

Un indicador de madurez en frutas es el cambio de coloracién en su epidermis;
en las frutas del género passiflordceas la caracteristica mds notable en el cambio de
madurez de igual manera es el cambio de coloracion de su epidermis (Schotsmans y
Fischer, 2011, citado por Melgarejo, 2015).

La Granadilla (Passiflora ligularis J.) en el estado mds inmaduro de su fruto es
de color verde oscuro, que conforme va madurando ocurre un cambio de coloracién en

su epidermis que va tomando una coloracién amarilla; esto se debe principalmente a la
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aparicion de pigmentos como los carotenoides, que son los responsables de la coloracién
amarillo-anaranjado (Valpuesta et al., 1996).
En la granadilla se han establecido seis grados de estado de madurez fisioldgica

en funcién del color externo de la epidermis, que va desde una escala numérica de 0 a 6,

siendo la mayor puntuacién como un estado maduro, tal como se muestra en la Figura 3.

(ICONTEC, 1997).

2 3 4 5 6

Figura 4. Estados de madurez de la granadilla
Fuente: ICONTEC (1997)

3.2 Generalidades de la pectina

La pectina fue descubierta en 1790 cuando Vauquelin encontré en primer lugar
una sustancia soluble de los zumos de fruta. El cientifico francés Braconnot continud el
trabajo de Vauquelin y encontré que una sustancia ampliamente disponible de plantas ya
observada en el pasado, tenia propiedades gelificantes cuando se le afiadia 4cido a su
solucién. La llamo "pectina acida" del griego "pectos" que significa sdlido coagulado.
En 1825, el quimico francés Henri Braconnot aislé las pectinas por primera vez,
reconociendo su papel en esos productos. La produccién comercial de pectinas comenz6
en 1908 en Alemania, a partir de los restos de la fabricacién de zumo de manzana.
Actualmente se obtienen de los restos de la extraccion de zumo de manzana y mas de la
industria de los zumos de citricos. La pectina de manzana suele ser de un color algo més
oscuro, debido al pardeamiento enzimdtico. La pectina se extrae con agua caliente

acidificada, precipitdndola con etanol o con una sal de aluminio (Belitz et al. 2012).
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3.2.1 Definicion de pectina

Las pectinas son un grupo de heteropolisacaridos, su componente principal es el
dcido poligalacturénico, que existe parcialmente esterificado con metanol; se presentan
en la naturaleza como elementos estructurales del sistema celular de las plantas,
principalmente en las frutas y vegetales, para aprovechar su capacidad para balancear el

equilibrio del agua dentro del sistema (Herbstreith, 2001, citado por Devia, 2003).

La pectina se define cominmente como &cidos pectinicos solubles en agua con
diversos contenidos de éster metilico, los cuales tienen la capacidad de formar geles
cuando se combinan con azicar y dcido bajo las condiciones adecuadas (Thakur et al.,

1997 citado por Narasimman, 2016).

COOH OH COOCH3 OH
0 0
\ OH OH OH OH /
0 0o 0O O o) 0 O
o COOQOCH3 o COOH

Figura 5. Estructura bdsica de la pectina

Fuente: http://www.scielo.org.bo/img/revistas/riyd/vinl5/a07 figura 01.gif

3.2.2 Pared celular vegetal y la pectina

La pared celular vegetal es una estructura rigida que encierra y delimita a las
células vegetales, cumple diversas funciones vitales, como defensa ante patégenos,
controla el crecimiento de las plantas, absorbe transporta y secreta sustancias necesarias
para el desarrollo de las planas. Se constituye mayormente por celulosa, que viene a ser
como el esqueleto, formando filamentos llamados microfibrillas, a la que se incrustan la
hemicelulosa y sustancias pecticas, con las que forman una matriz, dandole plasticidad,
rigidez y resistencia a algun tipo de degradacion (Vargas, 2011).

En frutos inmaduros, la pectina estd unida a microfibrillas de celulosa en las
paredes celulares y se llama protopectina. La protopectina es un polisacarido insoluble y

por tanto, confiere rigidez a la célula (Mao et al., 2021, citado por Kumar et al. 2023).
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Figura 6. Estructura de la pared celular vegetal y sus componentes

Fuente: Robledo y Vasquez (2020), citado por Kumar et al. (2023)

Las formas de union entre moléculas pécticas y otros componentes en la pared
celular pueden darse de la siguiente manera: enlaces covalentes entre moléculas pécticas
y otros constituyentes celulares (hemicelulosas); puentes de hidrégeno entre
poligalacturénidos y otros componentes; uniones entre cationes divalentes especialmente
Ca®™ vy las funciones 4cidas, originando la insolubilizacién de las sustancias pécticas
poco esterificadas y una reduccién en el aumento de las altamente esterificadas; un
entramado fisico-mecédnico entre moléculas pécticas o con otros polimeros de la célula

(Doesburg, 1965, citado por Gilabert, 1995).

3.2.3 Estructura de la pectina

Las sustancias pécticas comprenden un grupo de heteropolisacaridos cuya
estructura bdsica estd compuesta por moléculas de dcido D-galacturénico, unidas por
enlaces a-D-(1-4) glicosidicos que componen la cadena principal, y ramificaciones de
diferentes monomeros unidos por enlaces a-(1,2) de unidades de L-ramnosa, arabinosa,

galactosa y xilosa (Kashyap, et al. 2001, citado por Mendoza y Sarmiento 2016)

La estructura de las pectinas puede variar en su longitud de la cadena y la
composicion glucosidica, donde se reconoce que estd constituida por tres polisacaridos
pécticos, teniendo principalmente al d4cido galacturénico en su estructura, los cuales son

(Willats et al., 2006, citado por Lozada, MA, 2007):
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e Homogalacturano (HG): es un polisacirido de forma lineal, teniendo en su
composicion a (1-4)-a-D-4cido galacturdnico.

e Ramnogalacturano I (RGI): es un polisacdrido con una estructura compuesta por
el disacdrido [-4)-a-D-AGal-(1-2)-a-L-Ram-(1-], donde van unidas a las
raminosas con cadenas de arabinosas y galactosas.

e Ramnogalacturano II (RGII): es un polisacarido donde su cadena principal es un
homogalacturano en vez de un ramnogalacturano, donde van unidas al &4cido

galacturénico cadenas laterales conformadas de varios azucares.

A !
| @ o. @

Homogalacturonan i

Rhamnogalacturonan II

Rhamnogalacturonan I

Acetyl ester ® Methyl ester Galacturonic acid (GaiA) Rhamnose (Rha)
Apiose (Api) @ Fucose (Fuc) @ Aceric acid (AceA) Galactose (Gal)
@ Arabinose (Ara) ® Xylose (Xyl) Glucuronic acid (GlcA)

Ketodeoxymannooctulopyranosylonic acid (KDO)

Figura 7. Estructura convencional de la pectina

Fuente: Zheng et al., 2021

3.2.4 Clasificacion de las sustancias pécticas
Segin el nimero de grupos carboxilicos que se encuentran esterificados en la

cadena o polimero, se clasifica en:

3.2.4.1 Protopectinas

Las protopectinas son polisacaridos altamente esterificados con metanol y muy
solubilidad en agua. Se localizan en los tejidos inmaduros de los frutos y desempefian un
papel fundamental en la generacién de su textura rigida. No obstante, la accién de la
enzima protopectinasa provoca su transformacion en pectinas solubles o 4cido pectinico,
un proceso que tiene lugar durante el proceso de maduracién y conlleva al

ablandamiento del fruto (Badui, 2006).
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3.2.4.2 Acidos Pectinicos

Son 4cidos poligalacturénicos que tienen una porcion variable de sus dcidos
poligalacturénicos como ésteres metilicos (Badui, 2006). Las sales de los dcidos
pectinicos pueden ser tanto pectinatos normales como dcidos. En condiciones
apropiadas, los dcidos pectinicos tienen la capacidad de formar geles cuando estdn en
presencia de azicares y 4cidos, o si tienen un contenido adecuadamente bajo de grupos

metoxilo, pueden formar geles con ciertos iones metdlicos (Neill, 2001, citado por Jeilu,

2017).

3.2.4.3 Pectinas
La pectina se refiere a un material polimérico soluble en agua, presenta diversos
niveles de esterificacién con metanol y tiene la capacidad de formar geles cuando se

combina con azucar y 4cido bajo condiciones adecuadas (Hoondal et al., 2002, citado

por Kumar, 2023).

3.24.4 Acidos Pécticos

Los 4cidos pécticos son un tipo de sustancias pécticas que consisten
principalmente en 4cidos poligalacturénicos coloidales y estdn libres de grupos éster
metilico. Se forman principalmente tras la degradacion del tejido debido a la accion de la
pectina metilesterasa. Las sales de dcido péctico se conocen como pectatos. (Sharma y

Satyanarayana, 2006, citado por Kumar, 2023).

3.2.5 Tipos de pectina

3.2.5.1 Pectina de alto metoxilo

Las pectinas de alto metoxilo, conocidas como pectinas HM (High metoxil), son
aquellas que tienen mas del 50% de grupos carboxilicos esterificados con metanol;
forman geles en productos con més del 50% de aztcares, a pH entre 2,2 y 3,3 y con un
contenido de pectina del 0,3 al 0,5%. A su vez se dividen en pectinas: Rapid set,
Medium rapid set y Slow set, su tiempo de gelificacion es corto, medio y largo
respectivamente; y con una temperatura de gelificacion alta, media y baja
respectivamente; donde la rapid set estd mds esterificada y la Slow set menos

esterificada (Boatella et al., 2004).
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Figura 8. Estructura de pecina de alto metoxilo

Fuente: Belkheiri et al. (2021)
3.2.5.2 Pectina de bajo metoxilo
Las pectinas de bajo metoxilo, conocidas como LM (Low metoxil), tiene menos
del 50% de grupos carboxilicos esterificados, pueden gelificar en productos con bajos
porcentajes de azucares (menor a 50%) y a pH mads altos. Sin embargo, se necesita la

presencia de iones calcio para formar geles (Boatella et al., 2004).

COOH H OH COMOCH, H OH

W A /W, e

COOH OH COOH

Figura 9. Estructura de pectina de bajo metoxilo

Fuente: Belkheiri et al. (2021)
3.2.6 Aplicaciones de la pectina
Las pectinas desempefian un papel importante en la industrializacién de las
frutas, como la elaboracion de jaleas, gelatinas o geles similares y sobre todo en la
elaboracion de bebidas. Asimismo, las pectinas se emplean en la elaboracién de
productos de relleno y de glaseado en panificacion, para la estabilizaciéon de productos

lacteos y en la industria de la confiteria (Valdez-Martinez, 2006).

3.3 Espectroscopia Infrarrojo

La Espectroscopia Infrarroja se sitda en el espectro electromagnético
aproximadamente entre los 200 — 12500 em™; la longitud de onda normalmente se
expresa en nimero de onda o frecuencia (1/A, cm™) o en micras (um). La radiacion

infrarroja se divide en tres regiones: infrarrojo cercano, medio y lejano. El mads
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empleado es la regién media ubicada entre 4000 y 650 cm™, puesto que ofrece mayor
cantidad de informacidén cualitativa sobre los grupos funcionales de la estructura de las
moléculas ((Bruice, 2011, citado por Ponce et al. 2023).

Esta espectroscopia se basa en la absorcién de la radiacién Infrarroja, la misma
que provoca alteraciones en los modos de vibraciéon de las moléculas. Para que exista
absorcién debe darse una energia equivalente a la vibracional, esto quiere decir que,
cuando las moléculas absorben radiacién Infrarroja, éstas entran en un estado
vibracional excitado, que posteriormente se disipa en forma de calor al regresar al estado
basal; cada tipo de enlace entre dtomos absorbe a diferentes longitudes de onda

(Fressenden, 2003, citado por Ponce et al. 2023).
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Wavelength (A)

0001 nm 01 nm 10 nm 1 mm im 100 km
Cosmic Rays
X Rays Microwaves Radio Waves
Gamma Rays Radar ™M AM

Light
380 nm — 750 nm

Near
Infrared
760 nm 1500 nm

3000 nm 1 million nm

Figura 10. Espectro electromagnético y sus regiones

Fuente: https://www.azooptics.com/Article.aspx?ArticleID=1666

3.3.1 Aplicacion de la espectroscopia Infrarrojo

La espectroscopia infrarrojo se utiliza mas en el andlisis cualitativo de las
moléculas, puesto que los distintos enlaces y grupos funcionales absorben energia a
frecuencias diferentes; con ello se logra determinar los tipos de grupos que hay en una
molécula. Los enlaces simples de N-H, O-H y C-H suelen vibrar a frecuencias més altas
que otros enlaces; luego en menor frecuencia estdn los triples enlaces, que son mas
fuertes que los dobles y los simples y requieren radiacién de alta frecuencia, asi en un

1

triple enlace carbono-carbono vibra entre 2100-2260 cm™, un doble enlace vibra entre

1600-1670 cm™ y un simple enlace entre 800-1200 cm™; por otro lado un doble enlace
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carbono-oxigeno vibra entre 1660-1780 cm™ y un simple enlace entre 1000-1300 cm™

(Bailey, 1995).
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Figura 11. Grupos funcionales y sus regiones en el Infrarrojo

Fuente: http://utdallas.edu/~scortes/ochem

3.4 Disefios experimentales

Gutierrez y De la Vara (2008), sefialan que, un disefio experimental es el método
para generar conocimiento cientifico respecto a un proceso o sistema, donde se aplican
pruebas experimentales o tratamientos planificados en base a reglas, que nos permiten
comprender mejor las relaciones entre causa y efecto en diversas situaciones; todo esto
fundamentado en el método cientifico.

Melo et al. (2020), senalan que un disefio experimental es una serie de pruebas
que busca comprender las variables de estudio mas influyentes en dicho experimento,
evaluados por medio de variables de respuesta en un proceso o sistema de interés, de tal
manera que al aplicar cambios en las variables de estudio sea posible cuantificar los

cambios generados en las variables de respuesta.

3.4.1 Experimentos factoriales

Los experimentos factoriales son aquellos en los que se estudian o comparan
simultdneamente dos o més factores de estudio con sus respectivos niveles, los cuales al
combinarlos originaran varios tratamientos (Benitez et al. 2010).

En experimentos factoriales una técnica estadistica para analizar el efecto de dos
0 mas variables independientes o factores sobre una variable de respuesta, es el Anova.
Las bondades del Anova es que permite evaluar cudl factor independiente tuvo o no
mayor influencia sobre la variable de respuesta; permite ademdas evaluar los efectos de

las interacciones de los factores. Se dice que entre dos factores hay interaccion si la
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respuesta de un factor es influenciada en forma diferenciada por los niveles del otro
(Fernandez, 2020).
En un experimento de dos factores de n réplicas el modelo estadistico de este

disefio quedaria de la siguiente forma:
Yiik = U+ 7T+ B+ (1P)i; + &iji

Siendo:
u = Media poblacional
7; = Efecto del i-ésimo nivel del factor A
B; = Efecto del j-ésimo nivel del factor B

(tB)i; = Efecto de la interaccion entre Factor A 'y B

&;jx = Error aleatorio.

3.4.2 Prueba de hipétesis
Una prueba de hipdtesis es el procedimiento estadistico que consiste en
establecer una aseveracion o hipoétesis respecto a una caracteristica de estudio de una
poblacién y que por medio de procedimientos estadisticos nos permite aceptar o
rechazar la hipdtesis planteada inicialmente frente a una hipdtesis alterna (Walpole, R.
1999). Asi, se puede plantear la hipétesis nula y alterna de la siguiente manera:
Hipétesis nula: H,: pug = Uy
Hipotesis alterna: Hy:pq # Uy
Para tomar la decision de aceptar o rechazar la hipdtesis nula, se emplea el valor
P, que es un valor de probabilidad que va de O a 1. En una prueba de hipotesis se
compara el valor de P obtenido con el valor o, donde se puede tener dos casos (Molina,
2017):
Si p > 0,05 significa que la hipdtesis nula es verdadera

Si p < 0,05 significa que la hipétesis nula es falsa
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4 PARTE EXPERIMENTAL

CAPITULO 4

4.1 Ubicacion del trabajo de investigacion

El presente proyecto de investigacién se realizé en el laboratorio del Area de

Fisicoquimica de la Carrera de Ciencias Quimicas de la Facultad de Ciencias Puras y

Naturales de la Universidad Mayor de San Andrés UMSA, ubicado en el Campus

universitario de la Zona de Cota Cota en la ciudad de La Paz.

4.2 Equipos Materiales y Reactivos

4.2.1 Equipos y materiales

Tabla 3. Equipos y materiales empleados en Laboratorio

Equipos y materiales

Caracteristicas

Ubicacion

Plancha de calentamiento
pH metro

Termoémetro
Balanza analitica

Espectroscopio FT-IR

Estufa eléctrica
Refrigerador

Material volumétrico
(matraces, bureta, pipeta,
vasos, etc.)

Thermo Scientific
Cimarec

pH Meter Hanna
Instruments
0-120 °C

Qhaus — Adventurer TM

Thermo Scientific
FTIR Summit-ATR Everest

LG-electronics

Material de vidrio

Lab. Fisicoquimica
Lab. Fisicoquimica

Lab. Fisicoquimica
Lab. Fisicoquimica

Noster Tec SRL.
Lab. Fisicoquimica
Lab. Fisicoquimica

Lab. Fisicoquimica
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4.2.2 Reactivos

Tabla 4. Reactivos empleados en Laboratorio y su aplicacion

Reactivos Caracteristicas Aplicacion
Acido clorhidrico 37% Hidrdlisis
Acido citrico Grado p.a. Hidrdlisis
EDTA Grado p.a. Hidrdlisis
Etanol 96° Precipitacidn, esterificacion
Fenolftaleina Indicador Estandarizacién
Indicador Mixto Indicador Estandarizacién
Rojo fenol Indicador Indicador en esterificacion
Carbonato de sodio anhidro Grado p.a. Estandarizacién de HCI1
Ftalato acido de potasio Grado p.a. Estandarizacién de NaOH
Hidréxido de sodio Grado p.a. Valoracion de pectinas

4.3 Procedimiento Experimental
4.3.1 Materia prima para extraccion de pectina
La granadilla empleada en este trabajo de investigacion fue adquirida en la feria

de frutas y verduras de la Zona Villa Dolores de la ciudad de El Alto. Sin embargo, la
vendedora indica que esta granadilla es procedente de la Comunidad Charapaxi, de la
Provincia Inquisivi del departamento de La Paz. En la Figura 12 se presenta la ubicacion
de Charapaxi, cuyas coordenadas geograficas y altitud son:

e Latitud: 16,83973° 0 16° 50' 23" sur

e Longitud: 67,18074° 0 67° 10' 51" oeste

e Altitud: 2.735 metros (8.973 pies)
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Figura 12. Provincia Inquisivi, La Paz

Fuente: www.educa.com.bo/geografia/provincia-inquisivi-mapa

Se emplearon granadillas de la localidad de Charapaxi para la extraccién de las
pectinas, las cuales presentaron una coloracién amarilla en su epidermis, lo que nos

indica que estaban en un grado de madurez de 5 y 6, consideradas de madurez

comercial. La cantidad empleada fue de 7 kg de fruta fresca.

Figura 13. Fruta de granadilla de la localidad de Charapaxi
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4.3.2 Separacion del mesocarpio

El mesocarpio fue separado de la cdscara de la fruta de la granadilla, para ello se
emple6 un cuchillo cortando la granadilla en dos mitades, luego se extrajo el
mesocarpio de la cdscara con la ayuda de una cuchara, tratando de extraerlo lo mds

completo posible.

Figura 14. Granadilla partida a la mitad (izq). Mesocarpio separado (der).

4.3.3 Lavado

Se procedi6 a realizar el lavado del mesocarpio de la granadilla extraida de las
cascaras; para ello el mesocarpio fue cortado en pequeiios trozos y luego colocados en
una fuente con agua. Con el lavado se quita todo polvo o particulas que pudieran

interferir en el proceso de hidrdlisis.

Figura 15. Lavado del mesocarpio de la granadilla

23



4.3.4 Inactivacion enzimatica
La inactivacién enzimdtica fue realizada colocando el mesocarpio en una olla
metdlica con agua a ebullicién por un tiempo de 10 minutos; luego se escurrié el agua

adherida en una coladera.

Figura 16. Inactivacion enzimdtica del mesocarpio

4.3.5 Secado
El mesocarpio de la granadilla luego de la inactivacién enzimadtica fue escurrido
del agua y colocado en bandejas metdlicas; luego se los coloca en una estufa a una

temperatura de 45 °C por un tiempo de 24 horas para su secado.

Figura 17. Mesocarpio de la granadilla en la estufa (izq). Mesocarpio secado (der).
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4.3.6 Triturado
Una vez secado el mesocarpio de la granadilla, se realiz6 el triturado con ayuda
de una licuadora, se tritur6 para reducir su tamafo esto con el fin de aumentar el drea de

contacto en el momento de la hidrélisis acida.

Figura 18. Mesocarpio de la granadilla en licuadora (izq). Mesocarpio triturado (der).

4.3.7 Hidrolisis

El mesocarpio triturado fue sometido a diferentes tratamientos para determinar la
influencia de tipos de éacido, pH y temperaturas. Se realiz6 una hidrdlisis 4cida,
empledndose tres tipos de 4cido: Acido clorhidrico, Acido citrico y Acido etilendiamin
tetraacético EDTA; se probaron tres valores de pH: 2,1; 2,5 y 2,9; y se trabajaron a dos
temperaturas, 60 y 77 °C, todos los tratamientos fueron hidrolizados por un tiempo
constante de 75 minutos en una plancha de calentamiento con agitacién constante y bajo
tres repeticiones. La relacion utilizada mesocarpio/solvente fue de 1:50, donde se pesé 2

g de granadilla seca triturada para un volumen de 100 mL de solvente acidulado.

Figura 19. Hidrolisis en la plancha de calentamiento
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4.3.8 Filtracion

Al concluir el proceso de hidrdlisis, se hizo la filtracion para separar el extracto y
los residuos sélidos del mesocarpio de la granadilla; para ello se empled una tela
organza (gaza) que es de un tejido muy fino, aplicindole una presién para expulsar el

extracto retenido, el cual contiene a la pectina solubilizada.

Figura 20. Filtrado del mesocarpio

4.3.9 Precipitacion y separacion

Se procedié a la precipitacién de la pectina empleando alcohol etilico al 96% en
una relacién de filtrado-etanol de 1:1, dejdndolo en reposo a una temperatura entre 3-
5°C por un tiempo de 24 horas. Al transcurrido este tiempo se formé una solucién con
dos fases, la acuosa y la etandlica, esta ultima contiene a la pectina con aspecto

gelatinoso y transparente. Se filtré con la tela organza a doble capa para evitar pérdidas.

i

Figura 21. Precipitado con etanol (izq). Separacion de la pectina precipitada (der)
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4.3.10 Secado de la pectina
La pectina separada y filtrada se transfiri6 a cajas Petri previamente rotulados
segln los tratamientos correspondientes, y se colocaron en una estufa eléctrica a una

temperatura de 40°C durante 24 horas.

Figura 22. Pectina en caja Petri (izq). Pectinas secando en la estufa (der).

4.3.11 Molienda
Teniendo la pectina seca en las cajas Petri, se procedié a separarlas con la
espdtula., y se hizo la molienda empleando un mortero de porcelana hasta triturarlo lo

mds fino posible y homogéneo.

Figura 23. Pectina seca en caja petri (izq). Molienda de la pectina en mortero (der).

4.3.12 Pesaje
Se realiz6 el pesado en una balanza analitica de la masa de la pectina seca y

molida de cada uno de los tratamientos y sus repeticiones.
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Figura 24. Pesada de la Pectina seca (izq). Pectina seca y molida (der).

4.3.13 Envasado
Las pectinas molidas fueron envasadas en frascos pequefios de pldstico con sus

respectivos etiquetados indicando el tratamiento y su repeticion.

Figura 25. Envasado de las pectinas por tratamientos

4.4 Determinaciones Analiticas

4.4.1 Peso equivalente (PE)

Se empled el método descrito por Owens et al. (1952) para la determinacién del
peso equivalente. Se tom6 0,10 g de la pectina, para luego colocarlos en un matraz
Erlenmeyer, se agrega 5 ml de etanol al 96%, después se afadié 25 mL de agua
destilada, por dltimo, se afiade 6 gotas de indicador fenolftaleina, se agité verificando
que la pectina esté disuelta por completa; y procedié a la titulacion con NaOH 0,1 N

hasta viraje de color amarillo a rosado.
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Para la determinacion del peso equivalente se calcularon relacionando la masa de
la muestra y el volumen de hidréxido de sodio gastado en la titulacién, mediante la
siguiente férmula:

E— 1000 * g de muestra
~ V(NaOH)"A" * N (NaOH)

Donde:
= ¢ de componente acido (pectina)

= V (mL) NaOH (gastados en la titulacion)

4.4.2 Acidez libre (AL)
La determinacion de la acidez libre se calcula relacionando los miliequivalentes

de NaOH consumidos y el peso de la pectina en gramos (Owens, et al., 1952).

V(NaOH) "A" * N (NaOH)
g de componente acido

Acidez libre =

Donde:

= meq NaOH (utilizados en la titulacion)

= ¢ de componente acido (pectina)

4.4.3 Porcentaje de metoxilo (ME)

Para determinar el porcentaje de metoxilo se siguié el método descrito por
Owens et al. (1952). A la solucioén utilizada anteriormente en la determinacién del peso
equivalente y acidez libre, se le agrega 5 mL de NaOH 0,25 N, se agita, luego se deja
reposar durante 30 min. a temperatura ambiente. Posteriormente se agrega 5 mL de HCl
0,25 N, para neutralizar el NaOH en exceso. Se agita la solucién y se titula con una
soluciéon de NaOH 0,1 N tomando como punto final de la valoracién un color rojo

permanente por 20 s.
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El célculo de porcentaje de metoxilo se realiza empleando la siguiente formula:

] V(NaOH)B* N (NaOH) = 31
% metoxilo = — X 100
mg componente acido

Donde:

= 3]:es el peso molecular del metoxilo(CH30) expresado en mg/meq
= meq B: miliequivalentes de NaOH gastados en la titulacion

= mg componente acido (peso de pectina)

4.4.4 Grado de esterificacion (GE)
El porcentaje de grado de esterificacion, se calcula relacionando los meq de B
gastados en la titulacion del porcentaje de metoxilacion y la suma total de los

miliequivalentes de A gastados de NaOH en la determinacion de la acidez libre y los y

los miliequivalentes B (FAO JECFA, 2009).

meq B i Vg
%GE = X100 6 %GE =

x 100
meq A + meq B Vy+ Vg

Donde:

= Meq B: miliequivalentes utilizados de NaOH gastados en la determinacion
del contenido de metoxilo.

= Meq A: miliequivalentes de NaOH gastados en la determinacion de acidez

libre.

4.5 Analisis por Espectroscopia Infrarrojo (FT-IR)

Se realizé andlisis de espectroscopia de infrarrojo FT-IR de las muestras de
pectina obtenidas con la finalidad de confirmar la presencia de grupos funcionales
caracteristicos de la pectina, los cuales fueron analizados y comparados con un espectro

estdndar de una pectina encontrada en literatura.

30



Figura 26. Espectroscopio FTIR de la Empresa Noster Tec SRL

4.6 Diseno experimental

El presente trabajo de investigacion se dividié en dos etapas: en la Primera se
emplearon Acido clorhidrico y Acido citrico como agente hidrolizante y en la Segunda
se empled EDTA.

En la Primera etapa de la investigacion se utilizé el Disefio Completamente al
Azar (DCA) con arreglo Factorial 2x3x2 y 3 repeticiones. Los factores de estudio fueron

evaluados mediante un analisis de varianza con el Software de estadistica Minitab 17.

Tabla 5. Factores en la experimentacion con dcido clorhidrico y dcido citrico

Factor A Factor B Factor C
Tipo de 4dcido Niveles de pH Temperatura
bl1=2,1
al=HCl cl =60 °C
b2=2,5
a2= acido citrico c2="177°C
b3=2,9

Fuente: Elaboracién propia

Para esta parte de la investigacion se usé el siguiente modelo estadistico:
Yiik =pn+a;+ Bty + (aB)ij+ (av)ic + (BY)jr + (@BY)ijk + €ijk
p = Media poblacional
a; = Efecto del i-ésimo nivel del factor A
B = Efecto del j-€simo nivel del factor B

¥, = Efecto del j-ésimo nivel del factor C
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(apB);j = Efecto de la interaccion entre el Factor A y B
(ay)x= Efecto de la interaccion entre el Factor Ay C
(By) ji= Efecto de la interaccion entre el Factor By C
(aBy)iji= Efecto de la interaccion entre los Factores A, By C

&;jx = Error aleatorio.

En la segunda etapa de la investigacion se utiliz6 el Diseno Completamente al

Azar (DCA) con estructura Factorial 3 x 2 y 3 repeticiones. Los factores de estudio

fueron evaluados mediante un andalisis de varianza con el Software de estadistica

Minitab 17.

Tabla 6. Factores aplicados en la experimentacion con EDTA

Factor A Factor B
Concentraciéon EDTA Temperatura
al=0,5%
bl =60°C
a2=0,75%
b2=77°C
a3=1,0%

Fuente: Elaboracion propia

Para esta segunda parte de la investigacion se usé el siguiente modelo:
Yije =+ a; + B + (aB)ij + ijx

u = Media poblacional
a; = Efecto del i-ésimo nivel del factor A
Bi = Efecto del j-ésimo nivel del factor B

(aB);j = Efecto de la interaccion entre el Factor A'y B

&;jx = Error aleatorio.

32



4.6.1 Tratamientos

Los tratamientos resultantes de la combinacion de los niveles de los factores en

estudio son:

Tabla 7. Tratamientos para la Ira parte de la experimentacion (HCl y dc. citrico)

Tratamiento Combinacién Descripcion

T1 alblcl HCI- pH 2,1-60 °C
T2 alblc2 HCI- pH 2,1-77°C
T3 alb2cl HCI- pH 2,5-60°C
T4 alb2c2 HCI- pH 2,5-77°C
T5 alb3cl HCI- pH 2,9-60°C
T6 alb3c2 HCI- pH 2,9-77°C
T7 a2blcl Cit- pH 2,1-60°C

T8 a2blc2 Cit - pH 2,1-77°C
T9 a2b2cl Cit - pH 2,5-60°C
T10 a2b2c?2 Cit - pH 2,5-77°C
T11 a2b3cl Cit - pH 2,9-60°C
T12 a2b3c2 Cit - pH 2,9-77°C

Fuente: Elaboracion propia

Total ensayos: 12 Tratamientos * 3 rep = 36 ensayos

Tabla 8. Tratamientos para la 2da parte de la experimentacion (EDTA)

Tratamiento Combinacion Descripcion
Tl albl 0,5%-60 °C
T2 alb2 0,5%-77 °C
T3 a2bl 0,75%-60°C
T4 a2b2 0,75%-77°C
T5 a3bl 1,0%-60°C
T6 a3b2 1,0%-77°C

Fuente: Elaboracién propia

Total ensayos: 6 Tratamientos * 3 rep = 18 ensayos
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CAPITULO 5

S RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Extraccion de pectina con HCl y acido citrico variando pH y temperatura
5.1.1 Extraccion de pectina con HCl y acido citrico a tres niveles de pH 'y 60 °C
Los rendimientos de extraccion de pectina para los dos tipos de dcido a distintos
niveles de pH y a una temperatura de 60 °C de hidrdlisis se muestran en la Figura 27,
donde se muestra que los mayores rendimientos de pectina se obtuvieron a un pH = 2,1
para ambos 4cidos, no obstante, el 4cido citrico obtuvo un 20,30 %, mientras que el HCI1
un 11,08 % de rendimiento; asimismo, se observa que al aumentar el pH de hidrolisis

los rendimientos disminuyen.

30,00

25,00 -
20,30

20,00 -

14,08

15,00 -
11,08 OHC

% Rendimiento

10,00 - 8,78 7,87 D A. Citrico
6,25

5,00 -

0,00 T T
2,1 2,5 2,9

pH

Figura 27. Rendimiento de pectina empleando HCl y dcido citrico a 60°C

Fuente: Elaboracion propia

5.1.2 Extraccion de pectina con HCl y acido citrico a tres niveles de pHy 77 °C

Se registraron los rendimientos més altos de extraccidn de pectina a un pH de 2,1
tanto para el 4cido citrico como el HCI a la temperatura de hidrélisis de 77 °C, asimismo
en la Figura 28, se observa que se obtienen mayores rendimientos empleando acido
citrico en comparacion con el HCI, obteniéndose un 34,0 % y 15,78 % respectivamente;

cabe mencionar que a medida que aumenta el pH disminuyen los rendimientos.
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Figura 28. Rendimiento de pectina empleando HCl y dcido citrico a 77°C

Fuente: Elaboracién propia

Chasquibol et al. (2008), efectuaron la extraccién de pectina del mesocarpio de
la granadilla empleando HCI obteniendo un rendimiento de 21,60% a un pH de 2,5, a la
temperatura de 90 °C y un tiempo de 75 min. . En la presente investigacion se obtuvo un
menor rendimiento de 14,07 % empleando HCI a las mismas condiciones de pH de 2,5
y tiempo de 75 min. , no obstante la temperatura aplicada fue menor (77 °C); esto podria
ser un factor para el menor rendimiento de pectina.

Choolner (2020) report6 que obtuvo un rendimiento de pectina del albedo de
pomelo de 8,5 % empleando HCI, a un pH de 3, temperatura de 80 °C y por un tiempo
de 70 min. Sin embargo, Fernandez (2023), realiz6 la extraccion de pectina de albedo de
toronja, donde obtuvo rendimientos de pectina elevados, del 49,18 %, con la diferencia
que empled acido citrico a un pH de 1,8, temperatura de 68 °C y 50 min. Se puede notar
la diferencia en rendimiento de pectina entre el HCI y dcido citrico, donde con esta
ultima se obtiene mayores rendimientos de extraccion.

Comparando estos resultados se observa, que el acido citrico obtiene un
rendimiento mayor al de HCI en la extraccion de pectina de la toronja. Este mismo
comportamiento se repite en la extraccion de pectina del mesocarpio de la granadilla de

la presente investigacion.
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5.2 Extraccion de pectina con EDTA variando Concentracion y temperatura
5.2.1 Extraccion de pectina a 0,5; 0,75y 1,0% de EDTA y 60 °C.

En la Figura 29 se muestran los rendimientos de extraccion de pectina con EDTA
a una temperatura de 60 °C; donde se observa que a concentraciones de 0,5; 0,75y 1,0 %
de EDTA, los rendimientos fueron del y 14,7; 19,9 y 22,4 % respectivamente. Estos
resultados indican que a medida que aumenta la concentraciéon de EDTA, los

rendimientos de extraccion también se incrementan.

50,0
45,0 -
40,0 -
35,0 -
30,0 -
25,0 - 19,9
20,0 - 14,7
15,0 -
10,0 -
50 -
0,0

22,4

% Rendimiento

0,75 1

Concentraciéon EDTA %m/v

Figura 29. Rendimiento de pectina empleando EDTA a 60°C

Fuente: Elaboracién propia

5.2.2 Extraccion de la pectina a 0,5; 0,75y 1,0 % de EDTA a 77 °C

La extraccion a la temperatura de 77°C con concentraciones de EDTA del 0,5;
0,75 y 1,0 % lograron rendimientos del 31,4; 40,6 y 40,3 % respectivamente, mostrando
las dos tultimas concentraciones resultados similares (Figura 30). Este resultado sugiere
que, a temperaturas mds altas, la extraccidon de pectina con una concentracién de EDTA
del 0,75 % es suficiente para obtener rendimientos comparables a los obtenidos con

concentraciones mas altas.
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Figura 30. Rendimiento de pectina empleando EDTA a 77°C

Fuente: Elaboracion propia

Lira (2009), en su investigacion de extraccién de pectina de cédscara de tunas
reportd un rendimiento de 9,8 % de pectina cuando aplico EDTA a una concentracion
del 1,0 % durante 2 horas a 70 °C. En otro estudio, Lozada (2007) llevé a cabo
extracciones de pectina en cédscaras de tuna bajo condiciones de 80 °C de temperatura y
2 h de hidrdlisis utilizando distintas concentraciones de EDTA: 0,25%, 0,5% y 1,0% con
rendimientos del 1,8%, 4,2% y 8,7 %, respectivamente. Esto indica que a medida que
aumenta la concentracion de EDTA existe un incremento en el rendimiento de pectina.

El EDTA es un agente acomplejante, con la capacidad de capturar un i6n
metalico por medio de sus pares de electrones no compartidos de los grupos carboxilato
y de los dtomos nitrogeno (Laitinen y Harris, 1982). Al aplicar distintas concentraciones
de EDTA en la hidrélisis del mesocarpio de la granadilla, es probable que haya
efectuado su actividad quelante al formar complejos con los iones metélicos presentes en
el mesocarpio, lo que favorecid la extraccion de la pectina. Valenciaga y Chongo (2004)
sefalan que, la pared celular vegetal estd constituida por fibrillas de celulosa, mientras
que ldmina media (matriz) es amorfa y se compone principalmente de compuestos
pécticos e iones metalicos.

Jones (1978) menciona que, el calcio estd asociado a la pectina en la pared

celular, estudios en la planta Holcus lanatus demuestran que la pectina y la lignina de la
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pared celular forman complejos con el calcio; del mismo modo, investigaciones en la
pared celular de la planta Agrostis spp encontraron complejos de pectato con zinc. Los
grupos funcionales que pueden estar involucrados en la unién con iones metdlicos son
los carboxilos presentes en las pectinas, asi como los carboxilos e hidroxilos presentes
en las ligninas, con los que formarian complejos estables.

La capacidad del calcio para formar complejos con la pectina estd asociada con
los grupos carboxilos libres de las cadenas de pectina (Anyas et al, 1950, citado por
Gilabert, 1995). Ademds de los grupos carboxilos, se ha descrito que los enlaces de
calcio pueden implicar otros grupos funcionales y pueden incluir interacciones con
atomos de oxigeno, segin Rees et al. (1982) citado por Gilabert, (1995). Esto muestra
que un componente que estd presente en las pectinas es el ion calcio,

Ademds, se han reportado complejos de calcio con carbohidratos, tanto neutros
como &cidos. Estos complejos involucran enlaces de coordinacién que utilizan los
orbitales vacios del ion calcio. Se enfatiza que el ion calcio es efectivo en la formacion

de estos complejos con carbohidratos (Angyal, 1989, citado por Gilabert, 1995).

5.3 Evaluacion del efecto de los distintos tipos de acido, pH y temperatura en la

extraccion de pectina a través de un Analisis estadistico

5.3.1 Analisis de varianza de Rendimiento de pectina con HCl y acido citrico
Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOV A) para el rendimiento de pectina del
mesocarpio de la granadilla (Tabla 9) para: tipos de dcido, niveles de pH y temperatura a

un nivel de confiabilidad del 95 %.
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Tabla 9. Anova de rendimiento para tipos de dcido, pH y temperatura

Fuente de variacion GL SC CM Valor-F Valor-P
Acido 1 568,82 568,822 744,50 0,000
pH 2 551,11 275,554 360,66 0,000
Temperatura 1 597,80 597,802 782,44 0,000
Acido*pH 2 200,11 100,053 130,95 0,000
Acido*Temperatura 1 59,55 59,547 77,94 0,000
pH*Temperatura 2 5,60 2,798 3,66 0,041
Acido*pH*Temperatura 7 23,44 11,722 15,34 0,000
Error 24 18,34 0,764

Total 55 2024,76

Media=15,47% CV=5,6%

Fuente: Elaboracion propia

El Andlisis de varianza muestra que existen diferencias significativas para los
tres factores de estudio: tipo de dcido, pH y temperatura en el rendimiento de pectina.
Esto indica que cada factor de estudio y sus niveles respectivos tuvieron una influencia
estadisticamente significativa en el rendimiento de pectina del mesocarpio de la

granadilla.

5.3.1.1 Prueba de medias Tukey para el tipo de acido

Se realizo la prueba de medias Tukey al 95 % para la variable “tipo de 4cido”,
con el fin de identificar qué tratamiento tuvo un efecto significativamente mayor sobre el
rendimiento de pectina. Segun los resultados presentados en la Tabla 10, se observa que
el acido citrico muestra un rendimiento mayor del 19,44 %, mientras que el HCI registra
un 11,49 %, lo que evidencia una diferencia estadisticamente significativa en el
rendimiento entre ambos 4cidos.

Tabla 10. Prueba de medias Tukey para el Factor Tipo de Acido

Tipo de Acido N Media Grupo
Acido citrico 18 19,4444 A
HCl 18 11,4944 B

Letras distintas son diferentes significagtivamente
Fuente: Elaboracién propia

39



5.3.1.2 Prueba de medias Tukey para el pH

La Prueba de medias de Tukey al 95 % para la variable pH diferencia cudl de
sus niveles presenté mayor efecto significativo sobre el rendimiento de pectina. En la
Tabla 10 se puede ver que los tres niveles de pH son estadisticamente diferentes en
cuanto al rendimiento, siendo el pH de 2,1 el que tuvo mejores resultados.

Tabla 11. Prueba de medias Tukey para el Factor pH

pH N Media Grupo
2,1 12 20,2917 A
2,5 12 15,4083 B
29 e 10,7083 C

Letras distintas son diferentes significagtivamente
Fuente: Elaboracién propia

5.3.1.3 Prueba de medias Tukey para la temperatura

Se realiz6 una prueba de medias de Tukey al 95 % para la variable temperatura
con el proposito de identificar qué nivel ejerce un efecto significativamente sobre el
rendimiento de pectina. Segun los resultados presentados en la Tabla 12, se observa que
bajo la temperatura de 77 °C se consigue mayores rendimientos con respecto a la
temperatura de 60 °C con diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 12. Prueba de medias Tukey para el Factor Temperatura

Temperatura N Media Grupo
77 18 19,5444 A
60 18 11,3944 B

Letras distintas son diferentes significagtivamente
Fuente: Elaboracién propia

5.3.2 Analisis de varianza del rendimiento de pectina con EDTA
Se realiz6 un analisis de varianza para el rendimiento de pectina del mesocarpio
de la granadilla para las distintas concentraciones de EDTA bajo dos temperaturas de

extraccion a un nivel de confiabilidad del 95 %.
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Tabla 13. Anova del rendimiento para la pectina extraida con EDTA y 77 °C

Fuente de variacion GL SC CM Valor-F Valor-P
Concentracion 2 247,49 123,75 72,93 0,000
Temperatura 1 1550,32 1550,32 913,65 0,000

Concentraciéon*Temp 2 12,61 6,31 3,72 0,055
Error 12 20,36 1,70
Total 17 1830,78

Media = 28,28% CV=4,61%

Fuente: Elaboracion propia

El andlisis de varianza muestra diferencias significativas en relacion a la
variable concentracion, indicando que al menos una concentracion aplicada tuvo un
comportamiento distinto al resto en cuanto al rendimiento de pectina. Del mismo modo,
la variable temperatura también presenté diferencias significativas, esto sugiere que las
temperaturas aplicadas influyen de manera significativa en el rendimiento de extraccion

de pectina.

5.3.2.1 Prueba de medias Tukey para las concentraciones de EDTA

Se llevo a cabo una Prueba de medias de Tukey al 95 % para el factor
“concentracion”, con el proposito de identificar qué tratamiento tuvo un efecto
significativo sobre el rendimiento. Segin los resultados presentados en la Tabla 14, se
observa que las concentraciones del 0,75 y 1,0 % muestran un comportamiento similar,

mientras que la concentracion del 0,5 % tiene menores rendimientos.

Tabla 14. Prueba de Tukey para el factor concentracion de EDTA

Concentracion N Media Grupo
1,00 6 31,4950 A
0,75 6 30,2567 A
0,50 6 23,0833 B

Letras distintas son diferentes significagtivamente
Fuente: Elaboracién propia
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5.3.2.2 Prueba de medias Tukey para la temperatura en EDTA

Se realiz6 una Prueba de medias de Tukey al 95 % para la variable de
temperatura de extraccion, para detectar cudl tratamiento fue el que tuvo mayor efecto
significativo sobre el rendimiento. En la Tabla 15 se aprecia que las temperaturas
aplicadas en la hidrélisis son diferentes significativamente, siendo la temperatura de 77
°C el que mejores resultados presenta.

Tabla 15. Prueba de Tukey para el factor temperatura con EDTA

Temperatura N Media Grupo
77 5 37,5589 A
60 9 18,9978 B

Letras distintas son diferentes significagtivamente
Fuente: Elaboracion propia

5.4 Determinacion del peso equivalente (PE), acidez libre (AL), porcentaje de
metoxilo y grado de esterificacion (GE) de la pectina por valoraciéon acido-
base.

5.4.1 Peso equivalente (PE) con HCl y A. Citrico

A continuacién se muestran los resultados del peso equivalente de la pectina

obtenida por hidrélisis con HCl a los pH de 2,1; 2,5 y 2,9 y Temperatura de 77 °C.

Tabla 16. Peso equivalente de pectina extraida con HCI a diferentes niveles de pH

Temperatura  Tiempo Valorante PE Prom
pH [°C] [min] NaOH [eq/L] [mg/meq]
2,1 77 75 0,0951 2117,07+13,68
2,5 77 75 0,0951 2650,72+17,10
2,9 77 75 0,0951 3543,64+19,51

Fuente: Elaboracién propia

Los valores promedios de Peso equivalente de las pectinas obtenidas con HCl a
77°C fueron de 2127,23; 2650,72 y 3543,64 mg/meq para los pH de 2,1; 2,5y 2,9
respectivamente, tal como se muestra en la Tabla 16. Estos resultados muestran que el
Peso equivalente tiende a incrementar a medida que aumenta el pH, es decir que guardan

una relacién directamente proporcional.
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Figura 31. Peso equivalente con HCI a diferentes niveles de pH.

Fuente: Elaboracién propia

El Peso Equivalente para el acido citrico se presenta en la Tabla 17 a
distintos niveles de pH y temperatura de 77 °C.

Tabla 17. Peso equivalente de pectina extraida con Acido citrico a distintos pH

Temperatura Tiempo Valorante PE Prom
pH [°C] [min]  NaOH[eq/L] [mg/meq]
2,1 7 75 0,0951 186,62+3,77
2,5 77 75 0,0951 450,55+8,18
2,9 77 75 0,0951 1158,87+£31,66

Fuente: Elaboracion propia

La hidrdlisis de las pectinas con dcido citrico a la temperatura de 77 °C a los pH
de 2,1; 2,5 y 2,9 produjeron pesos equivalentes promedio de 186,62; 450,55 y 1158,87
mg/meq respectivamente, donde existe una relacion directa entre peso equivalente y pH.
Khamsucharit et al (2017), encontraron resultados de peso equivalente de pectinas de
las cascaras de platano entre 943 y 1456 mg/meq, tratadas también con 4cido citrico;
estos valores se asemejan a la pectina del presente trabajo hidrolizada con 4cido citrico a

pH 2,9 donde se obtuvo 1158,87 mg/meq.
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Figura 32. Peso equivalente con dcido citrico a diferentes pH

Fuente: Elaboracién propia

5.4.2 Peso equivalente (PE) con EDTA
Se determiné el Peso Equivalente de las pectinas extraidas con EDTA a distintas

concentraciones y temperatura de 77 °C, como se muestra en la Tabla 18:

Tabla 18. Peso equivalente de pectina extraida con EDTA

Conc Temperatura Tiempo Valorante PE Prom

[%] [°C] [min] NaOH [eq/L] [mg/meq]
0,5 77 75 0,0951 1179,90+£59,15
0,75 77 75 0,0951 988,54+24,12
1,0 77 75 0,0951 766,97+17,76

Fuente: Elaboracion propia

Los pesos equivalentes obtenidos con EDTA a las concentraciones de 0,5; 0,75
y 1,0 % fueron 1179,90; 988,54 y 766,97 mg/meq respectivamente; estos resultados nos
muestran que a menor concentracion de EDTA se tiene valores altos de peso

equivalente, es decir muestran una relacion inversamente proporcional.
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Figura 33. Peso equivalente a diferentes concentraciones de EDTA

Fuente: Elaboracion propia

5.4.3 Acidez libre (AL) con HCl y Acido Citrico
La acidez libre representa a los grupos carboxilos libres presentes en el
componente acido, en la que relaciona los miliequivalentes de NaOH consumidos en el

ensayo del peso equivalente y el peso de la pectina en gramos.

Los resultados de Acidez Libre para las pectinas tratadas con Acido clorhidrico a

diferentes pH y a la temperatura de 77 °C se presentan en la Tabla 19.

Tabla 19. Acidez Libre de pectina extraida con HCI a diferentes pH

Temperatura  Tiempo Valorante AL Prom
pH [°C] [min] NaOH [eq/L] [meq/g]
2,1 77 75 0,0951 0,472+0,003
2,5 77 75 0,0951 0,377+0,002
2,9 77 75 0,0951 0,282+0,001

Fuente: Elaboracién propia

Se muestra en la Tabla 19 la Acidez libre media hidrolizadas con HCl a los pH
de 2,1; 2,5 y 2,9 donde los resultados fueron 0,472; 0,377 y 0,282 meq/g
respectivamente; mostrdndo que a menor pH la acidez libre incrementa, es decir que

presentan una relacion inversa; esto puede deberse que a valores de pH menores ocurre
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una mayor hidrdlisis en el mesocarpio de la granadilla. Rodriguez et al (2023)
investigaron la extraccion de pectina en cacao hidrolizadas con HCl, y del mismo modo
observaron que a menores pH se tiene valores elevados de Acidez libre, donde
obtuvieron a pH de 2, 3 y 4 valores de acidez libre de 0,4; 0,3 y 0,2 meq/g

respectivamente.
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Figura 34. Acidez libre de pectina extriada con HCl a diferentes pH

Fuente: Elaboracion propia

La Acidez Libre para el Acido citrico a los pH de 2,1; 2,5 y 2,9 a la temperatura

de 77°C se detallan a continuacion:

Tabla 20. Acidez Libre de pectina extraida con Acido citrico a diferentes pH

Temperatura  Tiempo Valorante AL Prom
PH [*C] [min] NaOH [eq/L] [meq/g]
2,1 77 75 0,0951 5,36+0,11
2,5 77 75 0,0951 2,2240,04
2,9 77 75 0,0951 0,86+0,02

Fuente: Elaboracion propia

Los valores de Acidez libre media bajo hidrélisis con Acido citrico se muestran
en la Tabla 20, donde se puede observar que a pH de 2,1; 2,5 y 2,9 la acidez libre
determinada fue de 5,36; 2,22 y 0,86 meq/g respectivamente; del mismo modo ocurre

que a valores menores de pH la acidez libre se incrementa.
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Figura 35. Acidez libre con dcido citrico a diferentes pH'y 77°C

Fuente: Elaboracién propia

5.4.4 Acidez libre (AL) con EDTA
La Acidez Libre de las pectinas por hidrolisis con EDTA a diferentes

concentraciones y a la temperatura de 77 °C se detalla a continuacion:

Tabla 21. Acidez libre de pectina extraida con EDTA

Conc Temperatura Tiempo Valorante AL Prom
[%] [°C] [min] NaOH [eq/L] [meq/g]
0,5 77 75 0,0951 0,85+0,04
0,75 77 75 0,0951 1,01+0,02
1,0 77 Ty 0,0951 1,30+0,03

Fuente: Elaboracion propia

Los valores de Acidez libre en promedio de la pectina hidrolizada con EDTA a la
temperatura de 77 °C, se muestran en la Tabla 21, donde a las concentraciones de 0,5;
0,75 y 1,0 % se obtuvieron valores de 0,85; 1,01 y 1,30 meq/g respectivamente. Se
puede apreciar que a mayor concentracion de EDTA se tiene también mayores valores
de Acidez libre, es decir que son directamente proporcionales. Esto seria debido a que, a
menor concentracion de EDTA, menor es la hidrélisis del mesocarpio, por consiguiente

se tiene menos grupos carboxilos libres.
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Figura 36. Acidez libre a diferentes concentraciones de EDTA y 77 °C

Fuente: Elaboracion propia

5.4.5 Porcentaje de metoxilo (% ME) con HCl y A. Citrico

La cantidad de metoxilos unidos al grupo carboxilico del 4cido galacturénico de
la pectina que forman el éster es el porcentaje de metoxilo; y a mayor porcentaje de
metoxilos mayor es la rapidez de gelificacion.

Se determino el porcentaje de metoxilo (%ME) para la pectina extraida con HCI

a distintos pH y temperatura de 77 °C; los resultados se presentan en la Tabla 22:

Tabla 22. Metoxilo de pectina extraida con HCI a diferentes pH

Temperatura Tiempo Valorante ME Prom
pH [°C] [min]  NaOH [eq/L] [%]
2,1 77 75 0,0951 7,29+0,13
2,5 77 75 0,0951 7,16+0,10
2,9 77 75 0,0951 6,95+0,23

Fuente: Elaboracién propia

Los porcentajes de metoxilo determinados para la pectina extraida mediante
hidrélisis con HCl a pH de 2,1; 2,5 y 2,9 fueron 7,29%; 7,16% y 6,95%,
respectivamente; estos valores indican que son de alto contenido de metoxilos, ya que
son mayores a los estdndares establecidos por la FAO, que requieren un minimo del
6,70% de metoxilos. En este caso, la hidrélisis con HCI produjo pectinas de alto
contenido de metoxilos, que podria ser debido a que los grupos éster de la pectina no
fueron desmetilados en exceso.
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Figura 37. Porcentaje de metoxilo con HCI a diferentes pH y 77°C
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Fuente: Elaboracién propia

Chasquibol et al. (2008) al realizar una extraccion con HCl a un pH de 2,5, a la
temperatura de 90°C por 75 minutos, obtuvo un contenido de metoxilo de 14,40 %, valor
muy superior al minimo (6,70% segun la FAO). En contraste a la presente investigacion
también se obtuvieron valores superiores al minimo empleando HCl, sin embargo estian
alrededor del 7,0 %.

Vasquez et al. (2008), observo que, el contenido de metoxilos en la pectina
extraida de cdscaras de platano con HCl a pH 2,0 y 3,0 presentan valores de 1,47 % y
2,22 % respectivamente; si bien estos resultados son bajos en metoxilos, indican que a
niveles bajos de pH, el contenido de metoxilo tiende a ser menor. Asimismo, sefala que
los niveles de pH en una extraccion de pectina afectan al contenido de metoxilos.

Se calcul6 el porcentaje de metoxilo (%ME) para la pectina extraida con Acido
citrico a pH de 2,1; 2,5 y 2,9 a la temperatura de hidrélisis de 77 °C, donde los resultados
obtenidos se presentan en la Tabla 23.

Tabla 23. Metoxilo de pectina extraida con Acido citrico a diferentes pH

Temperatura  Tiempo Valorante ME Prom
pH [°C] [min]  NaOH [eq/L] [%]
2,1 77 75 0,0951 6,09+0,22
2,5 77 75 0,0951 6,64+0,05
2,9 77 75 0,0951 7,30+0,16

Fuente: Elaboracién propia
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Los resultados del porcentaje de metoxilo obtenido para la pectina extraida
mediante hidrdlisis con 4cido citrico muestran que a pH 2,1; 2,5 y 2,9 se obtuvieron
valores de 6,09 %; 6,64 % y 7,30 % de metoxilo, respectivamente. De estos valores, las
hidrélisis realizadas a pH de 2,5 y 2,9 son las que reportan pectinas de alto metoxilo, ya

que superan el minimo de 6,70 % establecido por la FAO.
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Figura 38. Porcentaje de metoxilo con Acido Citrico a diferentes pH y 77 °C

Fuente: Elaboracién propia

5.4.6 Porcentaje de metoxilo (% ME) con EDTA
El porcentaje de metoxilo determinado al hidrolizar el mesocarpio de la
granadilla con EDTA a concentraciones de 0,5 %; 0,75 % y 1,0 % y temperatura de

77°C se presentan en la Tabla 24.

Tabla 24. Metoxilo de pectina extraida con EDTA a 77°C

Conc Temperatura Tiempo Valorante ME Prom
[%] [°C] [min] NaOH [eq/L] [%]
0,5 77 75 0,0951 6,09+0,05
0,75 77 75 0,0951 4,51+0,08
1,0 77 75 0,0951 4,38+0,15

Fuente: Elaboracion propia
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Los porcentajes de metoxilacion determinados de la pectina del mesocarpio de la
granadilla al ser hidrolizados con EDTA a concentraciones de 0,5 %; 0,75 % y 1,0 %
fueron 6,09 %; 4,51 % y 4,38 % de metoxilos respectivamente. Estos valores estan por
debajo del valor minimo requerido (6,70 %), por consiguiente serian considerados como

pectinas de bajo metoxilo.
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Figura 39. Porcentaje de metoxilo con EDTA a 77 °C

Fuente: Elaboracién propia

5.4.7 Grado de esterificacién (GE) con HCl y A. Citrico
Se determind el GE de la pectina extraida del mesocarpio de la granadilla bajo
hidrolisis con HCI a los pH de 2,1; 2,5 y 2,9 a la temperatura de 77°C, los resultados se

muestran a continuacion:

Tabla 25. Grado de esterificacion de pectina extraida con HCI a diferentes pH

Temperatura  Tiempo Valorante GE Prom
pH [°C] [min]  NaOH [eq/L] [%]
2,1 77 75 0,0951 83,24+0,16
2,5 77 75 0,0951 86,04+0,37
29 77 75 0,0951 88,82+0,24

Fuente: Elaboracion propia
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Los valores de grado de esterificacion encontrados bajo la hidrdlisis de pectina

con HCI a una temperatura de 77 °C y pH de 2,1; 2,5 y 2,9 fueron de 83,24 %; 86,04 % y

88,82 %, respectivamente, como se muestra en la Figura 40. Estos resultados indican

que todas las muestras presentan un alto grado de esterificaciéon (GE), ya que son

mayores al 60 %, que es el minimo establecido por la FAO. Esto implica que més del

50 % de los grupos carboxilo estdn esterificados en estas pectinas.
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Figura 40. Grado de esterificacion con HCI a diferentes pH 'y 77°C

Fuente: Elaboracion propia

Las pectinas extraidas por hidrolisis con Acido citrico a pH de 2,1; 2,5y 2.9 y

temperatura de 77 °C, también se determinaron sus Grados de Esterificacion, cuyos

resultados se presentan en la Tabla 26.

Tabla 26. Grado de esterificacion de pectina extraida con dcido citrico a diferentes pH

Temperatura  Tiempo Valorante GE Prom
pH [°C] [min]  NaOH [eq/L] [%]
2,1 77 75 0,0951 26,82+0,76
2,5 77 75 0,0951 49,10+0,30
2,9 77 75 0,0951 73,17+0,98

Fuente: Elaboracién propia

52



Se determiné el grado de esterificacion de la pectina mediante hidrélisis con
acido citrico, como se muestra en la Figura 40. Para valores de pH de 2,1; 2,5y 2,9, se
obtuvieron valores de grado de esterificacion del 26,82 %; 49,10 % y 73,17 %,
respectivamente. Se observa que la hidrélisis a pH 2,9 fue la dnica que produjo una
pectina con un grado de esterificacion superior al 60 %, el cual es el valor minimo

requerido por la FAO.

100,00
90,00 -
80,00 - 73,17
70,00 -
60,00 - 49,10
50,00 -
40,00 -
30,00 -
20,00 -
10,00 -
0,00 . .
2,1 2,5 2,9
pH

26,82

% Grado de Esterificacion

Figura 41. Grado de esterificacion con Acido Citrico a diferentes pH y 77 °C

Fuente: Elaboracion propia

5.4.8 Grado de esterificacion (% GE) con EDTA

Se determiné el Grado de esterificacion de la pectina obtenida bajo hidrélisis con
EDTA a las concentraciones de 0,5%; 0,75% y 1,0% a la temperatura de 77°C, cuyos
resultados se presentan en la Tabla 27.

Tabla 27. Grado de esterificacion de pectina extraida con EDTA a 0,5; 0,75y 1,0%

Conc Temperatura Tiempo Valorante GE Prom
[%] [°C] [min] NaOH [eq/L] [%]
0,5 77 75 0,0951 69,85+0,93
0,75 77 75 0,0951 58,98+0,58
1,0 77 75 0,0951 52,02+0,46

Fuente: Elaboracién propia

En la Figura 42 se presentan los valores de grado de esterificacion (GE) de la

pectina obtenida mediante hidrdlisis con EDTA. Se observa que a concentraciones de

53



0,5 %; 0,75 % y 1,0 %, se obtuvieron grados de esterificacion del 69,85 %, 58,98 % y
52,02 %, respectivamente. Sin embargo, solo el tratamiento con 0,5 % de EDTA alcanza
un valor de 69,85 % considerado como de alto grado de esterificacion, que segin los

criterios de la FAO establece que debe ser superior al 60 %.

100,00

90,00 -

80,00 - 69,85

70,00 -
58,98

60,00 - 52,02

50,00 -

% Grado de Esterificacion

40,00 -

30,00 T T
0,5 0,75 1
Concentracion EDTA (% m/v)

Figura 42. Grado de esterificacion con EDTA a 77 °C

Fuente: Elaboracién propia

5.5 Comparacion de parametros de la pectina

Entre todas las extracciones de pectina evaluadas, se eligieron aquellos
tratamientos que cumplen con los requerimientos establecidos por la FAO en cuanto a
los parametros de calidad, entre los mds importantes: el porcentaje de metoxilo y el
grado de esterificacion.

Segun los resultados presentados en la Tabla 28, se observa que las extracciones
de pectina que cumplen con los requerimientos de la FAO y presentan mejores
resultados en porcentaje de metoxilo y grado de esterificacion, los cuales son: HCI a pH
2,1; 4cido citrico a pH 2,9; y EDTA al 0,5 %, todas llevadas a cabo a una temperatura de
77 °C. Estas condiciones especificas de extraccion han demostrado ser efectivas para

obtener pectina con los pardmetros de calidad deseables.
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Tabla 28. Comparacién de pardmetros de calidad de la pectina

Pectina

Parametro FAO HCl Acido citrico EDTA

pH 2,1 pH 2,9 0,5%

77°C 77°C 77°C
Metoxilo Minimo 6,70% 7,29% 7,30% 6,09% *
Grado Minimo 60% 83,24% 73,17% 69,85%

esterificacion

Rendimientoen 15,78% 15,72% 31,40%

la investigacion

* Es el tnico que no cumple ese pardmetro.

Fuente: Elaboracion propia

5.6 Caracterizacion de la pectina por Espectroscopia Infrarrojo FT

Una técnica para caracterizar pectinas es empleando la Espectroscopia Infrarrojo
con Transformada de Fourier, que localiza las bandas de absorcién de las vibraciones
caracteristicas de los grupos funcionales que las constituyen. En ese sentido, se compard

los espectros infrarrojos de las pectinas obtenidas de la investigacion con un espectro IR

de una pectina estandar, a fin de identificar a los grupos funcionales caracteristicos.

Chasquibol, N (2010), obtuvo un espectro de pectina estdndar de limén, Figura
43, en el que se observa una banda amplia y asimétrico del grupo OH con un maximo
en 3403.65 cm™. Las bandas caracteristicas de las vibraciones del grupo carbonilo C=0
de los grupos éster (COO—R) y écidos carboxilicos (COOH) se observaron a 1740,82

cm™, y para el grupo (COO") a 1626 cm™'. Por dltimo, otra banda caracteristica es la

correspondiente a los enlaces C-O-C que se encontraron en 1020,6 cm™
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Figura 43. Espectro FT-IR de la pectina estdndar de limon

Fuente: Chasquibol, N (2010).



5.6.1 Espectro FT-IR de pectina extraida con Acido clorhidrico

En la Figura 44 se observa el espectro IR de la pectina obtenida por hidrélisis
con HCl a un pH de 2,1 y 77 °C, donde presenta una banda con un valor de 3332,6 cm'l,
que es una banda ancha debido a las vibraciones de tensidn del grupo O-H, el cual esta
en el rango de niimero de onda entre los 3300 a 3400 cm™'. Se encuentra también otra
banda correspondiente a las vibraciones del grupo C-H (2900 a 3000 cm™) con un valor
de 2920,85 cm™.

La tercera banda estd en 1738,83 cm™ que corresponde a la tension del grupo
carbonilo C=0 del grupo éster COOCHj3; y acidos carboxilicos COOH. Cerca de esta
banda se encuentra el otro grupo carbonilo correspondiente al grupo COO™ de valor
obtenido en nimero de onda de 1602,83 cm™, el cual comprende al rango propio de este
grupo, entre 1600 a 1640 cm™.

Otra banda caracteristica estd a un nimero de onda de 1000 a 1300 cm™ se
encuentran las vibraciones correspondientes a los enlaces C-O-C, para la pectina
obtenida se tiene en 1012,9 cm™, los cuales son caracteristicos por la presencia de los

grupos metoxilo, asi como del grado de esterificacion.

-CH

:® 25900-3000cm™

E= -OH c=0 Cc=0
3300-3400cm™ COO-R coo .

1700-1800cm™ 1600-1640cm™

c-0-C
1000-1300cm™

am =m EC- =0 am Iom =n =m =0 zm m =0 | Lm

Figura 44. Espectro FT-IR de la pectina extraida con HCl a pH 2, 1

Fuente: Elaboracién propia

5.6.2 Espectro FT-IR de pectina extraida con Acido citrico

El espectro IR de la pectina obtenida del mesocarpio de la granadilla bajo
hidrélisis con Acido citrico a pH de 2,9 y 77 °C que se presenta en la Figura 45, muestra
una banda ancha debido a las vibraciones del grupo O-H en 3338.7 cm™, cerca de ésta se

encuentra la banda de C-H, con un valor de 2933.2 cm™. La banda de tensién del grupo
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carbonilo C=0 del grupo éster COOCH3; y 4cidos carboxilicos COOH estd en 1733,48

cm’™, cerca se encuentra el otro carbonilo grupo COO”en 1592,78 cm™; y por dltimo estd

la presencia de la banda de los enlaces C-O-C en 1010,5 cm’.

\

2 -CH
z | 2900-3000cm” c=0
= COO-R
-OH 1700-1800cm c=0
3300-3400cm coo

1600-1640cm™

N

C-0-C

1000-1300cm™

) &0 40

Figura 45. Espectro FT-IR de pectina extraida con Acido citrico a pH 2,9

Fuente: Elaboracién propia

5.6.3 Espectro FT-IR de pectina extraida con EDTA

En la Figura 46 se tiene el espectro IR de la pectina obtenida por hidrélisis con

EDTA al 0,5 % y 77 °C, donde presenta una banda ancha debido a las vibraciones del

grupo O-H en 3277,7 cm’'; se encuentra también la banda correspondiente a las

1

vibraciones del grupo C-H con un valor de 2921 cm™. Se observa la banda de tension

del grupo carbonilo C=0 del grupo éster COOCH3 y 4cidos carboxilicos COOH en

1738,93 cm™'; cerca estd la banda del otro carbonilo (COOYden 1595,87 cm’; y

finalmente est4 la presencia de la banda de los enlaces C-O-C en 1012,9 cm™.
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Figura 46. Espectro FT-IR de pectina extraida con EDTA al 0,5%

Fuente: Elaboracién propia
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Los espectros de Infrarrojo obtenidos de la pectina extraida de la granadilla bajo

los diferentes tratamientos fueron comparados con un espectro Infrarrojo de una pectina

estandar de limén, Tabla 29, donde se observa que coinciden las bandas de los grupos

funcionales caracteristicos de una pectina estindar, confirmdndose que las pectinas

extraidas del mesocarpio de la granadilla son realmente pectina.

Tabla 29. Asignaciones obtenidas de bandas de espectros FT-IR de pectinas

Nimero de onda [em™]

Grupo funcional Pectina

presente Comercial HCl Acido citrico EDTA

estandar de pH 2,1 pH 2,9 0,5%

limén * 77°C 77°C 77°C

OH 3403,65 3332,6 3338,7 3277,7
Alquilo C-H nr. 2920,85 29332 2921,0
-COOCH; 1740,82 1738,83 1733,48 1738,93
-COO 1626,0 1602,83 1592,78 1595,87
-C-0-C 1020,6 1012,9 1010,5 1012,9

*Chasquibol, N (2010)
n.r.: no reporté la banda, pero si existe en su espectro
Fuente: Elaboracién propia
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CAPITULO 6

6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1

Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos del trabajo desarrollado, se establecen las siguientes

conclusiones:

En la primera etapa del trabajo, se efectué la hidrdlisis del mesocarpio de la
granadilla bajo tres factores: tipo de 4cido, niveles de pH y temperatura; el acido
que mayor rendimiento de extraccién de pectina presenté es el Acido citrico a
pH 2,1 y temperatura de 77 °C, alcanzado un valor de 34,00 %. En contraste, el
HCI1 obtuvo menores rendimientos, siendo su mayor rendimiento de 15,78 % a

pH2,1y77°C.

En la segunda etapa del trabajo, en la hidrdlisis 4cida del mesocarpio de la
granadilla con EDTA bajo dos factores: concentraciéon y temperatura; el mayor
rendimiento de extraccion de pectina fue a la temperatura de 77 °C; con respecto
a las concentraciones aplicadas, se evidencio que aplicando 0,75 % y 1,0 % se

consiguen mismos rendimientos, alcanzado un 40,6 y 40,3 % respectivamente.

El Anélisis de varianza para la primera etapa de la investigacion evidencia que
los tres factores considerados: tipo de 4dcido, pH y temperatura, tienen un efecto
significativo en la variable rendimiento de pectina. Asimismo, la prueba de
medias Tukey al 95 %, muestra que: el Acido citrico, a pH 2,1 y temperatura de
77 °C son los que presentan un efecto estadisticamente significativo en la

variable rendimiento de pectina del mesocarpio de la granadilla.

Por otro lado, en la Segunda etapa de la investigacion (con EDTA), el anélisis de
varianza evidencia que los factores estudiados: concentracién y temperatura,
presentan un efecto significativo sobre el rendimiento de la pectina extraida del
mesocarpio. La Prueba de medias Tuckey al 95 % indica que las concentraciones

de 1,0y 0,75 % de EDTA y temperatura de 77 °C son los que muestran un efecto
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significativo en el rendimiento de pectina, sin embargo entre éstas no existe

diferencia estadistica.

El porcentaje de metoxilo de la pectina del mesocarpio para la hidrélisis con HCI1
dio como resultado que las extracciones a los distintos pH y temperatura de 77°C
son todas de alto metoxilo; para el Acido citrico presenté pectina de alto
metoxilo solo el tratamiento a pH 2,9; mientras que en el EDTA todas las

concentraciones aplicadas dieron pectinas de bajo metoxilo.

El Grado de Esterificacion para la hidrélisis con HCl proporciond resultados
mayores a 83,8% a los tres niveles de pH estudiados, lo que indica que son de
alto grado de esterificacién. Empleando Acido citrico el tnico tratamiento que
reporto un alto grado de esterificacion fue a pH 2,9 el cual produjo un 73,17 %.
Del mismo modo, para la extracciéon con EDTA, la tnica concentracién que
reporto un alto grado de esterificacion fue la de 0,5 % de EDTA el cual produjo

un 69,85 %.

El analisis de los espectros infrarrojo de las pectinas extraidas del mesocarpio de
la granadilla confirman la presencia de los grupos funcionales caracteristicos de
una pectina estdndar comercial, puesto que presentan las mismas bandas de

absorcion.

Finalmente, el presente trabajo de investigacion desarrollado muestra que la
pectina extraida del mesocarpio de la granadilla (Passiflora ligularis J.) es un
sub producto con caracteristicas similares a las pectinas comerciales, y una
alternativa como fuente de pectinas al realizar una extracciéon por hidrdlisis ya

sea aplicando Acido clorhidrico, Acido citrico o EDTA.
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6.2 Recomendaciones

A Partir de todo el trabajo realizado se plantea las siguientes recomendaciones:

e Determinar las propiedades fisicoquimicas y de composiciéon de todos los
residuos orgdnicos de la granadilla, que permitirin conocer mds sobre las

propiedades de este fruto y obtener mds productos con valor agregado.

e En el proceso de hidrdlisis dcida controlar de manera rigurosa la temperatura y el
pH, esto para evitar el cambio en las condiciones de extraccion de la pectina, ya

que puede afectar en el rendimiento.

e Continuar evaluando la extraccion de pectinas con el EDTA a diferentes
condiciones experimentales, debido a sus rendimientos, y mejorar la calidad de

su pectina.
e Continuar con mds estudios de extraccion de la pectina de la granadilla,
empleando otros agentes hidrolizantes, para optimizar y mejorar las condiciones

experimentales, y asi obtener productos mas competitivos.

e Emplear métodos instrumentales en la evaluacion de pardmetros de calidad de

pectinas y compararlos con las tradicionales.
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8 ANEXOS

ANEXO 1. Determinaciones analiticas

Determinacion de Peso equivalente y acidez libre

Determinacion de Metoxilos y grado de esterficacion
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ANEXO 2. Valores de las determinaciones analiticas.

Peso equivalente de pectina extraida con HCI a diferentes niveles de pH

pH Rep Pectina V NaOHA N NaOH PE PE Prom
[g] [ml] [eq/L] [mg/meq] [mg/meq]
1 0,1013 0,5 0,0951 2130,39
2.1 ) 0,1 0,5 0,0951 2103,05 2117,07
3 0,1007 0,5 0,0951 2117,77
1 0,1002 0,4 0,0951 2634,07
2.5 2 0,1015 0,4 0,0951 2668,24 2650,72
3 0,1008 0,4 0,0951 2649,84
1 0,1012 0,3 0,0951 3547,14
2.9 2 0,1016 0,3 0,0951 3561,16 3543,64
3 0,1005 0,3 0,0951 3522,61

Peso equivalente de pectina extraida con A. Citrico a distintos pH

pH Rep Pectina VNaOHA N NaOH PE PE Prom
[g] [ml] [eq/L] [mg/meq]  [mg/meq]
1 0,1009 5,7 0,0951 186,14
2.1 2 0,101 5,8 0,0951 183,11 186,62
3 0,1006 5,55 0,0951 190,60
1 0,1003 2,35 0,0951 448,80
2.5 2 0,1012 2,4 0,0951 44339 450,55
3 0,1005 2.3 0,0951 459,47
1 0,1014 0,95 0,0951 1122,36
2.9 2 0,1009 0,9 0,0951 1178.,88 1158,87
3 0,1006 0,9 0,0951 1175,37

Peso equivalente de pectina extraida con EDTA

Conc Rep Pectina V NaOHA N NaOH PE PE Prom
[%] [g] [ml] [eq/L] [mg/meq] [mg/meq]
1 0,1013 0,95 0,0951 1121,26
0,5 2 0,1002 0,85 0,0951 1239,56 1179,90
3 0,1009 0,9 0,0951 1178,88
1 0,1005 1,1 0,0951 960,71
0,75 2 0,1 1,05 0,0951 1001,45 988,54

3 0,1002 1,05 0,0951 1003,46
1 0,1008 1.4 0,0951 757,10

1,0 2 0,1011 1,35 0,0951 787,48 766,97
3 0,1007 1,4 0,0951 756,35




Acidez Libre de pectina extraida con HCI a diferentes pH

pH Pectina VNaOHA N NaOH AL AL Prom
Rep [e] [ml] [eq/L] [meq/g] [meq/g]
1 0,1013 0,5 0,0951 0,469
21 2 0,1 0,5 0,0951 0,476 0,472
3 0,1007 0,5 0,0951 0,472
1 0,1002 0,4 0,0951 0,380
2.5 2 0,1015 0,4 0,0951 0,375 0,377
3 0,1008 0,4 0,0951 0,377
1 0,1012 0,3 0,0951 0,282
2.9 2 0,1016 0,3 0,0951 0,281 0,282
3 0,1005 0,3 0,0951 0,284
Acidez Libre de pectina extraida con Acido citrico a diferentes pH
pH Pectina VNaOHA N NaOH AL AL Prom
Nro [e] [ml] [eq/L] [meq/g] [meq/g]
1 0,1009 5 0,0951 5,372
21 2 0,101 5,8 0,0951 5,461 5,360
3 0,1006 5,55 0,0951 5,247
1 0,1003 2,35 0,0951 2,228
25 2 0,1012 2,4 0,0951 2,255 2,220
3 0,1005 i 0,0951 2,176
1 0,1014 0,95 0,0951 0,891
2.9 2 0,1009 0,9 0,0951 0,848 0,863
3 0,1006 0,9 0,0951 0,851
Acidez libre de pectina extraida con EDTA
Conc Pectina V NaOHA N NaOH AL AL Prom
[%] Nro [g] [ml] [eq/L] [meq/g] [meq/g]
1 0,1013 0,95 0,0951 0,892
0.5 2 0,1002 0,85 0,0951 0,807 0,849
3 0,1009 0,9 0,0951 0,848
1 0,1005 1,1 0,0951 1,041
0,75 2 0,1 1,05 0,0951 0,999 1,012
3 0,1002 1,05 0,0951 0,997
1 0,1008 1.4 0,0951 1,321
1,0 2 0,1011 1,35 0,0951 1,270 1,304
3 0,1007 1.4 0,0951 1,322
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Metoxilo de pectina extraida con HCI a diferentes pH

pH Nro Pectina Pectina V NaOHB N NaOH ME ME Prom
[g] [mg] [ml] [eq/L] [%] [%]
1 0,1013 101,3 2,45 0,0951 7,13
2.1 2 0,1 100 2,5 0,0951 7,37 7,29
3 0,1007 100,2 2,5 0,0951 7,36
1 0,1002 100,2 2,4 0,0951 7,06
25 2 0,1015 101,5 2,5 0,0951 7,26 7,16
3 0,1008 100,8 2,45 0,0951 7,17
1 0,1012 101,2 2,45 0,0951 7,14
2.9 2 0,1016 101,6 2,35 0,0951 6,82 6,95
3 0,1005 100,5 2,35 0,0951 6,89
Metoxilo de pectina extraida con Acido citrico a diferentes pH
pH Pectina Pectina VNaOHB N NaOH ME ME Prom
Nro (2] [mg] [ml] [eq/L] [%] [%]
1 0,1009 100,9 2 0,0951 5,84
2,1 2 0,101 101 NS 0,0951 6,28 6,09
3 0,1006 100,6 2,1 0,0951 6,15
1 0,1003 100,3 2,25 0,0951 6,61
2,5 2 0,1012 101,2 2,3 0,0951 6,70 6,64
3 0,1005 100,5 b 0,0951 6,60
1 0,1014 101,4 2,45 0,0951 7,12
29 2 0,1009 100,9 2,55 0,0951 7,45 7,30
3 0,1006 100,6 2,5 0,0951 7,33
Metoxilo de pectina extraida con EDTA a 77°C
Conc Pectina Pectina V NaOHB N NaOH ME ME Prom
[%] Rep [g] [mg] [ml] [eq/L] [%] [%]
1 0,1013 101,3 2,1 0,0951 6,11
0,5 2 0,1002 100,2 2,05 0,0951 6,03 6,09
3 0,1009 101 2,1 0,0951 6,13
1 0,1005 100,5 1,55 0,0951 4,55
0,75 2 0,1000 100 1,55 0,0951 4,57 4,51
3 0,1002 100,2 1,5 0,0951 4,41
1 0,1008 100,8 1,55 0,0951 4,53
1,0 2 0,1011 101,1 1,45 0,0951 4,23 4,38
3 0,1007 100,7 1,5 0,0951 4,39
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Grado de esterificacion de pectina extraida con HCI a diferentes pH

pH VNaOH VNaOH NNaOH meqA + GE GE Prom

Rep A [ml] B [ml] [eq/L] meqB [%] [%0]
1 0,5 2,45 0,0951 0,2805 83,05

2.1 2 0,5 2,5 0,0951 0,2853 83,33 83,24
3 0,5 2,5 0,0951 0,2853 83,33
1 0,4 2.4 0,0951 0,2663 85,71

2.5 2 0,4 2,55 0,0951 0,2805 86,44 86,04
3 0,4 2,45 0,0951 0,2710 85,96
1 0,3 2,45 0,0951 0,2615 89,09

2.9 2 0,3 2,35 0,0951 0,2520 88,68 88,82
3 0,3 2,35 0,0951 0,2520 88,68

Grado de esterificacion de pectina extraida con acido citrico a diferentes pH

VNaOH VNaOH NNaOH meqA + GE GE Prom

pH Nro A [ml] B [ml] [eq/L] meqB [%0] [%]
1 5,7 2 0,0951 0,7323 25,97

2.1 2 5,8 2,15 0,0951 0,7560 27,04 26,82
3 5,55 2,1 0,0951 0,7275 27,45
1 2,35 2 0,0951 0,4375 48,91

2.5 2 2,4 A3 0,0951 0,4470 48,94 49,10
3 2,3 2.0 0,0951 0,4327 49,45
1 0,95 2,45 0,0951 0,3233 72,06

2.9 2 0,9 2,55 0,0951 0,3281 73,91 73,17
3 0,9 24 0,0951 0,3233 73,53

Grado de esterificacion de pectina extraida con EDTA a 0,5; 0,75 y 1,0%

Conc Rep VNaOHA VNaOHB N NaOH meqA + %GE GE Prom
[%] [ml] [ml] [eq/L] meqB [%]
1 0,95 2,1 0,0951 0,2901 68,85
0,5 2 0,85 2,05 0,0951 0,2758 70,69 69,85
3 0,9 2,1 0,0951 0,2853 70,00
1 1,1 1,55 0,0951 0,2520 58,49
0,75 2 1,05 1,55 0,0951 0,2473 59,62 58,98
3 1,05 1,5 0,0951 0,2425 58,82
1 1.4 1,55 0,0951 0,2805 52,54
1,0 2 1,35 1,45 0,0951 0,2663 51,79 52,02
3 1.4 1,5 0,0951 0,2758 51,72
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