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RESUMEN

Las pectinas son polisacaridos de origen vegetal que en la industria de los
alimentos son usados como agentes viscosificantes y/o gelificantes. En la
actualidad se buscan nuevas fuentes a partir de las cuales se pueda extraer dicho
polimero, considerando principalmente desechos de la industria de alimentos
(cascaras de citricos, bagazo de manzanas, entre otros), por esta razon se
propone el uso de la cascara de tuna (Opuntia albicarpa S.) variedad Alfajayucan,
como una posible fuente de pectinas debido a su importancia econdmica en
México. Para este trabajo se extrajo la pectina de cascara de tuna usando la
metodologia propuesta por Lira-Ortiz en el 2009.

La pectina extraida fue analizada en su distribucion de masas moleculares,
determinacion de grupos funcionales a través de cromatografia de liquidos y
espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR). El polisacarido
presentd una distribucion amplia de masas moleculares: 1556 kDa (42.03%),
996.9 kDa (34%), 599.17 kDa (21.55 %) y 777.72 kDa (2.60%). Los andlisis de
FTIR confirmaron la presencia de un polimero con los rasgos estructurales tipicos
de pectinas, estimandose un grado de metoxilacion en el polisacarido péctico de
tuna de alrededor del 30%. Se realizaron pruebas reoldgicas en cizalla oscilatoria
de baja amplitud en soluciones acuosas de pectina extraida de la cascara de tuna
al 0.4% p/p, evaluando el efecto de la relacién estequiométrica R=2[Ca?*]/[COO],
R=1.56 a 1.00 y R=0.33, 0.22, 0.11 y 0 en: a) la temperatura de transicion sol-gel,
evaluada usando el criterio de la temperatura donde el valor del médulo de
almacenamiento (G’) es igual al valor del moédulo de pérdida (G”) durante el
enfriamiento de las muestras de 90 a 25°C; b) las propiedades viscoelasticas de
los geles formados a través de la evolucién de los médulos G’, G” y tan & con la
frecuencia de oscilacion a 25°C.

El comportamiento reoldgico de la pectina de tuna estudiada en este trabajo refleja
un polisacarido de alto peso molecular, de bajo indice de metoxilacion, lo cual lo
hace muy reactivo al calcio, gelificando aun a temperaturas cercanas a ebullicion.
En funcion de sus propiedades viscosificantes, determinadas previamente por

Lira-Ortiz (2009) se sugiere una estructura muy ramificada, lo cual por razones



estéricas genera una gelificacion muy dependiente del tiempo. Por otra parte, la
posible presencia de grandes ramificaciones en la estructura principal, puede
promover puentes de hidrégeno que fortalecen el caracter sélido del sistema
reflejandose en valores de G’ progresivamente mayores. Sin embargo, cuando el
calcio esta en exceso (R>0.22) se generan sistemas menos elasticos con
diferentes tiempos de relajacion, posiblemente por la formacion de distintos tipos
de enlaces, predominando las asociaciones iénicas muy cooperativas que pueden
dar lugar a zonas de union fuertes de caracter local, presumiblemente entre
dimeros de cadenas de acido galacturénico, que comparten el volumen con zonas

amorfas menos entrecruzadas.
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Capitulo 1

Marco teorico

Evaluacion de las propiedades gelificantes de polisacaridos pécticos de tuna (Opuntia
albicarpa S.) de potencial aplicacién como aditivos alimentarios
1



Marco tedrico UAEH

1.1 Reologia

El primer uso de la palabra Reologia se atribuye a Eugene C. Bingham (cerca de
1928) quien describié que el término tiene relacion con travta pel (“panta rhei,” de
las palabras de Heraclito, un filosofo presocratico griego activo alrededor de 500
D. C.) que significa “todo fluye”. Actualmente la Reologia se define como la ciencia
de la deformacion y flujo de materia (Steffe, 1996). Para el estudio del
comportamiento reoldgico de los diferentes productos, es necesario recurrir a la
reometria, lo que permite conocer propiedades reolégicas de materiales en los
distintos campos de la industria. También, a través de la reologia se puede
correlacionar la microestructura de un producto con su comportamiento reoldgico,

lo que permite el desarrollo de nuevos materiales (Ibarz et al., 2005).

1.1.1 Fundamentos de Reologia

a) Funciones materiales

Las funciones materiales en el &mbito de reologia son parametros que describen
las propiedades reoldgicas de los materiales bajo determinadas condiciones de
proceso o ambientales (temperatura, presion, velocidades de cizallamiento, etc.)
(Lapasin et al.,, 1999). Estos parametros no dependen de las condiciones
experimentales ni del equipo usado, sb6lo dependen de las caracteristicas del
material y no siempre son valores constantes, de ahi el nombre de funciones
materiales. Como ejemplos de funciones materiales estan la viscosidad, los
coeficientes de esfuerzos normales, el modulo de almacenamiento, el modulo de
pérdida, la viscosidad relativa, la viscosidad especifica, la viscosidad reducida, la
viscosidad intrinseca, etc. Cuando la ecuacion constitutiva del material a investigar

es conocida se pueden obtener las funciones materiales, como ejemplo estan los

Evaluacion de las propiedades gelificantes de polisacaridos pécticos de tuna (Opuntia
albicarpa S.) de potencial aplicacién como aditivos alimentarios
2
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fluidos newtonianos; los cuales se comportan siguiendo la Ley de Newton de la

viscosidad en donde la funcién material es la viscosidad “y” (Goodwin, 2008).

b) Esfuerzo y deformacién

El esfuerzo es definido como la fuerza dividida por el area en la cual éste se
aplica. Por lo tanto la unidad en el Sistema Internacional (Sl) es el Pascal (Pa=N
m-?). Cuando un esfuerzo es aplicado a un material se genera una deformacién
(Godwing, 2008; Ibarz et al., 2005). Los esfuerzos se clasifican como esfuerzos de
cizalla o de corte, cuando actiuan paralelamente al area y esfuerzos normales
cuando lo hacen perpendicularmente. Por lo tanto, la deformacion de cizalla (y) es

producida cuando se aplica un esfuerzo cortante (o).

c) Viscoelasticidad

Algunos materiales semiliquidos presentan conjuntamente propiedades de flujo
viscoso y propiedades elasticas, denominandose “materiales viscoelasticos”. El
conocimiento de las propiedades viscoelasticas es muy util en el disefio y control
de productos alimenticios, asi como en la evaluacién de su estabilidad frente a
condiciones de almacenamiento o de proceso. Los materiales viscoelasticos
presentan comportamientos caracteristicos que los diferencian notablemente de
otros fluidos. En particular, la viscoelasticidad que presentan algunos materiales
como los productos alimenticios no es lineal y es de dificil su caracterizacion. El
comportamiento viscoelastico se puede estudiar y caracterizar usando distintas
técnicas. Entre ellas se encuentra la evolucion del esfuerzo de cizalla con el
tiempo a una deformacion fija, la cual se conoce como prueba de relajacion de
esfuerzos; a partir de esta prueba se puede determinar el caracter sélido o viscoso

y realizar un analisis comparativo entre diferentes muestras. Otro tipo de ensayos
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son los oscilatorios, en los que a la muestra se le aplica un esfuerzo oscilatorio
continuo, lo que genera como respuesta en el material una deformacion en fase o
desfasada del esfuerzo aplicado (Figura 1). Este tipo de pruebas se representa a
través de funciones sinusoidales o cosenoidales. Para los sdlidos elasticos
perfectos la onda de la deformacion esta en fase con la del esfuerzo aplicado;
mientras que para un fluido viscoso perfecto existe un desfase de 90°, como se
representa en la Figura 1. En los materiales viscoelasticos el d&ngulo de desfase
esta comprendido entre 0 y 90°.

- Sélido de Hooks
" T o
. o ¢ wi

\. & =mn2
Deformacidn (respuesta)
Esfuerzo (Perurbacion)

Liguido de Newton

ot

Deformacian (respuesta)

Esfuerzo (Perturbaciony

Material viscoeldstico

E D=3 <ni2 T Deformacian (respuasta)

Esfuerzo (Perturbacidny

Figura 1. Representacion esquematica del comportamiento viscoelastico de sélidos perfectos de
Hooke, liquidos viscosos de Newton y materiales viscoelasticos en pruebas reoldgicas oscilatorias
(Gunasekaran y Ak, 2003).
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d) Numero de Deborah

El nimero de Deborah se define como la relacion entre el tiempo de relajacion
caracteristico del material, A, y el tiempo de observacion del proceso t (Larson,
1994).

De = ’% (Ec. 1.1-1)

Este nimero adimensional se denomind asi en alusiéon a un pasaje biblico de la
profetisa Deborah, narrado en Jueces 5:5 de la Biblia que dice “Las montafas
fluiran ante los ojos del sefior”. Esto se interpreta que las montafias fluiran ante los
ojos de Dios, no de los hombres, porque el tiempo de observacion de Dios es
infinito (Steffe, 1996).

Es importante recordar que la mayoria de los materiales son viscoelasticos, pero
el predominio del caracter viscoso o elastico puede ser diferente en funcién de sus
caracteristicas materiales y de los esfuerzos aplicados. Si el material es un sélido
elastico perfecto A = oo y no ocurre relajacion. Con un material viscoso ideal 1 =

0, esto quiere decir que la relajacion ocurre al instante (Steffe, 1996).

1.1.2 Pruebas de cizalla oscilatoria de pequefia amplitud

Este tipo de pruebas se clasifican dentro de las pruebas de reologia dinamica y
son usadas para determinar las propiedades viscoelasticas de materiales (Rao,
1999). Este tipo de determinaciones reométricas se pueden llevar a cabo usando
distintas geometrias de medicién, como plato-cono, placas paralelas o cilindros

concéntricos. En experimentos de cizalla oscilatoria de pequefia amplitud, la
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deformacion oscilatoria aplicada al material a una frecuencia w, es lo
suficientemente pequefia en amplitud para no colapsar la estructura del material,
es decir debe existir una relacion lineal entre el esfuerzo y la deformacion. En las
pruebas de cizalla oscilatoria de pequefia amplitud, conocidas como pruebas
SAQOS por sus siglas en inglés, la deformacion aplicada al material a un tiempo t

se describe a través de la ecuacion 1.2-1
y(t) = vy, cos (wt) (Ec. 1.1-2)

Donde yo es la amplitud de la deformacion y w es la frecuencia angular. La

respuesta del material a esta perturbacion seria:

o(t) = o, cos(wt + &) (Ec. 1.1-3)
A partir de la ecuacion 1.1-2 y usando la identidad trigonométrica indicada abajo
(Ec. 1.1-4),
cos (x £ y) = cosxcosy + senxseny (Ec. 1.1-4)
se obtiene:

0 = 0y cosd - coswt — gpsend - sen wt (Ec. 1.1-5)

Dividiendo la ecuacion 1.1-5 entre y,:

2 =20 cos§-coswt —2sen s - sen wt (Ec. 1.1-6)
Yo Yo Yo

A partir de la ecuacion 1.1-6 se pueden deducir las funciones materiales
denominadas G’ y G”, las cuales no dependen de las variables experimentales w y
t.
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1= |% ]
G = IYOJ cosd (Ec. 1.1-7)
G"= [%J sen 8 (Ec. 1.1-8)
0

Sustituyendo la definicién de los médulos G’ y G” (Ecuaciones 1.1-7 y 1.1-8) en la

ecuacion 1.1-6 se obtiene:

yi =G coswt -G"sen wt (Ec. 1.1-9)
0

Tangente de delta (tand) es la relacion que existe entre los valores de los
modulos dinamicos G’y G” (Ec. 1.1-10);

90

G" %sené‘ 5
T T T = tan (Ec. 1.1-10)
Yo
Por lo tanto:
GII
tand = — (Ec. 1.1-11)

Donde, G’ es el médulo de almacenamiento, G” es el mddulo de pérdida y tan &
es la tangente del angulo de pérdida. EI médulo de almacenamiento G’ expresa la
magnitud de la energia que es almacenada o recuperada por el material por cada
ciclo de deformacion. G” es la medida de la energia que se pierde en cada ciclo de
deformacion. Para un solido perfecto toda la energia es almacenada; de tal
manera que G” es cero y el esfuerzo y la deformacion estan en fase. En contraste

para un liquido que no tiene propiedades elasticas, toda la energia se pierde en

Evaluacion de las propiedades gelificantes de polisacaridos pécticos de tuna (Opuntia
albicarpa S.) de potencial aplicacién como aditivos alimentarios
7



Marco tedrico UAEH

forma de calor, asi para este caso G” es cero y el esfuerzo y la deformacion estan
desfasados 90°. Para cualquier material, las magnitudes de G’ y G” dependen de
la frecuencia de oscilacién, la temperatura y el esfuerzo aplicado (Gunasekaran y
Ak, 2003).

1.1.2.1 Tipos de pruebas oscilatorias en régimen lineal

En las pruebas oscilatorias se consideran cuatro variables experimentales:
deformacion (o esfuerzo), frecuencia, temperatura y tiempo; por lo tanto se pueden

hacer distintas pruebas cambiado una o mas variables (Gunasekaran y Ak, 2003).

a) Barrido de deformacion (o barrido de esfuerzo)

En este tipo de prueba los valores de los modulos dinamicos son medidos en
funcion del incremento de la deformacion aplicada al material manteniendo la
frecuencia de oscilacion constante, por lo general la frecuencia usada es 1 Hz. El
objetivo de este barrido es determinar la deformacioén o esfuerzo critico, y* y o*,
respectivamente, a partir del cual se pierde la relacion lineal entre yy o, es decir, a
partir de los cuales los mddulos dinamicos (G’, G”) estan en funcion de la
deformacion o esfuerzo aplicado. Los valores de y* y o* delimitan la zona lineal de
viscoelasticidad (ZVL) (Figura 2).

Evaluacion de las propiedades gelificantes de polisacaridos pécticos de tuna (Opuntia
albicarpa S.) de potencial aplicacién como aditivos alimentarios
8



Marco tedrico | JAEH
0.024 amplitud: 0.5% 0.024 amplitud: 1% 0.024 amplitud: 2 %
< 0 -
el c el
5 2 2
E 0 3 0 0
8 E S
o 5] [}
o T o
-
-0.024 T T T T -0.024 \ T T T -0.024 T T . .
0 02 04 06 08 02 04 06 08 1 0 02 04 06 08 1
tiempo (s) tiempo (s) tiempo (s)

~ 90

[

k]

% 80 .

8 .

2 704 { \

T

a

w604 Jimite VL o

E

8 ™

= 50+ T

3 e

Z 40 : : :

0 0.5 1 1.5 2

amplitud de deformacion (%)

Figura 2. Representacién esquematica del barrido de deformacion a frecuencia constante (1 Hz),
con un ejemplo del comportamiento de los valores de los médulos viscoelasticos y la
representacién de la zona de viscoelasticidad lineal (ZVL) (Modificado de Gunasekaran y AK,

2003).

b) Barrido de frecuencia

En este tipo de prueba, se impone al material un esfuerzo sinusoidal para

determinar los valores de los moédulos dinamicos en un intervalo de frecuencias

(Figura 3). La grafica que se obtiene es conocida como “espectro mecanico” de un

material. La amplitud de la deformacion usada en esta prueba debe estar dentro

de la ZVL para asegurar que el material no haya sido fracturado. Para pruebas de

este tipo usualmente se utiliza un intervalo de frecuencias de 0.01 Hz a 100 Hz.
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Figura 3. Barrido de frecuencia usando una amplitud de deformacién constante, se muestra
también (abajo) un ejemplo de la dependencia del moédulo de almacenamiento con la frecuencia
(Modificado de Gunasekaran y Ak, 2003).

c) Barrido de temperatura

Las pruebas de barrido de temperatura (Figura 4), involucran la medida de los
modulos dinamicos dentro de un intervalo de temperatura, con valores de
frecuencia y amplitud de deformacion constante. Este tipo de pruebas se usan
para conocer la transicion de fases o fendmenos dependientes de la temperatura.
Por ejemplo, en el caso de la gelificacion de los polisacaridos la temperatura a la
cual los moddulos dinamicos se entrecruzan (G'=G”) se considera como

temperatura de gelificacion.
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Figura 4. Representacion de una prueba oscilatoria usando rampa y un barrido de temperatura: Se
muestra también un ejemplo de la evolucion del médulo G’ con la temperatura.

d) Barrido de tiempo

Las mediciones del barrido de tiempo se hacen de forma isotérmica y a
deformacion y frecuencia constantes. A esta prueba también se le llama “prueba
de curado de gel’. En la practica, esta prueba se hace usualmente con una
frecuencia de 1 Hz. La finalidad es monitorear la evolucion de los mddulos

dindmicos con el tiempo (Figura 5).
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Figura 5. Representacion de una prueba oscilatoria en donde se realiza un barrido de tiempo con
valores de temperatura y frecuencia constantes. Ejemplo de este tipo de pruebas es la gelificacion
de la leche a 40 °C por efecto de glucono delta lactona (GDL) (Gunasekaran y Ak, 2003).

1.2 Geles

Flory (1953) define a un gel como un conjunto de moléculas poliméricas
entrecruzadas de tal manera que forman una red inmersa en un medio liquido. Por
otra parte, Hermans (1949) lo define como un sistema de dos componentes
(polimero gelificante-disolvente) formado por sélidos finamente dispersos en una
fase liquida, que exhiben comportamiento soélido bajo ciertas condiciones de
deformacion. A nivel molecular, la gelificacion es la formacion de enlaces
formados por moléculas poliméricas. En algunos productos alimenticios, la
gelificacion de polisacaridos y/o proteinas es el principal factor que influye en la

textura, la mayoria de estos biopolimeros forman geles fisicos; es decir estructuras
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formadas por interacciones débiles no covalentes (puentes de hidrégeno,
interacciones electrostaticas, interacciones hidrofébicas). De acuerdo con Flory
(1974) se forman geles fisicos debido a agregaciones, casi siempre
desordenadas; en algunas ocasiones los geles son termorreversibles (Rao, 1999).

1.2.1 Clasificacion de los geles

Clark y Ross-Murphy (1987) clasificaron a los geles de biopolimeros en base al
nivel de orden de las macromoléculas antes y durante la formacién de redes.

a) Geles que forman interacciones desordenadas de biopolimeros

b) Geles que forman redes que involucran interacciones especificas entre

particulas densas y menos flexibles.

En la primera categoria, la transicion es inducida por un descenso en la
temperatura (gelatina, carragenina) o por un cambio en la composicion del
disolvente al introducirle iones especificos (alginatos, pectinas de bajo metoxilo).
Estos geles pueden ser considerados como homogéneos a nivel molecular y son
descritos como “entrecruzamientos asociados”. En la segunda categoria, la
gelificacion esta inducida por el incremento de la temperatura (geles de proteina
desnaturalizada) o por medios enzimaticos (coagulacion de la leche). En el caso
de los alginatos y de los geles de pectina de bajo metoxilo, por ejemplo, las
interacciones son originadas por puentes entre iones, involucrando la presencia
especifica de cationes divalentes, tal como el Ca?". Las uniones no son
permanentes y probablemente se deshacen y cambien constantemente. Sin
embargo, los sistemas que muestran reoldégicamente un comportamiento solido,
es debido a que el tiempo de observacion es mas corto que el tiempo de vida de
las uniones fisicas que mantienen la estructura de dicho sistema. Basados en el
comportamiento macroscoépico de los sistemas, se pueden distinguir dos tipos de

geles (Doublier y Cuvelier, 1996):
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a) Los denominados geles “verdaderos” o “fuertes” y

b) Los geles denominados “débiles”

Clark y Ross-Murphy (1987) definen a los geles fuertes como aquéllos en los que
los enlaces que forman sus redes tienen energia finita, y a los geles débiles como
aquellos sistemas en los que cambia la energia de sus enlaces con respecto al
tiempo. Para conocer si un gel es fuerte o débil, se lleva a cabo la prueba de
espectro mecanico, en la que se mide la dependencia de los mddulos
viscoelasticos con la frecuencia. Normalmente los valores de G’ son mas grandes
que los valores de G”, dentro de cierto rango de frecuencias; en algunos casos G’
es dependiente de la frecuencia (w). Para los geles débiles esta dependencia de
los modulos es grande, lo cual sugiere la existencia de un proceso de relajacion
gue ocurre en una escala corta de tiempo. Si se observa una pequefia diferencia
entre los valores de los mddulos dinamicos (G’, G”), esto indica que solo se

recupera un pequefio porcentaje de energia (Rao, 1999).

1.3 Pectinas

La palabra pectina procede de las palabras griegas “pectos” que significa
coagulante; fue utilizada por primera vez por el quimico francés Branconnot en
1824 para denominar a una sustancia que encontr6 en varios frutos. Esta
sustancia fue obtenida como extracto y se observé que formaba un gel cuando se
le mezclaba con alcohol y azlucar. A partir de este reporte los cientificos han
realizado esfuerzos para conocer los distintos aspectos de las pectinas,
incluyendo estructura, localizacién en la pared celular de las plantas y las

propiedades reologicas de sus soluciones y geles (Steinbiichel y Ki, 2005).
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Las sustancias pécticas comprenden un extenso grupo de heteropolisacaridos
vegetales cuya estructura basica esta integrada por moléculas de acido D-
galacturonico, unidas por enlaces glucosidicos a-D- (1,4), en la que algunos de los
grupos carboxilo se encuentran esterificados con metilos o en forma de sal. Las
pectinas se encuentran asociadas con otros hidratos de carbono, principalmente
con hemicelulosas en las paredes celulares de los vegetales y son responsables

de la firmeza de estos productos (Oosterveld et al., 2002).

Se pueden distinguir dos clases principales de sustancias pécticas: los acidos
pectinicos, que tienen una pequefia porcion de sus acidos poligalacturonicos como
ésteres metilicos, y los acidos pécticos que solo contienen moléculas de &cido
poligalacturénico libre de esterificacion. Por definicion las pectinas son &cidos
pectinicos con diferentes grados de esterificacion y neutralizacion, que pueden
contener de 200 a 1000 unidades de acido galacturénico. Existen otros
compuestos de este tipo, las protopectinas, altamente esterificadas con metanol y
muy insolubles en agua, que se encuentran en tejidos inmaduros de los frutos y
son responsables de su textura rigida; sin embargo la accion de la enzima
protopectinasa hace que se conviertan en pectinas solubles o acido pectinicos en
un proceso que ocurre durante la maduracion y que trae consigo el ablandamiento
del fruto (Steinblchel y Ki, 2005; Oosterveld et al., 2002).

La pared celular es el componente estructural tipico de las células vegetales, que
forma una matriz extracelular capaz de controlar los procesos de crecimiento y
desarrollo celular, sus principales funciones son: a) mantener la forma de la célula
madura, controlar la distension del protoplasto provocada por el agua que ingresa
a las vacuolas, brindar soporte mecanico a las células y por ende, a los tejidos, a
los érganos y a la planta misma, brindar proteccion para patdgenos. Se compone

de tres capas (Figura 6): pared primaria, secundaria, y lamina media. La lamina
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media es la capa mas externa, su funcion principal es la de servir como material
cementante entre células, esta constituida por sustancias pécticas. La pared
primaria esta después de la lamina media hacia adentro, es una capa delgada,
plastica y extensible para permitir el crecimiento de la célula, es muy hidratada y
esta atravesada por numerosos plasmodesmos. La pared secundaria es la capa
mas interna, se desarrolla cuando la células concluyen su crecimiento (Taiz y
Zeiger, 2006).

Pectina

Lamela
} media

Pared
primaria

Membrana
} plasmatica

Micro fibrilas de
celulosa

Protelnas solubles

Figura 6: Distribucién de la pectina en la pared celular (Taiz y Zeiger, 2006).

Las pectinas se enuentran en mayor cantidad en los frutos inmaduros y
especialmente en algunos tejidos, como en la cascara de los citricos (naranja,

limén, toronja, lima), en las manzanas, las peras, etc. Aun dentro del propio
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vegetal, existe una distribucién de las pectinas; las mas esterificadas estan en la
parte mas interna y las menos esterificadas en la periferia. Excepto en algunos
productos como la remolacha y la espinaca, cuyas pectinas contienen una
pequefia fraccion de acido ferulico (0.6%) unido a los grupos no reductores y en
otras frutas y hortalizas, la mayoria de las pectinas estan constituidas de manera
exclusiva por residuos parcialmente esterificados de acido galacturénico
(Oosterveld et al., 2002).

La funcionalidad de las pectinas y por ende su posible aplicacion, dependen de
factores intrinsecos como su peso molecular y su grado de esterificacion (que a su
vez depende de la materia prima, de las condiciones de su fabricacion, etc.), y por
factores extrinsecos, tales como el pH, las sales disueltas y la presencia de
azucares. La viscosidad de sus dispersiones, al igual que la de otros polisacaridos,
se incrementa a medida que aumenta el peso molecular; en el caso de las
pectinas, la viscosidad es mayor cuanto mas se incrementa el grado de
esterificacion. Las pectinas desempefian un papel muy importante en la
industrializacion de las frutas, como la elaboracion de jaleas (manufacturadas con
pectina de bajo grado de esterificacion), gelatinas (con pectinas de alta
esterificacién) o geles similares y, sobre todo en lo relacionado con la elaboracién
de bebidas. Las pectinas se emplean también en la elaboracién de productos de
relleno y de glaseado en panificacion, para la estabilizacién de productos lacteos

(pasteurizados, esterilizados o acidificados) y en la industria de la confiteria.

La obtencion industrial de las pectinas se hace a partir de la cascara de los
citricos. Durante las distintas etapas de su extraccion se pueden generar muchos
cambios quimicos debido a la utilizacibn de &cidos para su extraccion, la
temperatura de extraccion o la accion de enzimas endégenas; principalmente

ocurre la hidrolisis de los enlaces éster metoxilico (desmetoxilacion) y glucosidico
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(despolimerizacidén) que traen consigo una reduccion de calidad, puesto que las
pectinas se cotizan mas cuanto menos degradaciones presenten (Steinbichel y
Ki, 2005).

1.3.1 Composicion quimica de las pectinas

La pectina, tal como se encuentra en la pared celular de las plantas, estan
compuestas  principalmente  por tres estructuras de  polisacaridos:
homogalacturonanos (HGA), ramnogalacturonanos | (RG-l) y ramnogalacturonano
I (RG-Il) (Figura 7). Los homogalacturonanos son homopolimeros lineales de
acido galacturénico unidos por enlaces a-(1—4), se estima que contienen
aproximadamente de 100 a 200 unidades de é&cido galacturdnico. Los RG-I son
compuestos altamente ramificados, comunmente dan lugar a la regién “ramificada”
de las pectinas. La estructura principal consiste de mas de 100 unidades de

disacaridos formados por a-L- (1—2) ramnosa y a-D-(1—4) acido galacturonico.

Se ha propuesto que aproximadamente del 20 al 80% de la ramnosa esta unida en
los carbonos C-3 o C-4, formando desde uno hasta mas de cincuenta cadenas
compuestas de los distintos azlcares neutros. En cuanto a los azlcares neutros,
la composicion en las pectinas varia de acuerdo con la fuente, siendo los mas
comunes galactosa y arabinosa (Albersheim et al., 1996). Se ha encontrado
también que las cadenas de RG-l tienen la habilidad de formar enlaces con

unidades de acido ferulico (Oosterveld et al., 2000).
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. Ramnosa D Galactosa 11 diferentes aziicares neutros

Figura 7. Esquema de los tres principales polisacaridos que componen la estructura de la pectina,
homogalacturonanos (HGA), ramnogalacturonano | (RG-I) y ramnogalacturonano Il (RG-II) (CP
Kelco, 2010).

La estructura de RG-ll es muy compacta y estd compuesta por cadenas de
homogalacturonanos con aproximadamente nueve unidades de 4&cido
galacturénico. En este tipo de compuesto se encuentran también los distintos
azucares neutros, que incluyen apiosa, fucosa, xilosa, entre otros. (Brejnholt,
2010).

1.3.2 Fuentes de pectinas

A nivel industrial, las pectinas han sido extraidas durante afios de manzana,
cascara de citricos (principalmente lima, limén y naranja) y en menor cantidad de
remolacha azucarera. Sin embargo, en los ultimos afios se han propuesto distintas

fuentes como alternativa para la extraccion de pectinas (Ovodov, 2009).
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Cuadro 1. Fuentes a partir de las cuales se han aislado polisacaridos pécticos (Ovodov, 2009).

Familia Nombre cientifico Nombre comin
Fabaceae Lupinus albus L. Lupino blanco
Lupinus mutabilis L. Lupino
Pisum sativum Chicharo
Glycine max L. Soya
Curcubitaceae Curcubita pepo L. Calabaza
Amaranthaceae Amaranthus spp.. Amaranto

Menispermaceae

Rosaceae

Asteraceae
Iridaceae
Oleaceae
Apiaceae
Cactaceae
Araliaceae
Plantaginaceae
Sapotaceae

Chenopodiaceae

Rutaceae

Beta vulgaris L.
Cissampelos pareira L.

Prunus avium L.
Pérsica vulgaris L.
Malus domestica L.

Helianthus annuus L.

Iris pseudacorus L.

Olea europea L.

Centella asiética L.

Opuntia ficus-indica L. M.

Opuntia albicarpa S. var. Alfajayucan

Panax ginseng L.
Plantago major L.
Argania spinosa L.
Spinaca oleraceae L.
Citrus sinesis L.

Citrus reticulata L.
Citrus limén L.

Remolacha azucarera
Vid lefiosa de Tailandia

Cerezos
Duraznos
Manzana

Girasol

Lirio amarillo
Olivo

Centella asiatica
Tuna, nopal
Nopal tuna blanca

Ginseng
Llantén

Arbol de argan
Espinaca
Naranja

Mandarina
Limén

1.3.3 Clasificacion comercial de las pectinas

De acuerdo con el Codex Alimentario (directiva del 11 de noviembre 1998; Food
Chemical Codex, Edicion 5, 2003) vy la FAO (2001), al menos el 65 % del
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contenido de pectina debe ser acido galacturonico, para que un polisacarido
péctico pueda ser considerada como pectina comercial. Las unidades de acido
galacturénico pueden estar o no esterificadas con grupo metilo, y dependiendo del
grado de metil-esterificacion, las pectinas son divididas en dos grupos que
comprenden a las de alta esterificacion (HM) y las de baja esterificacion (LM), con
un porcentaje de acido galacturénico esterificado mayor y menor al 50%,
respectivamente. Ademas, existe la alternativa de la pectina amidada (Brejnholt,
2010). La estructura béasica de las unidades de &cido galacturénico en las

diferentes pectinas comerciales se muestra en la Figura 8.

Las pectinas obtenidas de algunas fuentes como la remolacha azucarera pueden
tener unidades de acido galacturonico O-acetiladas. Este tipo de pectinas se
comporta de manera muy distinta a la de la pectina obtenida de fuentes
tradicionales pues no gelifica, por lo tanto su uso se limita a agente estabilizante y

emulsificante (Brejnholt, 2010).

OH OH
0 o)
- QH & 4/ OH -
0 © Ls’o o)
COOH COOCH,
0
) _—
OH
0 o)
. o)
o o iy P
CONH, Soox
X =H, CH,

Figura 8. Unidades de &cido galacturdnico y su presentacion en moléculas de pectina; de izquierda
a derecha: molécula no esterificada, metil esterificada, amidada y acetilada (Brejnholt, 2010).
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1.3.4 Mercado de la pectina

Con una velocidad de crecimiento de aproximadamente 3.5% por afio, el mercado
mundial de la pectina se ha duplicado durante los ultimos 20 afios. La Figura 9
muestra el comportamiento del mercado mundial desde 1982 en donde las ventas
fueron de 16,000 toneladas métricas; hasta el afio 2005 el volumen fue estimado
en 34,000 toneladas métricas. Las empresas que cubren este mercado son CP
Kelco, Cargill, Danisco, Herbstreith & Fox y Obipektin (CP Kelco, 2005; Citado en
Brejnholt, 2010).

Mercado mundial anual de ventas de pectina
35000

30000

25000

Ton 20000
15000 A

10000 A
5000 -
0

1982 1996 2005

Figura 9. Desarrollo del mercado mundial de pectina desde 1982 al 2005 (Brejnholt, 2010).

Tradicionalmente la pectina se usa como agente gelificante en mermeladas y
jaleas, sin embargo en los dltimos afios, han surgido nuevas areas de aplicacion

como se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Aplicaciones de pectina, en panificacion se incluyen productos como pan, pasteles;
alimentos miscelaneos incluye mayonesa, salsas, pastas con bajo contenido de calorias,
preparaciones de carnicos, postres; productos lacteos incluyen yogur y postres lacteos; confiteria
incluye gomitas y mermeladas. Bebidas de frutos incluyen jugos, bebidas carbonatadas, bebidas
no lacteas, licores, bebidas lacteas neutras; preparaciones de frutas abarcan principalmente yogur
con fruta, bebidas lacteas acidificadas incluye leche y bebidas de soya (CP Kelco, 2005; Citado en
Brejnholt, 2010).

1.3.5 Mecanismo de gelificacion de las pectinas

Las pectinas son polisacaridos gelificantes, cuyos geles son mas fuertes a medida
gue se incrementa el peso molecular de la pectina (Willats et al.,, 2006). Las
pectinas de alto metoxilo forman geles en condiciones acidas y en presencia de
azucar, las pectinas de bajo metoxilo forman geles en un amplio rango de valores
de pH y con bajas concentraciones de azucar, pero requieren de la presencia de
cationes, generalmente calcio. Se distinguen 2 mecanismos de gelificacion de

acuerdo con el grado de metil esterificacion de las pectinas.
a) Geles de pectinas de alto metoxilo
Para formar geles requieren la presencia de bajo pH y baja actividad de agua.

Generalmente requieren un rango de pH de 2.5 a 3.8 y el contenido de soélidos

solubles es de 55% a 85%. Un alto contenido de sélidos genera baja actividad de
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agua, por lo tanto se favorecen las interacciones pectina-pectina, y un bajo pH
reduce la disociacion de los grupos carboxilo, por lo que disminuye las repulsiones
electrostéticas. EI mecanismo de gelificacion es debido a puentes de hidrogeno
entre grupos carboxilo no disociados y grupos alcohol secundarios, al igual que
interacciones hidrofébicas entre grupos éster metilo (Williams et al., 2002).

Debido la importancia del grado de metil esterificacion en geles de pectina de alto
metoxilo, hay varias presentaciones comerciales de este tipo de pectina, basadas
en tiempo y temperatura de gelificaciéon. Los grupos incluyen gelificacién ultra
rapida, rapida, medio rapida, lenta y extra lenta, con rangos de esterificacion de 74
— 77 % para ultra rdpido, y 58-60% para extra lento. Para bajos valores de pH, el
tiempo de gelificacion incrementa y disminuye la temperatura de gelificacion
(Coultate, 2009).

b) Geles de pectinas de bajo metoxilo

El mecanismo de gelificacion de pectinas de bajo metoxilo involucra la presencia
de cationes divalentes, usualmente calcio. EI mecanismo se ilustra usando el
modelo de “caja de huevo” mostrado en la Figura 11. De acuerdo a este modelo,
las cadenas de pectina se doblan simétricamente formando una serie de espacios
electronegativos en los cuales los cationes divalentes se disponen de acuerdo con
su afinidad. De esta manera, los cationes forman dimeros de cadenas de &cido
poligalacturénico por interacciones ionicas con los acidos carboxilicos libres de la

cadena de pectina (Brejnholt, 2010).
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Figura 11. Modelo de caja de huevo que representa el mecanismo de gelificacion para pectinas de
bajo grado de metoxilacién (CP Kelco, 2005; Citado por Brejnholt, 2010).

1.3.6 Propiedades emulsificantes de pectinas

Las pectinas son extensamente usadas en la industria de los alimentos como
agentes espesantes y gelificantes. Sin embargo, existen reportes antiguos en
donde se sugiere su uso en emulsiones (Rooker, 1927). Estudios posteriores
reportaron la presencia de fragmentos de proteina en pectinas comerciales, los
cuales permanecen en su estructura después del proceso de extraccion
(Kravtchenko, et al., 1992; Oosterveld, et al., 2002). La presencia de proteina en
pectinas ha sido significativamente mayor en el caso de pectina de remolacha
azucarera (10.4%) comparada con pectina de manzana (1.6%) y pectina citrica (3-
3.3%) (Williams et al., 2005). No obstante, que este contenido de proteina en
remolacha azucarera se ha asumido como la explicaciébn a las propiedades
emulsificantes de esta pectina (Leroux et al., 2003), han surgido otras hipétesis
para explicar el origen de las propiedades de superficie de pectinas. Endrel y
Rentschler, (1999) concluyen en sus estudios que las propiedades de
emulsificacion de la pectina de remolacha azucarera se deben a la presencia de
grupos acetilo (4-5%). Sin embargo, se han reportado propiedades emulsificantes
en pectinas citricas, las cuales son pobres en grupos acetilo (Akhtar et al., 2002).

Estos autores reportaron que las pectinas citricas de baja masa molecular (60-70
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kgmol) y alto grado de metoxilacion fueron las que mostraron las mejores

propiedades emulsificantes.

Un estudio mas reciente mostro a través de mediciones dindmicas de tension
superficial, que aunque las pectinas de manzana, de citricos y de remolacha
azucarera reducen la tension superficial, la pectina de esta ultima fuente produce
la mayor reduccion. La tension interfacial de una solucion al 2% de pectina de
remolacha azucarera fue similar a la obtenida por una solucion al 15% de goma
arabiga (Leroux et al., 2003). El origen de estas propiedades de superficie
encontradas en algunas pectinas, dentro de las cuales destaca la pectina de
remolacha azucarera, debe de ser estudiado con mayor profundidad, ya que aun
no es evidente el papel que tienen los grupos acetilo, grupos éster, fracciones
proteinicas e incluso la presencia de acido ferdlico, el cual también se asocia con

las propiedades de superficie de pectinas (Williams et al., 2005).

1.3.7 Propiedades reolégicas de pectinas de bajo metoxilo

La gelificacion de pectinas de bajo metoxilo se ha descrito como un proceso
complejo (Grosso y Rao, 1998). La determinacién del “punto de gel” o temperatura
de transicion sol-gel experimentalmente se vuelve complicado debido a que
factores intrinsecos (masa molecular, grado de metoxilacién, distribucion de las
moléculas de &cido galacturdnico en la estructura, ramificaciones en la estructura
principal) como extrinsecos (pH, temperatura, concentracion de contraiones)

influyen en la formacion de zonas de union y fuerza del gel (Fraeye et al., 2009).

Durante la gelificacidon, un polimero sufre una transicién de fase desde un estado
liquido a un estado gel. La transicion sol-gel es un punto critico donde alguna

escala de longitud caracteristica (el tamafio de las asociaciones moleculares)
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diverge. Es una transicion entre un sol donde los monémeros no estan conectados
a un gel donde éstos se conectan. No es una transicion termodinamica, no sucede
nada especial con la energia interna, y no esta asociada a fluctuaciones de
concentracion de polimero (Joanny, 1989; Citado en Lopes da Silva y Rao, 2007).
Por lo tanto, independientemente del sistema estudiado o del mecanismo
involucrado, la gelificacion es un fendmeno critico donde la variable de transicion
sera la conectividad de los enlaces quimicos (enlaces covalentes principalmente)
o fisicos (interacciones van der Waals, asociaciones idnicas, interacciones
hidrofébicas). Consecuentemente, las propiedades reoldgicas seran unos
indicadores sensibles del punto critico de gelificaciéon (Lopes da Silva y Rao,
2007).

En biopolimeros se acepta como “punto de gel” al instante en tiempo o la
temperatura especifica en la cual ocurre la transicion sol-gel. En el caso de las
pectinas de bajo metoxilo, cuya gelificaciébn ocurre por asociaciones polimero-
polimero a través de puentes de calcio, principalmente (ver seccion 1.3.5); el
punto de gel se define a través de la temperatura de transicion sol-gel (Tgel). En
estos sistemas, antes del punto de gel la conectividad del polisacarido es pequefia
y el material relaja rapidamente sus esfuerzos, “fluye”, conforme se acerca al
punto de gel, el tiempo de relajacion se incrementa manifestando poco a poco un

caracter solido.

Ross-Murphy (Ross-Murphy, 1991; C itado en Nufiez-Santiago, 2007) describio
cuatro procedimientos para establecer el punto de gelificacion: 1) cuando la
viscosidad tiende a ser infinita en una prueba de cizalla estacionaria, 2) cuando G’
diverge del “ruido caracteristico de la sefial del redmetro”, 3) cuando G’ muestra
un maximo y 4) cuando G’=G” (tan 6=1) durante la evolucion de los mdédulos en un

experimento de curado de gel. El primer experimento es excluido porque es
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irrealizable en la practica. Frecuentemente se usa como criterio para determinar el
punto de gel en polisacaridos, la temperatura a la cual G’ y G” se entrecruzan a
una frecuencia dada, este criterio ha sido aplicado a la gelificaciébn de algunos
biopolimeros como gelatina, B-lactoalbuminas, maltodextrinas y carrageninas. Sin
embargo, el punto de gel es una propiedad intrinseca del material y no puede ser
dependiente de la frecuencia en los experimentos dinamicos, ademas, cuando se
utilizan concentraciones bajas de biopolimero, los modulos viscoelasticos pueden
ser muy bajos para dar una sefial confiable en un reémetro convencional. No
obstante, este tipo de determinaciones puede dar una aproximacion del punto de
gel (Lopes da Silva y Rao, 2007) y seréd usada en este trabajo.

Los estudios reoldgicos de soluciones acuosas de pectina se han enfocado hasta
ahora en pruebas de cizalla oscilatoria de pequefia amplitud en pectinas de bajo
metoxilo de distintas fuentes. La mayor parte de los autores proponen que la
gelificacion de soluciones acuosas de pectina de bajo metoxilo en presencia de
iones calcio, ocurre a temperaturas altas (>60°C). Iglesias y Lozano, (2004)
evaluaron la temperatura de transicion sol-gel y las propiedades reoldgicas de
geles de pectina de girasol (pectina de bajo grado de metoxilacion) a través de
pruebas de cizalla oscilatoria. Estos autores reportaron la formacion de una red
entrecruzada dependiente de la temperatura durante el enfriamiento de sus
muestras desde 99 hasta 20 °C. Observaron mucha inestabilidad en los datos de
G’y G” a temperaturas altas, tomando como criterio Tge=temperatura en donde
tand=1, observaron que Tgel Se incrementa a medida que se incrementa la
concentracion de pectina. Por ejemplo determinaron para una muestra de 0.5%
pectina de girasol con 0.025% Ca?* y 30% azlcar, una Tg~80°C y para
concentraciones de pectina de 1% Tge>90°C, lo cual dificulté la determinacion de

Tgel debido a que las soluciones se colocaban a temperaturas cercanas al punto
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de ebullicién. La Figura 12 muestra algunos de los resultados de Iglesias y Lozano
(2004).
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Figura 12. Evolucién de los moédulos dinamicos G’ y G” con la temperatura durante pruebas
reoldgicas oscilatorias a frecuencia constante de 1 Hz, enfriando la muestra (3 °C/min) de pectina
de girasol 0.5%, 30% azUcar, 25 mg Ca?*/gpectina, pH 2.7 (Iglesias y Lozano, 2004).

Los estudios reoldgicos de cizalla oscilatoria llevados a cabo hasta ahora en
pectinas de bajo metoxilo coinciden en sefialar que a medida que disminuye el
grado de metoxilacién de la pectina, su reactividad con calcio se incrementa y esto
se refleja en temperaturas de gelificacion elevadas, la cual ocurre practicamente
de forma simultdnea con la adicion de iones calcio a la solucion de pectina
(Iglesias y Lozano, 2004; Diaz-Rojas et al., 2004; Cardenas et al., 2008; Gigli et
al., 2009). El mecanismo de gelificacion propuesto para pectinas de bajo metoxilo
es aquel que asume la consolidacién de una red polimérica que involucra la
asociacion de “nudos” mediados por dos tipos de entrecruzamientos via Ca?*,
principalmente son las estructuras cortas, diméricas llamadas comunmente “cajas
de huevo”, las cuales se forman a temperaturas altas acompafiadas de un
mecanismo altamente cooperativo. Ademas de estas zonas de unidn cooperativas,

se presume que se presentan interacciones idnicas menos especificas entre el
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calcio y secuencias mas cortas de residuos de acido galacturénico no metoxilado,
ademas de asociaciones entre dimeros para formar agregados. Se cree gque estas
asociaciones no cooperativas no contribuyen de forma importante en la fuerza y
elasticidad del gel (Durand et al., 1990; Braccini y Pérez, 2001; Diaz-Rojas et al.,
2004; Cérdenas et al., 2008).

Los espectros mecénicos de pectinas de bajo metoxilo muestran un
comportamiento tipo “gel débil” debido a la dependencia de G’ con la frecuencia,
principalmente a valores altos de frecuencia de oscilacion, manteniéndose el
predominio de G’ sobre G”. A medida que se incrementa el contenido de calcio
disponible en la solucién de pectina, los geles se fortalecen incrementando los
modulos y disminuyendo la dependencia de éstos con la frecuencia (Cardoso et
al., 2003; Céardenas et al., 2008; Gigli et al., 2009).

El fortalecimiento de los geles se presume que es debido al aumento de las
interacciones entre iones calcio y cadenas de pectina (Diaz-Rojas et al., 2004). En
algunos otros estudios se reporta que debido a la competencia entre uniones
cooperativas y no cooperativas para formar geles de pectina, se debe agregar
una concentracion minima de iones calcio antes de llegar a una concentracion
critica en la que ocurre la formacion de geles. Para pectina de linaza la
concentracion critica encontrada fue R=0.233, donde R es la relacion
estequiométrica: 2[Ca?*]/[COO]. En geles de pectina de nopal valores de R de
0.07 a 0.21 generaron un incremento de G’ en mas de una orden de magnitud y a
G’>>G”, es decir a la creacion de geles mas rigidos y mas elasticos (Figura 13).
Posteriores incrementos en R hasta 0.42 solo generaron incrementos moderados
en G’ (Cardenas et al., 2008). Estos resultados se interpretaron como la formacion
de geles mas elasticos y densamente entrecruzados debido al incremento de

zonas de union via puentes de calcio.
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Figura 13. Variacion de los médulos G’ y G” (ejes de la izquierda), y viscosidad compleja (eje
derecha) en pruebas reolégicas oscilatorias en geles de pectina de nopal (Opuntia ficus-indica) al
1.6 %, 5°C, deformacion 0.05, adicionados con CaCl: a tres niveles de la relacién estequiométrica
R=2[Ca?*]/[CO0O], a)0.07, b) 0.21 y c) 0.42, los cuadrados representan G’, los circulos representan
G”, los triangulos representan n* (Cardenas et al., 2008).

1.3.8 Polisacaridos pécticos de tuna

Investigaciones llevadas a cabo por el Cuerpo Académico de Biotecnologia
Agroalimentaria de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo, han generado
informacion acerca de las propiedades reoldgicas y rasgos quimicos de
polisacaridos pécticos extraidos de la cascara de tuna (Opuntia albicarpa S.),
variedad Alfajayucan;. En 2007, Lozada-Carbajal, reporté que en cascara de tuna
predominan polisacaridos pécticos, con comportamiento viscosificante vy
fluidificante al aplicar cizalla;, se evidenciéo también la capacidad gelificante de
soluciones acuosas de pectina al 2% (p/p) en presencia de calcio (5 mM CacClz),
con espectros tipicos de geles estables con la frecuencia de oscilacion y con
valores de médulos dinamicos superiores a los presentados por una pectina

gelificante comercial (pectina de bajo metoxilo, Kelco).
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Basandose en el trabajo anterior, Lira-Ortiz, 2009 perteneciente al mismo grupo de
investigacién, analiz6 el polisacarido extraido de cascara de tuna (Opuntia
albicarpa S.) variedad Alfajayucan. A través de cromatografia de liquidos y
espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) se determiné la
composicidén en azucares y se identificaron los grupos funcionales. El polisacarido
extraido de la cascara de tuna presentd 61.24% de acido galacturénico, 15.40%
de galactosa, 9.74% arabinosa, 4.2% ramnosa, 1.48% xilosa y 0.92% glucosa, con
una distribucion amplia de masas molares: 1320 kDa (30.6%), 318 kDa (38%),
33.7 kDa (19.4%) y 4.2 kDa (12.1%). Los andlisis de FTIR confirmaron la
presencia de un polimero con los rasgos estructurales tipicos de pectinas,
estimandose en el polisacarido un grado de metoxilacion cercano al 30%. Las
propiedades reoldgicas al flujo demostraron que dispersiones acuosas (0.5, 1y
2% p/p) del polisacarido obtenido de la cascara de tuna presentan indices de
consistencia (K: 0.01-1.56 Pa s") y de pseudoplasticidad (n: 0.92-0.6) superiores a

pectinas citricas comerciales lideres en el mercado de estabilizantes alimentarios.
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2.1 Justificacioén

La necesidad de contar con biopolimeros con propiedades funcionales especificas
para su uso en alimentos ha llevado a la modificacion de la estructura quimica de
estas macromoléculas y al estudio de nuevos biopolimeros con propiedades
reolégicas innovadoras. Una alternativa ha sido la busqueda de pectinas en
nuevas fuentes, aprovechando la aceptacion que ha tenido este polisacarido por
su origen vegetal. Actualmente, la industria mundial de extraccién de pectinas esta
soportada en los desechos de citricos y poméaceos. No obstante, nuevas fuentes
de pectinas pueden ser atractivas desde el punto de vista econémico, tal es el
caso de la céscara de tuna considerando la produccion de tuna en nuestro pais, el
desperdicio de frutos en época de cosecha y la nula existencia de tecnologias
para el aprovechamiento de sus cascaras.

En estudios previos realizados dentro del Cuerpo Académico de Biotecnologia
Agroalimentaria (Lozada-Carbajal, 2007, Lira-Ortiz 2008) de la Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo, se estandarizé un proceso de extraccion de
pectinas a partir de cascaras de tuna (Opuntia albicarpa S.) variedad Alfajayucan,
obteniéndose rendimientos entre 9 y 18% en base seca. El polisacérido extraido
fue analizado en su contenido de azlcares, acido galacturénico, masa molar y
determinacién de grupos funcionales a través de cromatografia de liquidos y
espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier.

Estos estudios confirmaron la presencia de un polimero con los rasgos
estructurales tipicos de pectinas, con un grado de metoxilacion ~30%. Las
soluciones acuosas de este polisacarido presentaron comportamientos reoldgicos
no newtonianos, con indices de consistencia y de pseudoplasticidad superiores a
algunas pectinas citricas comerciales. El bajo indice de metoxilacion vy
observaciones cualitativas han mostrado que los polisacaridos extraidos de la

cascara de tuna gelifican en presencia de calcio. Sin embargo, no se han realizado
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hasta ahora estudios reoldgicos dinamicos para evaluar estas propiedades. Por lo
tanto, se considera relevante llevar a cabo estudios reoldgicos para determinar las
propiedades gelificantes de la pectina extraida de la cascara de tuna con la

finalidad de caracterizarla y proponerla como un aditivo alimentario.

2.2 Hipotesis

Los polisacaridos pécticos extraidos de la cascara de tuna blanca (Opuntia
albicarpa S.) variedad Alfajayucan, gelificaran cooperativamente en presencia de
calcio, generando geles con propiedades elasticas predominantes a medida que

se incrementa la fuerza ionica presente en el medio.

2.3 Objetivos

2.3.1. Objetivo general

Determinar las propiedades viscoelasticas de pectinas de tuna (Opuntia albicarpa
S.) a través de pruebas reoldgicas de cizalla oscilatoria, con la finalidad de generar
conocimiento acerca de la funcionalidad de este biopolimero en medio acuoso y

sugerir su uso como aditivo alimentario.
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2.3.2 Objetivos particulares

» Evaluar el efecto de la relacion estequiométrica [2Ca**)/[COO] en la
temperatura de transicion sol-gel de soluciones acuosas de pectina de tuna
(Opuntia albicarpa S.) variedad Alfajayucan, a través de la evolucion de los

modulos viscoelasticos, G, G”, en funcién de la temperatura.

» Determinar las propiedades viscoelasticas de geles de pectina de tuna
(Opuntia albicarpa S.) variedad Alfajayucan, en funcion de la relacion
estequiométrica [2Ca**])/[COO] a través de pruebas de cizalla oscilatoria de

pequefia amplitud.

» Discutir la relacion estructura quimica-propiedades reolégicas del polisacarido
péctico de tuna a través de la ldentificacién del perfil quimico del polisacéarido
(grupos funcionales, estimacion del grado de metoxilacién, distribucion de

masas molares).
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3.1 Materiales

Se utilizé tuna blanca (Opuntia albicarpa S.) variedad Alfajayucan (Figura 14)
obtenidas de la Central de Abastos de la ciudad de Tulancingo de Bravo, Estado
de Hidalgo. Las tunas se obtuvieron en periodo mayo-octubre 2009, las cuales
fueron seleccionadas de acuerdo al indice de madurez. Las cascaras utilizadas

para este estudio fueron del indice de madurez comercial (Figura 14).

Figura 14. Tuna blanca (Opuntia albicarpa S.) variedad Alfajayucan usada en este trabajo

3.2 Métodos

3.2.1 Extraccién de pectina

La cascara de la tuna se separ6 del fruto y se tritur6 con un procesador de
alimentos domestico (Oster, modelo 3212-12) para obtener un tamafo de particula
que permitiera mayor area de contacto cascara-medio durante el proceso de
extraccion. Con la finalidad de inactivar enzimas, se realizO un escalde o
blanqueamiento colocando la cascara de tuna previamente triturada en un lienzo
de tela de organza sobre un bafio de agua a ebullicion por espacio de 5 minutos.

La extraccion de los polisacaridos no celuldsicos presentes en la cascara de tuna,

Evaluacion de las propiedades gelificantes de polisacaridos pécticos de tuna (Opuntia
albicarpa S.) de potencial aplicacién como aditivos alimentarios
38



Materiales y Métodos UAEH

se efectu6 en medio acuoso, mediante procesos discontinuos a nivel tanque

agitado de 5 L con un volumen de operacion de 3 L (Figura 15).

Figura 15. Montaje experimental del proceso de extraccion de polisacaridos pécticos de tuna.
Tanque agitado enchaquetado acoplado a un agitador Lightnin® con control de agitacién y sonda
de temperatura.

Las extracciones se realizaron manejando una relacion cascara humeda/medio
acuoso de 30 g/100 mL, utilizando agua desionizada durante todo el proceso. Se
llevé a cabo un proceso de extraccién fraccionada, siguiendo la metodologia de
Lozada-Carbajal (2007) con la finalidad de eliminar mucilagos (etapa 1),
polisacéaridos solubles en agua (etapa 2) y obtener polisacéaridos pécticos solubles
en soluciones acuosas de agentes quelantes (etapa 3). La primera etapa de
extraccion se realizo a temperatura ambiente (25 °C) durante 2 horas con 550 rpm
de agitacidon y sin control de pH. Concluido el tiempo de esta etapa, las cascaras
en suspension se separaron desechando el extracto, éstas fueron re-suspendidas
en agua desionizada a 60 °C durante 2 horas, 550 rpm y sin control de pH,
realizando asi la segunda etapa de la extraccion, eliminando en ésta polisacaridos
solubles en agua caliente. En la tercera etapa las cascaras se suspendieron en
una solucion acuosa de la sal disédica del acido etilendinitrilo tetracético (EDTA)
con una concentracion de 0.5% (p/v) a 70 °C durante 2 horas a 550 rpm. El
residuo agotado se separo¢ de la solucion acuosa filtrando a través de un lienzo de

organza, el polisacarido extraido se recuperd del medio de extraccion utilizando
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etanol frio al 96 % v/v (grado industrial) en una relacion 1:1.5 extracto filtrado-
etanol. El polisacarido precipitado se separé de la solucion acuosa filtrando con

tela de organza en 3 capas, obteniendo un polimero de apariencia esponjosa.

3.2.2 Purificacion de la pectina extraida

El polisacarido obtenido se re-suspendié en agua desionizada, manteniendo
agitacion constante para disolver el exceso de sales provenientes de la extraccion.
El polisacarido disuelto se precipitd con etanol frio al 96% v/v, utilizando la misma
relacion extracto-etanol. De forma manual se elimind el exceso de alcohol-agua y
posteriormente se redisolvidé nuevamente el polimero en agua desionizada. Una
vez concluida la hidratacion del polimero, se colocé la solucion polimérica en
membranas de didlisis de 12 kDa de corte molecular, las cuales fueron tratadas
previamente con agua desionizada. La soluciébn se dializ6 contra agua
desionizada, manteniendo las membranas de dialisis en agitacion (Figura 16)
durante 48 horas, cambiando el agua por lo menos cada 8 horas. Una vez
transcurrido el tiempo, se separdé por decantacion una fraccion insoluble de
polimero depositada en el fondo de las membranas. El polimero soluble se
recuperd con etanol frio. Posteriormente se llevo a cabo un proceso de secado a
40-45°C durante 24 horas en una estufa de secado convectivo (Shell Lab,

1380SX), para finalmente pulverizar el polimero en un mortero de laboratorio.
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Figura 16. a) Solucion de pectina dentro de las membranas de dialisis b)
Pectina seca y pulverizada.

3.2.3 Determinacion del rendimiento de pectina extraida

El rendimiento (R) de las extracciones de pectina se calculd utilizando la ecuacion
3.2-1.

__ sOlidos secos extraidos y precipitados con etanol (g)

(Ec. 3.2-1)

" sélidos secos totales de la ciscara de tuna (9)
3.2.4 Caracterizacién fisicoquimica
La pectina extraida de la cascara de tuna se someti6 a los siguientes analisis:
a) Determinacion de humedad
Para la determinacion de humedad se pesaron por triplicado 0.1 g de polisacarido
en un crisol de porcelana, previamente colocado a peso constante. Las muestras

se secaron a 100 °C hasta peso constante en una estufa Shel Lab, modelo
1380FX. El porcentaje de humedad se calculé usando la ecuacion 3.2-2.
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Humedad (%p/p) = £ 100 (Ec. 3.2-2)

Donde:
Cmh = masa de la cdpsula con muestra humeda (g)
Cms = masa de la capsula con muestra seca (Q)

m = masa de la muestra (g)

b) Determinacion de cenizas

Se calcinaron 0.1 g de polisacarido libore de humedad en una mufla
(Lunderberg/Blue No. Serie BH51700) a 550 °C durante 5 h. La determinacion del
contenido de cenizas se realiz6 por triplicado utilizando la ecuacion 3.3-3.

Cenizas (%p/p) = (C‘;n—_c)xIOO (Ec. 3.3-3)

Donde:

Co = masa del crisol con muestra calcinada (Q)
C = masa del crisol seco (g)

m = masa de la muestra seca (Q)
c) Determinacion de proteina
El contenido de proteina en la pectina extraida se determiné6 mediante el método

Kjendahl (AOAC, 1998), usando 0.1 g de muestra seca. El porcentaje de nitrogeno

se calcul6 usando la ecuacion 3.3-4 y se us6 como factor 6.25 para convertir el
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nitrégeno total a contenido de proteina. Las determinaciones se realizaron por

triplicado.

V=Vo)(NHzs0,)(mean) 10 (Ec. 3.3-4)

m

Nitrégeno (%p/p) =

Donde:

V = volumen de H2S0O4 gastados en la titulacion de la muestra (mL)
Vo = volumen H2S04 gastados en la titulacion del blanco (mL)
NH2S04 = normalidad de H2SOa4 (miliequivalentes/mL)

meqgn = peso equivalente del nitrogeno (g/miliequivalentes) = 0.014

m = masa de la muestra (g)

3.2.5 Determinacion de la distribucion de masas moleculares

La distribucion de masas moleculares de las fracciones de biopolimeros presentes
en la pectina de céscara de tuna se realiz6 por cromatografia de exclusién
molecular (a menudo también llamada filtracion en gel o tamiz molecular),
acoplada a un detector de indice de refraccion (HPLC-IR), en la Central Analitica
del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAV)
Unidad Zacatenco (estudios realizados a través de la colaboracion de la Q. Elvira
Rios Leal). Para este estudio, se uso6 un gramo de polimero seco extraido de la
cascara de tuna, al cual se le adicionaron 20 mL de isopropanol para purificarlo, la
mezcla se sonic6 durante 20 min a 24°C y se centrifug6. La fase liquida se
decantd y el disolvente se elimind por evaporacion. De la muestra seca se pesaron
10 mg, los cuales se aforaron a 10 mL con agua destilada. La muestra se filtro
usando una membrana de 0.22 um de tamafio de poro. Para el analisis

cromatografico se utilizaron las siguientes condiciones:

Evaluacion de las propiedades gelificantes de polisacaridos pécticos de tuna (Opuntia
albicarpa S.) de potencial aplicacién como aditivos alimentarios
43



Materiales y Métodos UAEH

Cuadro 2. Condiciones cromatograficas para la determinacion de distribucion de masas
moleculares en pectina extraida de la cascara de tuna.

Columna TSK gel 5000PWXL 7.8
mm DI x 30 cm

Fase movil H20

Temperatura de la 65 °C

columna

Flujo 0.6 mL/min

3.2.6 Determinacion de azlUcares totales

a) Hidrolisis acida de pectina

Se pesaron 20-25 mg de pectina a los cuales se le adicion6é 500 yL de H2SO4
concentrado. La mezcla se mantuvo en agitacion cada 10 minutos durante 1 h,
usando un agitador de tubo tipo vOrtex. Posteriormente se adicionaron 10 mL de
agua y la mezcla se llevd a autoclave a 121°C durante 1 h. Las soluciones se

enfriaron y se aforaron a 50 mL con agua (soluciones de pectina hidrolizada).

b) Determinacion de azlcares totales

Para la determinacion de azUcares totales se uso la técnica de fenol-sulfarico
(Dubois et al., 1956) usando pectina hidrolizada. En tubos de ensayo etiquetados
se colocd 1 mL de la solucion acuosa de pectina hidrolizada y 1 mL de fenol al 5%
(p/v). Inmediatamente después se adicionaron 5 mL de acido sulfarico
concentrado. La adicién fue rapida y directa a la superficie del liquido. Los tubos
se mezclaron perfectamente utilizando un agitador de tubos (Vértex), se enfriaron
a temperatura ambiente y se determind la intensidad del color naranja obtenido
por medio de un espectrofotometro (Jenway, 6715 Uv/Vis. Spectrophotometer) a
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485 nm, frente a un blanco de reactivos usando agua destilada como muestra.
Para calcular la cantidad de carbohidratos presentes en la muestra se preparé una
curva patrén con soluciones diluidas de glucosa, la cual se muestra en la Figura
17.
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Figura 17. Curva de calibracién para cuantificacién de azlcares totales por el método de Fenol-
sulfarico (Dubois et al., 1956).

3.2.8 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier

Se realiz6 un analisis de espectroscopia de infrarrojo en la pectina de cascara de
tuna con la finalidad de identificar los grupos funcionales presentes en la molécula
y establecer similitudes entre esta pectina, la pectina estudiada por Lira-Ortiz
(2009) y pectinas citricas comerciales con grado de metoxilacion conocido. Los
analisis se realizaron en un equipo de Espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fourier (FTIR Spectrum GX, Perkin Elmer) equipado con un
accesorio reflectante total (ATR, Sentir Technologies) en la Facultad de Ciencias

Quimicas de la Universidad Auténoma de Coahuila, Saltillo Coahuila México

Evaluacion de las propiedades gelificantes de polisacaridos pécticos de tuna (Opuntia
albicarpa S.) de potencial aplicacién como aditivos alimentarios
45



Materiales y Métodos UAEH

(estudio llevado a cabo a través de la colaboracién del Dr. Juan Carlos Contreras
Esquivel).

La muestra de pectina en polvo fue analizada por espectroscopia por transformada
de Fourier (FTIR, Spectrum GX Perkin Elmer) y acondicionando con un reflector
Golden-gate atenuado con accesorio reflectante total (ATR). Los espectros fueron
registrados por 35 escaneos a una resolucion de 4.0 cm™. Las lecturas
espectroscopicas se realizaron a una resolucién de 4000 a 650 cm™. En el
programa Spectrum, Molecular Spectroscopy Versién 3.02.01, Perkin Elmer, Inc.
(Estados Unidos de América). Los espectros fueron corregidos a una linea base y

normalizados a absorbancia de 1.

3.2.9 Preparacién de soluciones y geles de pectina

La pectina se dispersé en agua desionizada a temperatura ambiente (20-25 °C),
usando una parrilla eléctrica con agitacion magnética, adicionandola lentamente
en el vortice del disolvente, evitando la formacion de grumos; la agitacion continué
hasta completar la dispersion (aproximadamente 12 h). Posteriormente, la
temperatura de la muestra se incrementé a 90 °C donde se adicion6 el volumen de
una solucion stock de CaClz (60 mM), previamente calentada a 85-90 °C. Este
volumen se determind a través de un balance de masa para generar soluciones de
pectina con distintas relaciones estequiométricas, R=2[Ca?']/[[COO], como se
muestra en el Cuadro 3. Para estos célculos se considerd el contenido de &cido
galacturénico reportado por Lira-Ortiz (2009) en pectinas de cascara de tuna
blanca (Opuntia albicarpa S.) variedad Alfajayucan. Las muestras recién
preparadas y aun calientes (85-95°C) se colocaron en la geometria del equipo de

reometria para su caracterizacion.
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Cuadro 3. Matriz de experimentos para examinar el efecto de la concentracién de calcio en las
propiedades reolégicas de soluciones de pectina al 0.4 % (p/p). R es la relacién estequiométrica
2[Ca?*])/[COO].

R Concentracion
(2[caz*)/[CcO0) CaCl2 (mM)

1.33 3.075
1.25 2.883
1.18 2.713
1.11 2.563
1.05 2.428
1.00 2.306
0.33 0.756
0.22 0.506
0.11 0.259

0 0

3.2.10 Determinaciones reoldgicas

Se realizaron pruebas de cizalla oscilatoria de pequefia amplitud a 25 °C en
soluciones de pectina al 0.4%(p/p), usando un redémetro de esfuerzo controlado
marca TA INSTRUMENTS, modelo AR2000 (Figura 18). En las determinaciones
se usO la geometria de cilindros concéntricos de doble pared (espacio anular
interno: 0.19 mm, espacio anular externo: 0.415 mm y longitud del cilindro 59.50
mm). Las muestras fueron colocadas calientes (85-95 °C) en la geometria del

equipo, previamente calentada a 90 °C.

La caracterizacion reoldgica de los geles o soluciones de pectina consistio en la

utilizacién de diferentes pruebas de cizalla oscilatoria de pequefia amplitud:

1) Se realiz6é un barrido de temperatura de los médulos dinamicos (G’, G”) de 90
°C a 25 °C, a una frecuencia de 1 rad/s, con el objetivo de promover la
gelificacion, si las condiciones ionicas lo permiten, y obtener una aproximacion
al intervalo de temperatura en el cual ocurre la transicion sol-gel (Tsol-ge). COmo

variable impuesta se uso la torca para las soluciones con baja concentracion
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2)

3)

4)

de CaClz mientras que para las soluciones con méas concentracion de CaClz se
control6 la deformacion. La variable de control fue modificAndose de acuerdo a
la sefal del equipo manteniendo sefiales de torca estables y deformaciones
dentro de la zona de viscoelasticidad lineal de las muestras.

Concluido el barrido de temperatura, se determiné la evolucion de los médulos
dinamicos (G, G”) y de tan & a través del tiempo, a 25 °C y 1 rad/s de
frecuencia hasta alcanzar el estado estacionario en los modulos o hasta 11 h.
Posteriormente, se realizé el barrido de frecuencia de 0.1 a 100 rad/s a 25 °C
(espectro mecanico dinamico), usando como variable impuesta la torca y
considerando la respuesta de la muestra (deformacién obtenida) en la
evolucion de los médulos con el tiempo (prueba previa).

Finalmente se realizé un barrido de deformacién usando como variable de
control la torca (10 a 10000 pNm) para verificar si las determinaciones
anteriores se realizaron dentro de la zona de viscoelasticidad lineal (ZVL). De

no ser asi, las determinaciones se repitieron con una nueva muestra.

Figura 18. Redmetro de esfuerzo controlado TA Instruments AR2000 y geometria de cilindros
concéntricos de doble pared usados en esta investigacion.
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Capitulo 4
Resultados y Discusion
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4.1 Anélisis proximal

El rendimiento de extraccion de pectina de cascara de tuna, Opuntia albicarpa S.
variedad Alfajayucan (Gallegos-Vazquez et al., 2005), fue de 9.12%, similar al
obtenido por Lira-Ortiz, 2009 (9.8%+0.56) usando condiciones similares de
extraccion y la misma variedad de tuna. En ambos trabajos se incluyen lavados
con etanol y un proceso de didlisis (usando una membrana de celulosa de corte
molecular de 12 kDa), lo cual reduce el rendimiento de extraccién pero mejora la
pureza del polisacarido. Otros autores (Cuadro 4) han reportado rendimientos de
extraccion de polisacéaridos pécticos de tuna Opuntia ficus-indica L. M. del mismo
orden de magnitud, usando procesos de extraccion en medio acuoso (Majdoub et
al., 2001a; Habibi et al., 2004a) o extraccion acida-alcohdlica (Majdoub et al.,
2001b).

Cuadro 4. Valores de rendimiento obtenidos durante la extraccion por lote de polisacaridos pécticos
extraidos de la cascara de tuna de distintas variedades.

Condiciones de Tiempo de Rendimiento

Tuna it extraccion (% p/p) en Referencia
extraccion
(h) base seca
Opuntia ficus-indica Acida NR 0.12 Forni etal., 1994
Acuosa a .
Opuntia ficus-indica temperatura 48 7.3 Majdoub et al., 2001a
ambiente
Opuntia ficus-indica ~ Acida/Alcohélica 2 7.0 Majdoub et al., 2001b
(pH=2, 80°C)
Opuntia ficus-indica Acuosa con agentes 2 (2 veces) 12.4 Habibi et al., 2004a

quelantes (60°C)

Acuosa con agentes Lozada Carbajal,

Opuntia albicarpa S. quelantes (1.0% 2 7.6+1.6 2007
EDTA, 70°C)
: . Acuosa con agentes 0 N
Opuntia albicarpa S. quelantes (1.0% 2 9.8%+0.56 Lira-Ortiz, 2009
EDTA, 70°C)
Opuntia albicarpa S. Acuosa con agentes 2 9.12%+0.14 Presente trabajo

guelantes (0.5%
EDTA, 70°C)
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En el Cuadro 5 se muestran los resultados del analisis proximal realizado al
polisacarido péctico de tuna y se compara con los resultados obtenidos por
Lozada-Carbajal (2007) y Lira-Ortiz (2009), quienes extrajeron polisacaridos
pécticos de la cascara de tuna de la misma variedad a la usada en este trabajo y
con condiciones similares de extraccion. En el Cuadro 5 se observan que el
contenido de cenizas es sustancialmente mas bajo que el que obtuvo Lira-Ortiz
(2009) y Lozada-Carbajal (2007), lo cual se debe posiblemente al uso de una
concentracion menor de agente secuestrante de calcio (EDTA 0.5%) y al proceso
de didlisis, el cual se realiz6 con cambios mas frecuentes del agua de dialisis,
generando un mayor gradiente de concentracion entre la solucion polimérica y el
agua desionizada, consecuentemente la remocién de sales del polimero fue mas

eficiente y aparentemente el EDTA no estuvo en exceso.

Cuadro 5. Andlisis proximal de la composicion quimica de la pectina obtenida a partir de cdscara
de tuna (Opuntia albicarpa S.). Se muestran los datos promedio (n=3) + su desviacion estandar.

Humedad Proteina Cenizas Azlcares
(% p/p) (% p/pb.s+) (% p/pb.s+) totales
(% p/pyvs)
Lozada-Carbajal, 2007 3.42 + 0.07 0.11+0.01 19.35+0.93 NR
(Extraccién acuosa con
1.0% EDTA, 70°C, 2 h)
Lira-Ortiz, 2009 10.89+0.12 0.30+0.01 9.80 + 0.92 NR
(Extraccién acuosa con
1.0% EDTA, 70°C, 2 h)
Presente trabajo 9.66 +1.15 1.83+0.28 0.022 +0.003 73.62+2.02

(Extraccién acuosa con
0.5% EDTA, 70°C, 2 h)

*b.s.: base seca

Por otra parte, es notable la presencia de proteina o péptidos en el polisacéarido
obtenido en este trabajo (1.83%). Cualitativamente fue notable que el polisacarido
no dializado generara soluciones acuosas espumosas, mientras que una vez

dializado la espuma en éstas disminuyd. Estas observaciones generaron la

Evaluacion de las propiedades gelificantes de polisacaridos pécticos de tuna (Opuntia
albicarpa S.) de potencial aplicacién como aditivos alimentarios
51



Resultados y Discusion | JAEH

inquietud de evaluar sus propiedades de superficie, para lo cual se realiz6 una
estancia de investigacion en Laboratorio de Propiedades Reoldgicas vy
Funcionales en Alimentos del Departamento de Ingenieria y Tecnologia de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM. Los estudios preliminares de
tension superficial indicaron que el polisacarido péctico extraido de la cascara de
tuna tiene propiedades de superficie similares a las encontradas en goma acacia y
pectinas de remolacha, esta Ultimas atribuidas a la formacién de complejos
proteina-pectina, alto contenido de esteres de acetilo y acido ferdlico
principalmente (Kirby et al., 2006; Yapo et al., 2007; Nakauma et al., 2007; Drusch,
2006; Kiong et al., 2008; Gromer et al., 2009). Estas propiedades seran evaluadas
con mayor detalle en posteriores proyectos de investigacion por lo que no se

presentan en este trabajo.

En el 2009, Lira-Ortiz, reporté el analisis del contenido de azlcares neutros y
acido galacturénico del polisacarido péctico extraido de la cascara de tuna
(Opuntia albicarpa S.). El presente trabajo se considera complementario al de Lira-
Ortiz, por lo que la composicion de azucares y de acido galacturénico del
polisacéarido obtenido en este trabajo es cercana al reportado por Lira-Ortiz, la cual
se muestra en el Cuadro 6 y se compara con los datos de otros polisacéaridos
pécticos extraidos de cascaras de tuna. La concentracion de acido galacturénico
del polisacéarido péctico sometido a proceso de dialisis es similar a la reportada por
Forni et al., (1994) y Habibi et al., (2004a), y cumple con el minimo de acido
galacturonico (65%) establecido por el Codex Alimentario y la FAO para ser
considerado como “pectina”. Esto es importante, ya que frecuentemente se
considera que las cactaceas contienen sélo mucilagos (polisacéaridos solubles en
agua, no gelificantes), los cuales se diferencian de las pectinas por estar
compuestos basicamente de azucares neutros formando estructuras muy

ramificadas. El contenido relativamente alto de ramnosa en el polisacarido péctico
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de Opuntia albicarpa S., sugiere un numero importante de ramificaciones en el
esqueleto principal del ramnogalacturonano | (ver seccion 1.3.1), estas
ramificaciones pudiesen ser grandes en extension y compuestas principalmente

por arabinosa y galactosa.

Cuadro 6. Contenido de azUcares neutros y acido galacturénico en polisacaridos pécticos extraidos
de cascara de tuna. Datos expresados en % peso/peso en base seca.

Glu Xil Ram Gal Ara AC'dP. Fruto Referencia
galacturénico
3.9 3.3 -* 345* 9.0 64.3 Opuntia ficus-  Forni et al.,
indica 19942
0 0 48.2 0 0 51.8 Opuntia ficus-  Madjoub et al.,
indica 2001h°
0 0 46.9 0 0 53.1 Opuntia ficus-  Majdoub et al.,
indica 2001a°
150 450 420 235 327 14.2 Opuntia ficus-  Habibi et al.,
indica 2004h¢
330 090 370 40 17.20 64.5 Opuntia ficus-  Habibi et al.,
indica 2004a°
1250 0.80 1250 10.80 1.20 50.70 Opuntia ficus-  Habibi et al.,
indica 2005f
- 26.88 18.27 44.08 10.75 23.40 Opuntia ficus-  Matsuhiro et
indica al., 20059
0.92 148 420 15.40 9.74 61.24 Opuntia Lira-Ortiz,
albicarpa S.  2009"
0.12 NR 216 1950 0.12 65.42 Opuntia Lira-Ortiz, 2009
albicarpa S.
Glu: glucosa
Xil: xilosa

Ram: ramnosa

Gal: galactosa

Ara: arabinosa

*Forni et al., (1994) reporta la suma de ramnosa y galactosa.

a Extraccion acida (HCI pH=2.0, 80 °C).

b: Extraccion acuosa a temperatura ambiente.

¢; Extraccion alcalina (pH 7.0-7.5) con agentes quelantes (hexametafosfato de sodio).
d: Acuosa 20°C.

e: Extraccion con agente quelante (EDTA 0.5%) en solucion acuosa (60 °C).

f. Extraccién acida fraccionada en 3 etapas.

9: Extraccion acuosa.

h: Extraccién con agente quelante (EDTA 1%) en solucién acuosa a 70 °C.

i Extraccién con agente quelante (EDTA 1%) en solucién acuosa a 70 °C. Polisacérido dializado
(corte molecular 10 kDa).
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4.2 Distribucion de masas moleculares de la pectina obtenida de cascara de
tuna

La determinacion de las masas moleculares en pectinas, es relativamente dificil
debido a la heterogeneidad de su composicion, la solubilidad en agua y la
agregacion de moléculas de pectina. Los valores de masa molar de pectinas
usualmente oscilan entre 10 y hasta cientos de kilodaltones (kDa), estos valores
dependen del tipo de extraccion usada y de la fuente de pectina (Aguilera y
Stanley, 1999). En el Cuadro 7 se presentan la distribucion de las masas
moleculares de las fracciones que forman la pectina obtenida a partir de cascara
de tuna. El polisacérido esta compuesto por fracciones de masas moleculares
altas, desde 1556 kDa hasta 599 kDa; resultados muy parecidos a los que reporto
Lira-Ortiz en el 2009 para el polisacarido obtenido de cascara de tuna de la misma
variedad y usando condiciones similares de extraccion; lo que hace suponer que
los resultados del presente trabajo representan una réplica del trabajo
anteriormente mencionado debido a que las distribuciones se encuentran dentro

del mismo orden de magnitud.

Cuadro 7. Distribucién de las masas moleculares en la pectina de cascara de tuna mediante
cromatografia de liquidos de tamiz molecular.

Masa molecular %
(kDa)
Polisacarido sin 1320.00 30.57
dializar 318.00 37.91
33.7 19.44
4.2 12.08
Lira-Ortiz, 2009
Polisacarido 1629.39 79.30
dializado (corte 707.91 11.16
molecular 10 kDa) 576.33 9.56
Presente trabajo Pectina dializada 1556.00 42.03
996.93 33.79
777.72 2.60
599.17 21.55
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Por lo tanto la pectina de tuna blanca (Opuntia albicarpa S.) esta construida
fundamentalmente por 3 fracciones de polisacaridos, cuyas masas molares
rebasan el medio millébn de daltones. Esto es congruente con las viscosidades
altas de sus soluciones; por ejemplo, soluciones acuosas al 2% de pectina de tuna
muestran un comportamiento pseudoplastico con K=1.6 Pas®>® y n=0.59 (Lira-
Ortiz, 2009).

Algunos polisacéridos viscosificantes como goma guar, goma de algarrobo y goma
karaya tienen masas molares en el orden de 300 a 950 kDa (Lapasin y Pricl,
1995). Para pectinas citricas de bajo metoxilo, las cuales presentan
comportamientos newtonianos, se han reportado masas molares desde 226-230
kDa (Yoo et al., 2006; Gigli et al., 2009) hasta 513 kDa (Cardoso et al., 2003).
Pocos estudios de caracterizacion macromolecular se han llevado a cabo con
pectinas de tuna, sélo se conoce el estudio realizado por Majdoub et al., (2001a),
quienes reportaron masas molares de 2.25x10° y 2.40x10° Da de polisacéaridos
pécticos extraidos de la cascara de tuna (Opuntia ficus-indica) mediante
extraccion acuosa y acido-alcohdlica, respectivamente. Las masas molares de las
fracciones de la pectina de tuna tienen una magnitud similar a la reportada para
goma xantana (Lapasin y Pricl, 1995), polisacarido ramificado, anionico y cuyas

soluciones acuosas presentan un comportamiento al flujo del tipo pseudoplastico.

4.3 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier

a) Comparacion de estructura y grupos funcionales de la pectina obtenida a
partir de cascara de tunay acido poligalacturénico.

La espectrometria en el infrarrojo es una herramienta versatil que se aplica a la
determinacion cuantitativa y cualitativa de especies moleculares de todo tipo. Sus
aplicaciones se dividen en relacion con las regiones espectrales del infrarrojo. La
region mas utilizada es la del infrarrojo medio que se extiende entre

aproximadamente 670 y 2000 cm. La region en el infrarrojo medio se usé en el
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presente trabajo para determinar los grupos funcionales presentes en la pectina
extraida de cascara de tuna, comparando el espectro obtenido con aquéllos de
pectinas estandares (i.e. pectinas citricas con grados de metoxilacién conocidos).

La identificacion de los grupos funcionales del polisacéarido tipo pectina de cascara
de tuna se realiz6 en la region de radiacion infrarrojo de 2000 cm* a 600 cm™. En
la Figura 19 se presenta el espectro de Infrarrojo por Transformada de Fourier
(FTIR) de &cido poligalacturénico (APG), pectina de cascara de tuna obtenida por
Lira-Ortiz (2009) y pectina de cascara de tuna de este trabajo. En la region de
1200-800 cm™ se presenta el patron caracteristico de los azlcares estructurales
presentes en pectinas, a esta region se le denomina “la huella digital”’. La mayoria
de los enlaces sencillos originan bandas de absorciébn en esta regidn y éstas

dependen de la estructura del esqueleto completo de la molécula.

En el caso de las pectinas, la regiéon de 1200 cm a 1000 cm* esta dominada por
vibraciones de tension de enlaces C-OH, C-O-C y C-C en azucares neutros. En
trabajos realizados por Kacurakova et al., (2000) se reportan 2 bandas fuertes
caracteristicas de pectinas a 1100 y 1017 cm!; las cuales estan presentes tanto
en la pectina de tuna estudiada por Lira-Ortiz (2009) como la de este trabajo. En
esta Ultima, la banda en la regién de 1100 presenta el pico maximo en 1090 cm? y

se presenta un pico ancho con un maximo en 1011 cm-2.

Los picos de absorciéon en 1048 y 1073 cm™; los cuales son mas intensos en la
pectina de este trabajo, comparados con la pectina estudiada por Lira-Ortiz, se
asume corresponden a ramnogalacturanos y (B-galactanos, los cuales presentan
bandas de absorcion maximas en 1070 y 1043 cm* (ramnogalacturanos) y 1072

cmt, respectivamente (Kacurakova et al., 2000).
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El pico en 1143 cm es caracteristico de enlaces C-OH, C-O-C y C-C de pectinas.
Por lo tanto, a través de este estudio se determina la naturaleza péctica del
polisacéarido extraido de la cascara de tuna (Opuntia albicarpa S.). En la region de
los 1000-2000 cm™ se identifican los principales grupos quimicos presentes en
pectinas, lo que permite comparar estructuralmente las distintas muestras. La
regiéon que comprende 1800 cm™ y 1500 cm™ es especifica para la absorcion
infrarrojo de grupos carboxilos libres y esterificados, por lo tanto permite estimar el
grado de metoxilacion de las pectinas (Chatjigakis et al., 1998).

El pico ancho en la regién de 1780 a 1700 cm™ se presume como el resultado de
la absorcién de los grupos carboxilo metoxilados (COOCHSs), los cuales se han
reportado en 1750 cm™ (Contreras-Esquivel et al., 2007). Sin embargo, en
polisacaridos con grupos éster, la banda de tension del grupo C-O-C, sufre
desplazamientos hacia frecuencias mayores por efecto de la asociacion por
enlaces de hidrégeno (Contreras-Esquivel et al., 2007). La tension de los enlaces
C=0y C-0 de acidos carboxilicos se presenta en longitudes de onda de 1600 cm™
y 1414 cmt, respectivamente (McCann y Roberts, 1991; Thygesen et al., 2003), la
sefal en esas longitudes de onda indican una mayor proporcién de pectina no

esterificada.

Por lo tanto, los picos observados en 1607 cm™ y 1414 cm™ representan la
cantidad de &cidos urdnicos no esterificados en la muestra, la cual tiene una
menor proporcion en comparacion con la que contiene el polisacéarido de Lira-Ortiz
(2009) y el acido poligalacturénico (APG). En pectinas citricas, la vibracion en
1615 cm corresponde principalmente a la presencia del grupo carboxilico del
acido galacturoénico, en el caso de la pectina de cascara de tuna del presente

trabajo se observa una pequefia diferencia en el ancho del pico; debida
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posiblemente a la presencia de grupos acetilo en la molécula de acido

galacturonico, lo que genera un efecto aditivo de este grupo en la misma region.

La region de los grupos carbonilo se encuentra presente en la region de 1320
cm*(Monsoor et al., 2001), es evidente el mayor contenido de moléculas con este
grupo funcional en la pectina estudiada en este trabajo La ligera diferencia en la
intensidad del pico en 1607 cm, con respecto al APG y a la pectina de cascara
de tuna de Lira-Ortiz, se presume se debe a la presencia de restos de acido
ferdlico en pectinas de céscara de tuna, el cual por poseer un anillo aromatico
debiera presentar picos de absorbancia en la regiéon de 1618 cm* a 1583 cm. El
acido ferdlico se ha reportado en pectinas de espinaca, remolacha (Thibaut y
Rinaudo 1986; Synytsya et al., 2003).
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Figura 19: Espectros de infrarrojo por transformada de Fourier de &cido poligalacturénico, pectina de cascara de tuna (Lira-Ortiz, 2009) y pectina
de céscara de tuna del presente trabajo.
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b) Estimacion del grado de metoxilacion de la pectina extraida de cascara de
tuna.

Mediante la comparacién de espectros de infrarrojo de muestras de APG y pectina
con grado de metoxilacion conocido (30% y 60%), se pretende suponer el
porcentaje de esterificacion. En la Figura que 20 que el pico que indica el
porcentaje de esterificacion (sefialado con un circulo) para la pectina analizada en
este trabajo es ligeramente superior al que presenta la pectina citrica con 30% de
metoxilacion; lo que permite suponer que el porcentaje de esterificacion para la

pectina de cascara de tuna de este trabajo es ligeramente superior a 30%.
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Figura 20. Espectros de infrarrojo por transformadas de Fourier. Comparacién de &cido
poligalacturénico (0% esterificado), pectinas citricas con grado de metoxilaciéon conocido (30 % y
60%) y pectina de cascara de tuna del presente trabajo.
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4.4 Pruebas reoldgicas
4.4.1 Pruebas preliminares
a) Evolucién de los médulos dinamicos con la temperatura

En la Figura 21 se muestra la evolucion de los moédulos dinamicos G’y G” con la
temperatura de soluciones de pectina de cascara de tuna durante el enfriamiento
desde 90 hasta 25°C (1 °C/min). La adicidon de CaClz en cada solucién se realizé
en el instante de la colocacion de la muestra en la geometria del rebmetro, ésta
precalentada a 90°C. Como se puede observar en la Figura 21, aun a 90°C todos
los sistemas mostraron un caracter viscoelastico solido, G'>G”, el cual se
incrementa al disminuir la temperatura. Se observa que a medida que aumenta la
relacion estequiométrica R, la tasa de cambio de G’ es mayor y la diferencia entre
G’y G” se acentua. Un comportamiento similar se ha observado en pectinas de
girasol, linaza y de pomaza de olivo (Cardoso et al., 2003; Diaz-Rojas et al., 2004;
Iglesias-Lozano, 2004). Este comportamiento se ha interpretado con base al tipo
de interacciones intermoleculares (i6nicas y van der Waals) que se llevan a cabo
en pectinas de bajo metoxilo. Se sugiere la formacién de zonas de unién
altamente cooperativas entre cadenas de acido galacturénico no esterificado y

calcio, las cuales inician su formacién a temperaturas altas.

De acuerdo a nuestros resultados, la gelificacién ocurre instantaneamente una vez
que el calcio se adiciona a la solucién. Durante el enfriamiento, no so6lo contindan
las interacciones i6nicas (puentes de calcio), sino pueden ocurrir interacciones
intermoleculares, principalmente puentes de hidrégeno, entre grupos funcionales
de cadenas laterales que fortalecen al gel, incrementando los valores de G’ y
disminuyendo tan & (=G”/G’).
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Figura 21. Evolucion de los modulos dinamicos, G’ y G” durante el enfriamiento de soluciones
acuosas de pectina de tuna 0.4% p/p. Velocidad de enfriamiento 1°C/min, frecuencia constante de
1 rad/s, las determinaciones se realizaron dentro de la zona lineal de viscoelasticidad usando la
geometria de cilindros concéntricos de doble pared. En la parte superior de la Figura se indica la
relacion estequiométrica R (=2[Ca?']/[[COO]) de cada trazo. Los trazos gruesos representan G’
mientras que los delgados G”.

b) Evolucion de los médulos dindmicos con el tiempo

En la Figura 22 se muestra la evolucion de los modulos dinamicos con el tiempo a
25 °C, una vez concluido el proceso de enfriamiento. Este tipo de pruebas,
también conocida como “curado de gel”, pretende identificar el estado estacionario
de la gelificacion, es decir el tiempo que le toma a un sistema reorganizarse hasta
llegar a un equilibrio dindmico de formacién-rompimiento de interacciones
intermoleculares. En la Figura 22 se puede observar que a medida que se
incrementa la relacion estequiométrica R, los geles inician y terminan con valores
mayores de G’, como es de esperarse, ya que se generan mayores interacciones
ionicas que fortalecen al gel. Sin embargo, no se detecto el estado estacionario en
ninguno de los sistemas aun 11 h después de iniciado el experimento, lo cual

indica que los geles de esta pectina son altamente dependientes del tiempo.
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Figura 22. Evolucion del médulo de almacenamiento, G’, con el tiempo durante el curado de geles
de pectina de tuna (Opuntia albicarpa S.) 0.4% p/p: Determinaciones realizadas a frecuencia
constante de 1 rad/s y 25 °C dentro de la zona lineal de viscoelasticidad. R representa la relacion
estequiométrica: 2[Ca?*]/[COO]) de cada trazo.

C) Evolucion de los modulos dinamicos con la frecuencia

La evolucidon de los modulos dinamicos G’ y G” con la frecuencia (espectro
mecanico dinamico), usando deformaciones dentro de la zona lineal de
viscoelasticidad, nos permite determinar las propiedades viscoelasticas de los
geles formados y evaluar su comportamiento reolégico en términos del tiempo de
observacion (1/w). En la Figura 23 se presentan los espectros mecéanicos de los
geles de pectina de tuna (0.4%), después del proceso de curado. El
comportamiento reoldgico de estos geles es congruente con lo reportado en la
literatura para pectinas de bajo metoxilo de otras fuentes (Durand et al., 1990;
Braccini y Pérez, 2001; Diaz-Rojas et al., 2004; Cardenas et al., 2008; Gigli et al.,
2009). Los geles tienen un comportamiento tipo gel débil, G’ tienen una débil
dependencia con la frecuencia, las pendientes de los graficos G’ vs w fluctuan
entre 0.083 y 0.112, como se muestra en el Cuadro 8. Geles débiles tipicos en

alimentos son los formados durante la acidificacion acida de la leche, en los cuales
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la dependencia de G’ con la frecuencia, evaluada a través del valor de n en la
relacion G’ a w", se ha reportado =0.17 (Trejo-Guerrero, 2010). Algunos autores
describen a un gel débil como aquel que presenta una ligera dependencia de los
modulos dindmicos, especialmente G’, con la frecuencia (Doublier y Cuvelier,
1996). Sin embargo, para esta dependencia no se ha fijado un criterio en los
valores. Una forma mas precisa de verificar el comportamiento débil o fuerte de un
gel es la razén G”/G’, conocida como tan 9, el criterio aceptado para un gel fuerte
es G'=10G” o tand<0.1 (Doublier y Cuvelier, 1996).

Los valores de tan & para los sistemas de la Figura 23 fueron mayores a 0.13
como se observa en la Figura 24, tan & no muestra una tendencia con R, el gel
con mayor contenido de calcio (R=1.56), el cual se espera no s6lo mas rigido, sino
mas estable, presenta valores de tan & muy dependientes con la frecuencia, lo
cual refleja que el sistema tiene varios tiempos de relajacion, a frecuencias altas
(tiempos cortos de observacién) predomina el caracter sélido (tand—0.1), pero al
aumentar el tiempo de observacién (frecuencias bajas) se incrementa el caracter
liquido del gel. Esto refleja la complejidad del sistema en su estructuracion y la

dependencia que tiene este evento con el tiempo.

Cuadro 8. Valores de n de la relacion G’ a w" en los espectros mecanicos dinamicos de geles de
pectina de tuna 0.4% p/p en presencia de distintas concentraciones de calcio. R representa la
relacion estequiométrica 2[Ca?*]/[[COO-]).

R=2[Cca?*)/[CO0) n R?
1.56 0.090 0.995
1.33 0.083 0.998
1.18 0.112 0.999
1.00 0.097 0.997
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Figura 23. Evolucién de los mdédulos dinamicos, G’ y G” con la frecuencia de geles de pectina de
tuna (Opuntia albicarpa S.) 0.4% con distintas concentraciones de calcio. Determinaciones
realizadas a 25°C dentro de la zona de viscoelasticidad lineal. R indica la relacién estequiométrica
2[Ca?*])/[COO]. Los simbolos negros corresponden a G’ y los blancos a G”.
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Figura 24. Comportamiento de tangente del angulo de desfase (=G”/G’) de geles de pectina de
tuna (Opuntia albicarpa S.) 0.4% con distintas concentraciones de calcio. Determinaciones
realizadas a 25°C dentro de la zona de viscoelasticidad lineal. R indica la relacién estequiométrica
2[Ca?*])/[COO].
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Las relaciones estequiométricas calcio/pectina usadas generaron sistemas con
temperaturas de gelificacibn altas, lo cual técnicamente dificulté la
experimentacion, ya que el manejo de las soluciones se hizo a temperaturas de
ebullicién, generando posiblemente diferencias en la evaporacion de la muestra
durante su colocacion en el reémetro. Adicionalmente, no fue posible determinar el
punto de gel debido a la reactividad de la muestra con el calcio, por lo que se
decidi6 trabajar con relaciones estequiométricas menores, manteniendo la

concentracion de pectina.

4.4.2 Estudios reolégicos usando bajas relaciones estequiométricas
calcio/pectina

a) Evolucién de los modulos dinamicos con la temperatura

En la Figura 25 se muestra la evolucion de los modulos dinamicos, G’ y G”,
durante el enfriamiento de las soluciones acuosas de pectina 0.4% con distintas
relaciones estequiométricas: 2[Ca?*]/[COQO]). La solucién sin calcio adicionado
(R=0) muestra un comportamiento totalmente fluido (G">G’), aun a 25 °C, lo cual
indica que pectina 0.4% no gelifica sin iones adicionados durante el tiempo que
dura el enfriamiento. Al incrementar R a 0.11 se observa una transicion alrededor
de 33 °C, en donde repentinamente se incrementa el caracter solido de la muestra
tendiendo a formar una meseta a bajas temperaturas. Cuando se incrementa R a
0.22, el comportamiento es complejo, las pruebas pierden reproducibilidad, como
se ve en las réplicas graficadas, en una de ellas se detecta el incremento
repentino de G’ sobre G” y la transicion de un estado sol, en donde G” predomina
a temperaturas altas (>69 °C), a un estado gel en donde G’>G”. Sin embargo, en
la réplica de este experimento no se observa tal transicion, a temperaturas altas
G'>G” y alrededor de 60°C ambos mddulos incrementan alrededor de 2 6rdenes
de magnitud, manteniéndose G'>G”. No obstante, las dos determinaciones
concluyen con los respectivos médulos muy cercanos en magnitud. Con R=0.33
las soluciones de pectina muestran desde el inicio del enfriamiento (T=90°C),

G’>G”, es decir existe un caracter sélido aun a esa temperatura.
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A medida que ocurre el enfriamiento se presenta un incremento de ambos
modulos. Finalmente, igual que en el caso R=0.22, las determinaciones no son
reproducibles, aunque los valores finales que alcanzan los médulos son muy
cercanos. La transicion sol-gel detectada en este sistema estuvo en el intervalo de

70 a 84 °C, un intervalo mas amplio que el caso anterior.
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Figura 25. Evolucion de los modulos dinamicos, G’ y G” durante el enfriamiento de soluciones
acuosas de pectina de tuna 0.4% p/p. Velocidad de enfriamiento 1°C/min, frecuencia constante de
1 rad/s, las determinaciones se realizaron dentro de la zona lineal de viscoelasticidad. R indica la
relacion estequiométrica: 2[Ca?*]/[COO]. Los simbolos negros corresponden a G’ mientras que los
blancos a G”.

Este comportamiento reoldgico complejo se ha observado en otras pectinas de
bajo metoxilo y se ha defendido el modelo de gelificacion conocido como “caja de
huevo” (Durand et al.,, 1990; Braccini y Pérez, 2001), el cual propone que la
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formacion de redes tridimensionales de pectinas de bajo metoxilo involucra dos
tipos de entrecruzamientos via Ca?*, el mas extenso en nimero es la formacion de
estructuras cortas, diméricas, en donde el calcio queda inmerso entre dos cadenas
de segmentos de acido galacturonico, lo cual asemeja el acomodo de huevos
(iones calcio) en su caja (cadenas de polimero).

Estas asociaciones se forman a temperatura alta y les acompafia un mecanismo
altamente cooperativo. Ademas de estas zonas de union cooperativas, se asume
se presentan interacciones idénicas menos especificas entre el calcio y secuencias
mas cortas de residuos de acido galacturénico no metoxilado y la asociacion de
dimeros para formar agregados, se presume que estas asociaciones no
cooperativas no contribuyen de forma importante a la fuerza y elasticidad del gel
(Durand et al., 1990; Braccini y Pérez, 2001; Diaz-Rojas et al., 2004; Cardenas et
al., 2008).

b) Evolucion de los médulos dindmicos con el tiempo

En la Figura 26 se presenta la evolucién de los modulos dindmicos durante el
curado de soluciones o geles de pectina al 0.4% usando relaciones
estequiométricas calcio/pectina inferiores a 1. De interés es el sistema sin calcio
(R=0), el cual evidencia una estructuracion durante su envejecimiento, pasando de
un sistema fluido (G">G’) a un sistema con caracter sélido en donde G’ es
alrededor de una orden de magnitud mayor a G”. A medida que se incrementa R,
se observa que los sistemas tienden al estado estacionario en menos tiempo y los
mddulos al final del curado del gel incrementan con R. Con estas determinaciones
es notable la transitoriedad de las interacciones que dan lugar al caracter solido de

los geles o soluciones macromoleculares de pectina.
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Figura 26. Evolucion de los médulos dinamicos, G’ y G”, con el tiempo durante el curado de geles
de pectina de tuna (Opuntia albicarpa S.) 0.4% p/p: Determinaciones realizadas a frecuencia
constante de 1 rad/s y 25 °C dentro de la zona lineal de viscoelasticidad. R representa la relacién
estequiométrica: 2[Ca?*]/[COO]). Simbolos negros corresponden a G’ y lineas a G”.

c) Evolucion de los médulos dindmicos con la frecuencia

Los espectros mecanicos dinamicos de pectina de tuna 0.4% se presentan en la
Figura 27. Este espectro nos permite comprobar el caracter de gel débil de los
sistemas evaluados. A medida que se incrementa el contenido de calcio en el
sistema, los modulos aumentan pero la dependencia de éstos con la frecuencia
(Cuadro 9) sigue una tendencia no esperada. Los sistemas con el valor mayor de
R (0.33) presentan mayor dependencia con la frecuencia, lo cual los cataloga
como mas débiles que los restantes sistemas, incluyendo el sistema sin calcio

adicionado.
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Por otra parte, la diferencia entre G’ y G” es menor en este sistema, lo cual se
manifiesta en tan & (Figura 28). De acuerdo a los valores de tand, la pectina de
tuna en presencia de calcio manteniendo la relacion estequiométrica
2[Ca?*])/[COO] igual a 0.11 y 0.22, forma geles fuertes (tand <0.1) que se debilitan
a medida que aumenta el tiempo de observacion (frecuencias bajas de
observacion), esto es debido a que el polisacarido no sélo forma puentes de
calcio, sino puentes de hidrogeno e interacciones de vida muy corta entre cadenas
adyacentes, seguramente conformadas por azucares neutros de las zonas pilosas
de la pectina, que dan lugar a redes no permanentes que manifiestan relajacion a

bajas frecuencias.

Por lo tanto es posible formar geles rigidos con valores de G’ cercanos a 1000 Pa
usando valores de R=0.33, pero estos geles no seran estables con el tiempo,
manifestaran relajacion lo cual en un producto o proceso se reflejard en el
debilitamiento del gel o en la baja elasticidad de éste. El efecto de la relacion

estequiométrica en G’ de los geles de pectina se muestra en la Figura 29.

Cuadro 9. Valores de n de la relacion G’ a w" en los espectros mecanicos dinamicos de geles de
pectina de tuna 0.4% p/p en presencia de distintas concentraciones de calcio. R (0-0.33).

R=2[Ca?*]/[CO0) n R?
0.33 0.099 0.998
0.22 0.061 0.990
0.11 0.075 0.990
0 0.078 0.994
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Figura 27. Evolucién de los mdédulos dinamicos, G’ y G” con la frecuencia de geles de pectina de
tuna (Opuntia albicarpa S.) 0.4% con distintas concentraciones de calcio. Determinaciones
realizadas a 25°C dentro de la zona de viscoelasticidad lineal. R indica la relacion estequiométrica
2[Ca?*])/[COO]. Los simbolos negros corresponden a G’ y las lineas a G”.
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Figura 28. Comportamiento de tangente del angulo de desfase (=G”/G’) de geles de pectina de
tuna (Opuntia albicarpa S.) 0.4% con distintas concentraciones de calcio. Determinaciones
realizadas a 25°C dentro de la zona de viscoelasticidad lineal. R indica la relacién estequiométrica
2[Ca?*])/[COO].

Evaluacion de las propiedades gelificantes de polisacaridos pécticos de tuna (Opuntia
albicarpa S.) de potencial aplicacién como aditivos alimentarios
72



Resultados y Discusién UAEH

10* g

108

G' (Pa)

102

10t
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35

R (=2[Ca*"]/[COOT)

Figura 29. Efecto de la relacibn estequiométrica, R=2[Ca?*]/[COO] en el mbédulo de
almacenamiento de geles de pectina de tuna (Opuntia albicarpa S.) al 0.4%. Valores a w=1 Hz y
25°C tomados de la Figura 28.

El comportamiento reoldgico de la pectina de tuna estudiada en este trabajo refleja
un polisacarido de alto peso molecular, de bajo indice de metoxilacion, lo cual lo
hace muy reactivo al calcio, gelificando aun a temperaturas cercanas a ebullicion.
Probablemente sea un polisacarido muy ramificado, de tal forma que por
impedimento estérico la gelificacion sea muy dependiente del tiempo, pero la
presencia de estas ramificaciones promueva interacciones entre cadenas
adyacentes, tipo puente de hidrégeno, las cuales fortalecen el caracter sélido del
sistema reflejdndose en valores de G’ progresivamente mayores. Sin embargo,
cuando el calcio estd en exceso se generan sistemas menos elasticos con
diferentes tiempos de relajacion, posiblemente por la formacion de distintos tipos
de enlaces, predominando las asociaciones idnicas muy cooperativas que pueden
dar lugar a zonas de union fuertes locales, presumiblemente entre dimeros de
cadenas de acido galacturénico, que comparten el volumen con zonas amorfas

menos entrecruzadas.
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5.1 Conclusiones

El polisacarido extraido de cascara de tuna (Opuntia albicarpa S.) variedad
Alfajayucan, es un polimero formado basicamente por 3 fracciones de masas
moleculares altas, 1556, 996.9, 599.2 kDa, que corresponden al 42, 34 y 22% del
polimero. Los andlisis de FTIR confirman que el polisacarido tiene rasgos
estructurales de pectinas de bajo metoxilo, estimandose un porcentaje de

esterificacion ligeramente superior a 30%.

El comportamiento reoldgico de la pectina de tuna blanc.a (Opuntia albicarpa S.)
muestra una reactividad alta al calcio, gelifica ain a temperaturas cercanas a
ebullicion. A medida que se incrementa la relacibn estequiométrica
R=2[Ca?*]/[COQO], los geles inician y terminan con valores mayores de G’ sin llegar
al estado estacionario durante el curado del gel, lo cual indica que estos geles son

altamente dependientes del tiempo.

De forma general, los geles de pectina de tuna tienen un comportamiento
viscoelastico tipo gel débil. Sélo las relaciones estequiométricas R=0.11y 0.22,
formaron geles que se catalogan como fuertes (tand <0.1). No obstante, el
comportamiento reolégico de éstos indica distintos tipos de zonas de unién, ya que
se presentan una relajacion de enlaces en tiempos pequefios de observacién

(frecuencias altas).

Se sugiere, con base a la revision bibliografica y a estos resultados, la formacién
de zonas de union altamente cooperativas entre cadenas de acido galacturénico
no esterificado y calcio, las cuales inician su formacion a temperaturas altas, y
durante el enfriamiento se propician puentes de hidrogeno e interacciones ionicas
entre cadenas laterales. Es posible, que este polisacarido tenga una estructura

muy ramificada que genera geles débiles altamente dependientes del tiempo.
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5.2 Recomendaciones para trabajos futuros

Determinar la composicion de azlcares neutros, acido galacturénico y grupos

acetilo de la muestra de pectina de tuna evaluada reolégicamente.

Analizar el efecto del tiempo de exposicion de las soluciones acuosas a altas

temperaturas y la depolimerizacion en el comportamiento reologico.

Hidrolizar la pectina de cascara de tuna usando métodos enzimaticos y/o quimicos
para controlar las propiedades reologicas en funcién de la masa molecular y
ramificaciones del polisacéarido

Analizar la microestructura de los geles de pectina de tuna a través de

microscopia de fuerza atomica o confocal.
Analizar las propiedades de superficie de la pectina de cascara de tuna.
Evaluar la funcionalidad del polisacarido como material de pared para encapsular

aditivos alimentarios (antioxidantes, colorantes, sabores etc.), asi como sus

propiedades en la elaboracion de peliculas.
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