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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo optimizar la extraccion de pectina a partir de
residuos del limon Meyer (Citrus Meyeri Y. Tan) mediante la técnica de extraccion asistida por
ultrasonido (EAU). Para ello, se caracterizo la composicion fisicoquimica de los subproductos y
se evaluaron las condiciones de extraccioén considerando variables como amplitud, tiempo de
sonicacion, temperatura y pH. Los experimentos se realizaron en un bafio ultrasonico de 35 kHz y
320 W, aplicando un Disefio de Superficie de Respuesta (RSM) bajo un esquema Compuesto
Central (CCD), lo que permiti6 identificar los parametros méas favorables para maximizar el

rendimiento.

La caracterizacion fisicoquimica de la pectina obtenida, determinada mediante analisis
titrimétricos directos e indirectos, indic6 que se trata de una pectina de alto metoxilo. Se registrd
un grado de esterificacion del 81,49 %, un contenido de metoxilo del 9,88 % y un porcentaje de
acido anhidrourénico del 74,86 %, ademés de otros compuestos importantes. Estos resultados se
encuentran dentro de los rangos de referencia reportados por organismos e instituciones
especializadas, como la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO, 2012), el Instituto Ecuatoriano de Normalizacion (INEN) y la International
Pectin Producers Association (IPPA, 2014). Asimismo, el analisis por espectroscopia FT-IR
confirmo la presencia de grupos funcionales caracteristicos (-OH, COOCHs y COO"), lo que
respalda la similitud estructural y el comportamiento gelificante comparable al de pectinas

comerciales.

Palabras clave: pectina, residuos citricos, biopolimeros, ultrasonido, grado de esterificacion,

porcentaje de acido anhidrourdnico, contenido de metoxilo.
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ABSTRACT

The present study aimed to optimize pectin extraction from Meyer lemon (Citrus Meyeri Y. Tan)
residues using ultrasound-assisted extraction (UAE). The physicochemical composition of the by-
products was characterized, and extraction conditions were evaluated considering variables such
as amplitude, sonication time, temperature, and pH. Experiments were conducted in an ultrasonic
bath operating at 35 kHz and 320 W, applying a Response Surface Methodology (RSM) under a
Central Composite Design (CCD), which allowed the identification of the most favorable

parameters to maximize yield.

The physicochemical characterization of the pectin obtained, determined through direct and
indirect titrimetric analyses, indicated that it corresponds to a high-methoxyl pectin. A degree of
esterification of 81.49 %, a methoxyl content of 9.88 %, and an anhydrouronic acid percentage of
74.86 % were recorded, along with other relevant compounds. These results fall within the
reference ranges reported by specialized organizations and institutions, such as the Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO, 2012), the Ecuadorian Institute for
Standardization (INEN), and the International Pectin Producers Association (IPPA, 2014).
Furthermore, FT-IR spectroscopy analysis confirmed the presence of characteristic functional
groups (-OH, COOCH3s, and COO"), supporting the structural similarity and gel-forming behavior

comparable to that of commercial pectins.

Keywords: pectin, citrus residues, biopolymers, ultrasound, degree of esterification,

anhydrogalacturonic acid percentage, methoxyl content.
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CAPITULO |
1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

La obtencion de pectina a partir de residuos citricos mediante extraccion asistida por
ultrasonido es un éarea de investigacion que ha cobrado relevancia en el contexto de la
sostenibilidad y la valorizacion de subproductos agroindustriales. La investigacion de Mahato
et al. (2020) se centr6 en la caracterizacion quimica detallada y en la evaluacion de diversos
métodos de procesamiento. Sus resultados respaldan la viabilidad técnica de utilizar dichos

residuos citricos como fuente de insumos de mayor valor.

Con base en la investigacion de Chandrasekar et al. (2024), en su sobre la valorizacion de
cascaras de citricos , encontrd que la extraccion de pectina asistida por ultrasonido depende de la
amplitud, el tiempo de tratamiento y la relacion solido-liquido. Especificamente, tanto el tiempo
de sonicacion como la amplitud afectan positivamente el rendimiento, mientras que un mayor

volumen de disolvente mejora significativamente la eficiencia del proceso.

De acuerdo con estudios realizados por Gerschenson et al. (2021), la extraccion de pectinas
a partir de subproductos agroindustriales puede realizarse mediante la aplicacion de técnicas
ultrasonicas. En su estudio se evaluaron distintas condiciones experimentales, entre ellas la
incorporacion de acidos organicos, con el fin de comparar la eficiencia del proceso y determinar

parametros optimos de extraccion.

Segun Panwar et al. (2023), en su investigacion sobre la extraccion de pectina mediante
ultrasonido, sefialan en la seccidn de caracterizacion fisicoquimica que, tanto la pectina comercial
(CP) como la pectina extraida por ultrasonido (EAU), obtenidas en condiciones éptimas,

presentaron un alto grado de esterificacion con un valor >50% y un contenido de metoxilo >7%.



La caracterizacion de la materia prima destinada a la extraccion de biopolimeros resulta
importante, en particular cuando se emplean residuos citricos, considerados un recurso abundante
pero poco aprovechado. Mahato et al. (2020) sefialan que la composicién bioquimica de estos
subproductos influye de manera directa en el rendimiento y en la calidad de los biopolimeros

obtenidos, lo que resalta la importancia de un andlisis detallado previo al proceso de extraccion.

1.2 Problema de investigacion

Los citricos representan uno de los cultivos de fruta mas importantes a nivel mundial, con
una produccion anual que supera los 124,3 millones de toneladas. Sin embargo, tras su consumo,
entre el 40 %y el 60 % de la fruta se descarta como residuo. Esto da lugar a la generacion de entre
110 y 120 millones de toneladas anuales de residuos citricos, provenientes principalmente de las
industrias de procesamiento de citricos. Este volumen de desechos plantea serios desafios en
materia de contaminacion del suelo, de los recursos hidricos subterraneos y de la gestion de

residuos hiumedos y semisélidos (Mahato et al., 2020).

En Ecuador, la pectina pose diversas aplicaciones en la industria alimentaria, pero su uso
esta condicionado a la importacién de paises como Colombia, México, Argentina y China, lo que
genera una dependencia externa y un alto costo econémico para las empresas locales. De acuerdo
con Guerrero Arregui & Moreno Almeida (2024) las cantidades de importacion de pectina oscilan

alrededor de 3000 kg al mes.

Por otro parte, sigue siendo un desafio el proceso de extraccion eficiente de pectina a partir
de residuos citricos, utilizando tecnologias como el ultrasonido, ain no ha sido completamente
explorado y optimizado. La falta de estudios especificos sobre esta técnica en diferentes regiones,

del pais, asi como la escasa investigacion sobre su aplicabilidad y escalabilidad, constituye una



brecha en el conocimiento que limita el aprovechamiento de los residuos citricos y la reduccion de

la dependencia de las importaciones.

Las condiciones operativas del ultrasonido juegan un papel fundamental en el rendimiento
y las caracteristicas fisicoquimicas de la pectina obtenida. Sin embargo, se requieren estudios méas
sistematicos que consideren todos los aspectos mencionados para contar con una base de datos

solida que permita optimizar el proceso (Lin et al., 2026).

En este contexto, la propuesta de esta investigativa estd enfocada en la necesidad de
aprovechar el potencial dichos subproductos y el de realizar un andlisis estadistico riguroso para
determinar las variables mas influyentes en el proceso de extraccién. De manera que se busca

maximizar el rendimiento de extraccién satisfaciendo la demanda del mercado local.

1.3 Justificacion

La presente investigacion se centra en la optimizacidn de la extraccion de pectina mediante
ultrasonido. Este proceso se realiza utilizando residuos citricos, especificamente, cascara de limoén
Meyer. La relevancia de este subproducto radica en su alta disponibilidad en la industria
alimentaria y en que la corteza de citrico presenta un contenido y una calidad de pectina

particularmente aptos para la extraccion.

La extraccion de pectina a partir de residuos citricos, mediante tecnologias innovadoras
como la asistida por ultrasonido, surge como una alternativa sostenible. Esta técnica de extraccion
es limpia, reducen significativamente el tiempo de extraccion, minimizan el consumo de solvente
y logran altos rendimientos de pectina con propiedades fisicoquimicas deseables, haciéndolos mas

amigables con el medio ambiente y rentables (Pei et al., 2024).



La usencia de produccion nacional de pectina en Ecuador y la dependencia de
importaciones con costos elevados justifican la necesidad de investigar alternativas locales de
extraccion a partir de dichos subproductos. De acuerdo con Alvarez (2024), el precio de la pectina
importada oscila entre 20 y 34 dolares por kilogramo, lo que incrementa los gastos de produccion

en las industrias que la utilizan.

Desde un punto de vista ambiental, esta investigacion se alinea con los principios del
desarrollo sostenible y podria considerarse una economia circular. Al transformar los residuos en
productos tiles no solo reducen la carga sobre los vertederos, sino que también minimiza las
emisiones asociadas con el manejo inadecuado de desechos (Garcia-Garcia et al., 2023). Al
promover el uso responsable de recursos naturales y fomentar practicas sostenibles, este estudio

puede tener un impacto significativo en el ambito ambiental y econémico .

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general
v' Obtener pectina a partir de residuos citricos mediante extraccidn asistida por ultrasonido

1.4.2 Objetivos especificos

v/ Caracterizar la materia prima empleada para la extraccién de pectina.
v' Establecer parametros para el proceso de extraccion mediante ultrasonido.
v' Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas de la pectina extraida.

1.5 Hipdtesis
1.5.1 Hipoétesis nula (Hn)
El ultrasonido empleado en la extraccion de pectina a partir de residuos citricos no afecta

el rendimiento de la pectina obtenida.



1.5.2 Hipdtesis alternativa (Ha)
El ultrasonido empleado en la extraccion de pectina a partir de residuos citricos afecta el

rendimiento de la pectina obtenida.



CAPITULO II
2. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades

2.1.1 Criticos

Los citricos, clasificados en el género Citrus de la familia Rutacea, presentan una notable
diversidad morfoldgica, que va desde formas redondas hasta oblongas. Entre los representantes
mas comunes de este grupo se encuentran naranjas, mandarinas, limas, limones, pomelos y cidras

(Lvetal., 2015).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) 2012
reportd que estas frutas se encuentran entre las mas consumidas mundialmente, atribuyendo su
popularidad a su perfil nutricional y a la presencia de compuestos bioactivos derivados del

metabolismo secundario de las plantas.

En la actualidad, las areas subtropicales se caracterizan por una produccién a gran escala
dirigida al mercado internacional, mientras que en los tropicos su consumo se destina

principalmente al ambito local (Yoc., 2020).

2.1.2 Residuos de citricos como fuente de pectina

Los residuos citricos estan constituidos principalmente por céascaras y pulpa prensada
(semillas y membranas de segmentos), que representan aproximadamente el 50% del peso del fruto
(Santiago et al., 2020). Aproximadamente un tercio de los citricos se utiliza para procesamiento,

lo que produce cerca de 50-60% de residuos organicos (Satari & Karimi, 2018).



Los residuos citricos se caracterizan por tener un nivel de pH bajo (3-4), alta materia
organica (95% de solidos totales) y alto contenido de agua (alrededor de 80-90%) (Satari &

Karimi, 2018).

De acuerdo con Santiago et al. (2020), los residuos citricos poseen altos niveles de pectina,
celulosa, hemicelulosa, azlcares solubles, y en menor medida compuestos bioactivos como aceites

esenciales.

2.2 Materia prima

2.2.1 Limén Meyer

Segun investigaciones realizadas por Pupiales (2021), el limén Meyer (Citrus Meyeri Y.
Tan) ha sido descrito como un hibrido entre el limén (Citrus limon) y otro citrico como la naranja
(Citrus sinensis). Este fruto fue descubierto en Pekin, China, por Frank N. Meyer y posteriormente

introducido en los Estados Unidos en 1908 como planta ornamental.

Por su parte, la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1757 caracteriza al limon Meyer
por su forma redondeada, con cascara lisa y gruesa cuya coloracion evoluciona del verde al
amarillo al alcanzar la madurez completa. EI mesocarpio, de tonalidad verde a amarillenta, es
jugoso y se distingue por su elevado contenido de pectina. Ademas, el fruto contiene semillas en

su interior, lo que complementa su descripcion morfologica.

2.2.1.1 Caracteristicas botanicas
Con base es estudios realizado por Moposita (2023), el limon Meyer presenta la siguiente

clasificacion taxondmica.



Tabla 1.

Taxonomia del limon Meyer

Nombre comercial Limén Meyer

Nombre cientifico  Citrus Meyeri Y. Tan

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae

Orden Sapindales
Familia Rutaceae
Subfamilia Citroideae
Tribu Citreae

Género Citrus

Especie Citrus limén

2.2.1.2 Estructura del limén Meyer

Los estudios realizados por Fuertes & Unaucho (2024), permiten identificar y describir la
estructura anatomica del limon Meyer (Citrus Meyeri Y. Tan), el cual presenta tres capas

principales.

e Epicarpio o flavedo

Esta estructura se sitta principalmente en la capa externa ,se caracteriza por su elevada

concentracion de pigmentos y aceites esenciales.
e El mesocarpio o albedo

Se localiza de forma subyacente. Este tejido, de apariencia esponjosa y color blanquecino,

estd compuesto fundamentalmente por celulosa, hidratos de carbono y aproximadamente un 20%



de sustancias pécticas. En el fruto fresco, esta capa puede representar entre el 20% y el 60% del

total, con un contenido de humedad que oscila entre el 75% y el 80%.

e Endocarpio

Conforma la porcion comestible del fruto, representando del 65% al 70% de su peso total.
Esta organizado en segmentos o loculos que albergan vesiculas glandulares ricas en jugo y, en

ciertos casos, semillas

2.3 Pectina

La pectina es un polisacarido con amplias aplicaciones como aditivo tecnoldgico en la
industria de alimentos. Sus propiedades funcionales le confieren la capacidad de actuar como
agente gelificante, espesante, emulsionante y estabilizante en diversas formulaciones alimentarias

(Franco, 2022).

La pectina representa una familia de polisacaridos complejos, que constituyen la
composicién porcentual mas alta de la masa vegetal de aproximadamente el 35% en las células de
las plantas dicotileddneas, mientras que las gramineas contienen entre el 2 y el 10% v los tejidos

lefiosos contienen el 5% (Chandel et al., 2022).

Con base en Pei et al. (2024), actualmente la mayor parte de la pectina comercial proviene

de fuentes citricas, representando aproximadamente el 85.5% de la produccion total.

2.3.1 Estructura quimica del polimero

La estructura polimérica basica de la pectina esta formada por cadenas lineales de unidades
de acido a-D-galacturénico (GalA) unidas mediante enlaces glucosidicos a-(1—4), las cuales
constituyen el dominio principal de esta macromolécula. Al ser polianiones carboxilados,
presentan efectos electrostaticos en agua en funcion del pH, fuerza idnica y/o presencia de cationes

9



divalentes, mostrando propiedades espesantes y gelificantes, e importante capacidad de
hidratacion e hinchamiento. Sin embargo, al ser la pectina un polisacarido complejo, su
composicion depende del origen botanico y la variedad, del tejido vegetal, del estado de

maduracion y del procedimiento utilizado para su extraccion (Gerschenson et al., 2021).

Figura 1.
Estructura molecular bésica de la pectina

COOH COOCH3

OH OH
o o
\ OH OH OH OH /
o O O O o O O
- COOCH3 . COOH

Nota. Tomado de Zegada (2015)

2.3.2 Clasificacion de las sustancias pécticas
Con base en Chandel et al. (2022) se han clasificado las sustancias pécticas en cuatro

categorias principales reportadas por la American Chemical Society.

e La protopectina

Es una forma insoluble en agua que se encuentra predominantemente en las capas internas
de las paredes celulares de las plantas, donde cumple una funcién estructural. Esta sustancia no
posee capacidad gelificante y se considera el precursor de la pectina soluble. Mediante una

despolimerizacidn controlada, la protopectina puede transformarse en pectina.

e El acido péctico

Se genera a partir de la pectina mediante la accion de enzimas que eliminan grupos metil

éster. Aunque es soluble en agua, no presenta propiedades gelificantes.
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e Los &cidos pectinicos

Estan compuestos por cadenas largas de poligalacturonanos con menos del 75% de

unidades de galacturonato metilado; sus sales se denominan pectinatos.

2.3.3 Usos y Aplicaciones
En el &mbito de la tecnologia de alimentos, la pectina se emplea ampliamente como aditivo
funcional, actuando como agente espesante, estabilizante y coloide protector en diversas

formulaciones.

La pectina con un grado de esterificacion (DE) superior > 50% forma un gel en soluciones
de alta concentracion de azucar a un pH inferior a 3,5. Se aplica en la produccion de mermeladas
y jaleas, rellenos de frutas, postres. Por otro lado, La pectina con un (DE) < 50% forma un gel en
un amplio rango de pH de 2 a 6 en presencia de iones de calcio u otros cationes multivalentes. Se
utiliza en la produccion de productos lacteos dietéticos, productos a base de soja, entre otros
(Gurev et al., 2023).

Figura 2.
Aplicaciones de la pectina en el mercado global

Ml Gelatinas y mermeladas M Bebidas lacteas acidificadas
M Preparacion de frutas Bebidas de frutas

Farmacia y cuidado personal E Reposteria

W Pasteleria W Otros

Nota. Tomado de Diez (2021)
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2.4 Caracteristicas fisicoquimicas importantes

2.4.1 Grado de esterificacion

El grado de esterificacion (DE) es un pardmetro importante que determina las propiedades
funcionales de la pectina, particularmente su capacidad de formacién de geles (Benmebarek et al.,
2025). Este indice se define como la proporcion, expresada en porcentaje, de grupos carboxilo que
se encuentran esterificados con metanol en relacion con el nimero total de grupos carboxilo

presentes en la cadena de pectina (Karbuz & Tugrul, 2021).

2.4.1.1 Clasificacion de la pectina de acuerdo con su grado de esterificacion
La pectina puede clasificarse en dos tipos segun el grado de esterificacion. Este parametro
se determina a partir de la proporcion de grupos carboxilicos esterificados respecto al total de

grupos carboxilicos presentes.

e Pectinas de alto metoxilo

Las pectinas de alto metoxilo (HM) presentan mas del 50% de sus grupos carboxilo
esterificados. Su principal caracteristica es que un mayor grado de esterificacion incrementa la
temperatura necesaria para la gelificacion. Forman geles en medios acidos, con un pH entre 2.8 'y

3.5, y requieren una alta concentracion de azucares (60-70% de solidos solubles)(Aina et al., 2012).

e Pectinas de bajo metoxilo

Las pectinas de bajo metoxilo (LM), con menos del 50% de esterificacion, gelifican
mediante un mecanismo iénico. Requieren la presencia de cationes divalentes, como el calcio, en
un medio &cido (Benmebarek et al., 2025). Estos iones forman puentes entre las cadenas de pectina
al unirse a sus grupos carboxilo libres. Dicho entrecruzamiento da lugar a la estructura

tridimensional del gel.
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Ambos tipos de pectina, tanto la de alto como la de bajo metoxilo, se emplean ampliamente

en aplicaciones comerciales (Hossain et al., 2024).

2.4.2 Peso equivalente

De acuerdo con Panwar etal. (2023), el peso equivalente es un indicador clave en la
caracterizacion de pectinas, debido a que refleja la concentracion de grupos carboxilo libres de
acido galacturénico no esterificados en su estructura molecular. Un mayor peso equivalente se
correlaciona directamente con una mejora en la capacidad gelificante del biopolimero, lo que
determina su idoneidad para aplicaciones en la formulacion de diversos productos alimenticios

(Israel et al., 2019).

2.4.3 Contendid de metoxilo

La pectina se clasifica en dos tipos segun su contenido de metoxilo: de alto metoxilo (HM)
con mas del 7.12%, y de bajo metoxilo (LM) entre 2.5% y 7.12% segln la International Pectin
Producers Association IPPA, (2014). Estas diferencias dependen del origen botanico y del proceso
de extraccion, pues durante la madurez aumenta la concentracion de azlcares y disminuyen los
grupos metoxilo. Ambas caracteristicas peso molecular y grado de metoxilacion determinan
propiedades funcionales clave como la formacion de geles, solubilidad y comportamiento

emulsionante (Chen et al., 2021).

2.4.4 Contenido de acido anhidrouronico.

El contenido de acido anhidrourdénico (AUA) es un parametro que se utiliza como indicador
de la pureza de la pectina obtenida en procesos de extraccion. Segun los estandares de calidad para
su uso en la industria alimentaria, este valor debe ser igual o superior al 65% cuando la pectina se

destina a ser empleada como aditivo (Khamsucharit et al., 2018).
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2.4.5 Analisis por espectrofotometria infrarroja FT-IR
La espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR) es una técnica
empleada para analizar la estructura interna de las moléculas de pectina y poder identificar los

enlaces quimicos presentes en ella (Lin et al., 2026).

Esta técnica posee diversas ventajas, como su rapidez, precision, bajo coste y capacidad
multianalitica. Esta Gltima caracteristica posibilita la prediccion simultdnea de diversos parametros

fisicoquimicos a partir de un Unico espectro (Mousa et al., 2022).

2.5 Meétodos de Extraccion de Pectina
2.5.1 Técnicas convencionales
e Hidrolisis Acida
Este método consiste en la hidrolisis de carbohidratos, formando la estructura de la pectina
gue se encuentra uniendo un acido galacturénico con otro &cido galacturénico ya sea esterificado
0 no, implicando que la extraccién de pectina sea en presencia de una solucidn de acidos en

caliente, debido a que los enlaces glucosidicos son mas rapidamente destruidos en medio acido

que alcalino en los que poseen estabilidad (Torres-Mendoza et al., 2023).

e Extraccion alcalina

La pectina también se extrae utilizando soluciones alcalinas que tienen un rango de pH de
9 a 13 y a una temperatura entre 32 y 80 °C con agitacién continua. El rendimiento de pectina
suele ser mayor en la extraccion alcalina en comparacion con la extraccion acida (S. Kumar et al.,

2023).
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2.5.2 Técnicas avanzadas de extraccion de pectina

2.5.2.1 Extraccion asistida por enzimas (EAE)

La utilizaciéon de enzimas como celulasa, proteasa, alcalasa, hemicelulasa, pectina liasa,
xilanasa, amilasa y pectinesterasa facilita la liberacion de pectina al romper la estructura de la
matriz celular vegetal. Las enzimas que degradan polisacaridos como la endo y
exopoligalacturonasa, ramnogalacturonano hidrolasa, ramnogalacturonano liasa,
ramnogalacturonano ramnohidrolasa, ramnogalacturonano galacturono hidrolasa y endo
xilogalacturonano hidrolasa han demostrado ser herramientas adecuadas para la elucidacion
estructural de la pectina debido a su alta especificidad hacia la generacion de fragmentos pécticos

poliméricos objetivo (S. Kumar et al., 2023).

2.5.2.2 Extraccion asistida por microondas (MAE)

El calentamiento por microondas es un tipo de calentamiento dieléctrico que emplea ondas
electromagnéticas con frecuencias superiores a 100 MHz, abarcando un rango que va desde 300
MHz hasta 300 GHz. En el &ambito doméstico, los hornos microondas operan cominmente a una
frecuencia estandar de 2,45 GHz. La extraccion asistida por microondas (MAE) se considera una
tecnologia verde y eficiente, en la cual un disolvente polar, como el agua, absorbe la radiacion
electromagnética, generando calor de manera rapida y uniforme. Este calentamiento acelera la
transferencia de masa y facilita la ruptura de la compleja red estructural de celulosa y hemicelulosa,

permitiendo asi la liberacion de pectina (S. Kumar et al., 2023).

Ademas (S. Kumar et al., 2023), mencionan que entre las principales ventajas de la MAE
se destacan la reduccion significativa del tiempo de extraccion, el aumento del rendimiento, la

distribucion homogénea de la temperatura, el menor consumo de disolvente y una menor
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despolimerizacion de la pectina en comparacion con los métodos convencionales de extraccion
acida.
2.6 Extraccion asistida por ultrasonidos (EAU)

El ultrasonido en el rango de 20-100 kHz se utiliza a menudo en la extraccion fitoquimica.
Las ondas sonoras (ultrasonido) se comprimen y expanden a medida que se mueven a través de un
medio liquido, y la cavitacion hidrodinamica resultante (desarrollo, expansion y colapso de
numerosas burbujas de vapor diminutas) tiene lugar en el liquido o cerca de la superficie del
material objetivo, formando la base de la EAU que da como resultado la penetracion del solvente
en la pared celular, lo que facilita la transferencia de masa. La EAU presenta un mayor rendimiento
de pectina, un tiempo de extracciébn mas corto, especialmente en medio &cido, y es mas benigna
en términos ambientales que el enfoque tradicional de extraccién de pectina (S. Kumar et al.,

2023).

2.6.1 Degradacion de polisacéaridos por ultrasonido

La degradacion por ultrasonidos de los polisacéridos es inducida por la cavitacion acustica,
pero mediante diferentes mecanismos. La intensa tension y la energia de corte generadas por la
cavitacion (efectos mecanicos) dan como resultado escisiones irreversibles de la cadena. La
degradacion por ultrasonidos puede ser una escision de cadena aleatoria o una escision de cadena
de punto medio, dependiendo de la composicion y conformacion estructural de los polisacaridos

(Cui & Zhu, 2021).
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2.6.2 Estudios de variaciones entre tecnologias de ultrasonido

2.6.2.1 Sonda ultrasonica

La extraccion de pectina mediante un procesador ultrasénico de sonda, operando a una
potencia méxima de 500 W y una frecuencia de 20 kHz, con un ciclo de pulsacion del 50 % (15
segundos encendido y 15 segundos apagado), fue evaluada bajo distintas condiciones
experimentales. Se analizaron cuatro variables del proceso: temperatura, tiempo, amplitud y pH.
El rendimiento maximo de extraccion alcanzado fue del 28.73 £ 0.12 %, bajo condiciones éptimas
de 40°C, 37 % de amplitud, pH 1.9 y un tiempo de sonicacion de 24 minutos. Ademas, la
caracterizacién comparativa entre la pectina obtenida por ultrasonido y la pectina comercial mostro
que ambas presentaban alta pureza y correspondian al tipo de pectinas altamente esterificadas

(Panwar et al., 2023).

2.6.2.2 Bafio ultrasonico

Con base en la investigacion de Yauri et al. (2024) en su estudio, se indica que el uso de
un bafio ultrasénico de 40 kHz (160 W; 100 % de amplitud) como pretratamiento durante 15
minutos a una temperatura constante de 50 °C con solucion de acido citrico (pH 3.0) permitid
aumentar los rendimientos de pectina y acortar los tiempos de agitacion magnética posterior (1400

rpm; 50 °C) a 60 min.

2.6.3 Influencia de las variables en el proceso de (EAU)

2.6.3.1 Soluciones extractivas
En el contexto de la extraccion quimica de pectina, la incorporacion de soluciones acidas
desempefia un papel fundamental, ya que actGan como agentes extractantes que facilitan la

solubilizacion y difusion de la pectina contenida en los tejidos vegetales hacia el medio liquido,
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generalmente en dos etapas. No obstante, este procedimiento presenta una limitacion significativa:
durante el proceso, una fraccion de la pectina solubilizada puede perderse, lo cual incide
negativamente tanto en el rendimiento global de la extraccion como en las propiedades

fisicoguimicas del biopolimero obtenido (Garcia-Garcia et al., 2023).

2.6.3.2 pH

El control del potencial de hidrégeno (pH) constituye un factor critico durante el proceso
de extraccién de pectina, debido a su impacto directo tanto en la calidad del producto final como
en el rendimiento del proceso. Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO), el contenido minimo de &cido requerido en la pectina debe ser del 65 %.
En este contexto, diversos estudios han demostrado que una disminucién en los valores de pH
particularmente a niveles iguales o inferiores a pH 2, favorece un incremento en la cantidad de
pectina extraida. Por el contrario, un aumento del pH se asocia con una reduccién significativa del

rendimiento del proceso extractivo (Garcia-Garcia et al., 2023).

2.6.3.3 Amplitud

Se requiere una intensidad minima para alcanzar el umbral de cavitacion. Esto significa
que amplitudes mas altas no siempre son necesarias para obtener los resultados deseados. Por eso,
se debe alcanzar el equilibrio entre los efectos deseados y la amplitud de sonicacién ya que, las
amplitudes altas conducen a intensidades de sonicacidn altas, y las intensidades de sonicacion altas
pueden promover algunos efectos no deseados, como la degradacion del analito (Yauri etal.,

2024).

2.6.3.4 Temperatura
La temperatura es un parametro critico en el proceso de extraccion de pectina, ya que su
control adecuado incide directamente en la eficiencia del procedimiento. Las combinaciones entre
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la temperatura y el tiempo de exposicion tienen un efecto significativo en los resultados obtenidos.
En términos generales, las temperaturas aplicadas durante la extraccion oscilan entre los 40 °C y
los 100 °C, dependiendo del tipo de materia prima y del método utilizado (Garcia-Garcia et al.,

2023).

2.6.3.5 Tiempo

El tiempo de exposicion al ultrasonido es un parametro determinante en la eficiencia del
proceso de extracciéon. En las etapas iniciales, un aumento del tiempo de sonicacion mejora el
rendimiento, ya que la cavitacion inducida por el ultrasonido promueve fendmenos fisicos como
la hinchazon, la hidratacién, la fragmentacion estructural y la formacion de poros en la matriz
vegetal. Estos efectos facilitan la liberacion del soluto al incrementar el area de contacto entre el

solido y el disolvente, lo que favorece la transferencia de masa (K. Kumar et al., 2021)

Sin embargo, cuando el tiempo de sonicacidn se prolonga, puede producirse un deterioro
estructural del compuesto extraido, lo que reduce la eficiencia del proceso y disminuye el
rendimiento final. Este comportamiento también se observa con incrementos excesivos en la
potencia y la temperatura, lo que sugiere la necesidad de optimizar estos pardmetros para

maximizar la extraccion sin comprometer la integridad del soluto (K. Kumar et al., 2021).

2.6.4 Mecanismo de la extraccion asistida por ultrasonido

La extraccion asistida por ultrasonido (EAU) se fundamenta en la aplicacion de energia
ultrasdnica en combinacion con solventes, con el propdsito de aislar compuestos especificos
presentes en matrices vegetales. El ultrasonido corresponde a ondas mecénicas cuya frecuencia
excede los 20 kHz, superando asi el rango audible para el oido humano (20 Hz—20 kHz). Dichas
ondas se transmiten a través de medios solidos, liquidos o gaseosos mediante ciclos sucesivos de
compresion y rarefaccion, lo que ocasiona el desplazamiento de las moléculas respecto a su
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posicion inicial. Cuando la onda ultrasénica se aplica con alta intensidad, se produce la formacion,
expansion y posterior implosion de microburbujas de vapor en el fluido. Durante la fase de
compresion, el colapso de estas burbujas genera condiciones extremas, alcanzando temperaturas
cercanas a 5000 K y presiones maximas de 50 MPa. Estos denominados “puntos calientes”
originan fuerzas de cizallamiento y ondas de choque que favorecen la ruptura de estructuras

celulares y, en consecuencia, la liberacion de componentes intracelulares (K. Kumar et al., 2021).

2.6.4.1 La cavitacion

El mecanismo central de la extraccién asistida por ultrasonido es la cavitacién acustica.
Este proceso se caracteriza por la generacion, expansion y colapso de burbujas dentro del medio
liquido, lo que origina microturbulencias y ondas de choque capaces de modificar la matriz vegetal.
Dichas alteraciones fisicas incluyen la ruptura de células, la erosion localizada y la formacion de
poros, ademas de la aplicacion de fuerzas de corte. Como consecuencia, se incrementa la
penetracion del solvente y el grado de hinchamiento de la matriz celular, lo que se traduce en una

mejora sustancial en la eficiencia del proceso de extraccion (K. Kumar et al., 2021).

Durante el proceso de cavitacion se generan poros en las membranas celulares, fenémeno
conocido como sonoporacion, que favorece la liberacion de compuestos intracelulares. Asimismo,
el ciclo de formacién y colapso de las burbujas de cavitacion produce fuerzas de corte y
turbulencias en el medio liquido, lo que ocasiona la disrupcion de las paredes celulares y, en
consecuencia, incrementa la eficiencia en la liberacion de compuestos bioactivos (Kumar et al.,

2021).

2.6.4.2 Potencia ultrasénica
En la extraccion asistida por ultrasonido, la potencia suministrada al sistema se expresa
comunmente como un porcentaje de amplitud, en un rango de 0 a 100 %, donde el 100 %
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corresponde a la potencia nominal méaxima del equipo. La densidad de potencia, expresada en
vatios por mililitro (W-mL™), se calcula como la potencia disipada por unidad de volumen del
medio de extraccion. Diversos estudios han evidenciado una relacion lineal entre la amplitud
ultrasonica y la potencia de salida, en particular cuando la amplitud se sitta entre el 30 %y el 80

% de la capacidad maxima del equipo (K. Kumar et al., 2021).

De acuerdo con (K. Kumar et al., 2021) la potencia aplicada en la extraccion ultrasonica
de compuestos bioactivos a partir de subproductos de frutas y hortalizas varia considerablemente,
dependiendo tanto del tipo de compuesto objetivo como de la naturaleza de la matriz vegetal. En

general, los valores de potencia utilizados en estos procesos oscilan entre 20y 700 W.

El uso de ultrasonido de alta intensidad y baja frecuencia genera un fuerte esfuerzo
cortante y fuerza mecéanica deseable en el proceso de extraccion, mientras que la baja densidad de

potenciay alta frecuencia produce una gran cantidad de radicales reactivos(K. Kumar et al., 2021).

2.7 Disefios de Metodologia de Superficie de Respuesta (RSM)

El disefio central compuesto (CCD) y disefios Box-Behnken (BBD). Nos permite
comprender el comportamiento del sistema y su optimizacion al mismo tiempo. EI CCD Puede ser
aplicado una vez delimitado los factores importantes mediante el método de cribado. Esta
metodologia facilita la compresion de la curvatura de la respuesta y estimar los efectos de orden

superior (Jankovic et al., 2021).

2.8 Marco legal
En la Figura 3 se representa la Piramide de Kelsen, la cual comprende la organizacién y
relacion de las distintas normas legales que rigen en el Ecuador, desde la Constitucidn hasta las

regulaciones especificas aplicables a procesos tecnoldgicos y ambientales. EI marco legal respalda
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el desarrollo de tecnologias sostenibles, como la extraccion de pectina a partir de residuos citricos

mediante ultrasonido, y se alinea con principios constitucionales, ambientales y de soberania

alimentaria.

Figura 3.

Piramide de Kelsen organizacion jerarquica de poderes y leyes referente a la investigacion.

.

-

\
Constitucion de la Republica del Ecuador (2008)
El articulo 395. Fundamenta el derecho al desarrollo sostenible, la
proteccion ambiental y el uso responsable de los recursos naturales.
J
f - - - \
Cddigo Organico del Ambiente (COA)
Regula la gestidn integral de residuos y promueve su valorizacion.
J
Ley Orgénica de Régimen de la Soberania Alimentaria (LORSA)
Promueve la optimizacion en el aprovechamiento de los recursos
agroalimentarios y estimula el desarrollo de soluciones tecnoldgicas
J
. )
Plan Nacional de Desarrollo 2021-2025
Define directrices prioritarias orientadas al fortalecimiento de la
bioeconomia y a la valorizacion de los subproductos generados por la
agroindustria.
- J
( : : )
FAO / Codex Alimentarius
Proveen estandares técnicos y recomendaciones sobre inocuidad
alimentaria y uso de aditivos como la pectina.
- J
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CAPITULO 111
3. METODOLOGIA

3.1 Marco metodologico

El presente capitulo describe en detalle el enfoque, el tipo, el disefio y las técnicas
empleadas en la investigacion, cuyo objetivo principal es la obtencidon de pectina a partir de
residuos citricos mediante la extraccion asistida por ultrasonido como método innovador y
sustentable. La seleccién de esta metodologia responde a la necesidad de optimizar el
aprovechamiento de subproductos agroindustriales, reducir la dependencia de importaciones y

promover procesos ambientalmente responsables.

3.1.1 Tipo de investigacion
Dada la naturaleza del estudio, se adoptd un enfoque cuantitativo con disefio experimental,
lo que permiti6 un control riguroso de las variables involucradas y la aplicacion de herramientas

estadisticas para determinar el efecto de los factores de estudio.

De acuerdo con Samaniego (2022), el enfoque cuantitativo se caracteriza por el uso de
magnitudes, la observacion y medicion de las unidades de analisis, el muestreo, el tratamiento
estadistico, asi como por su disefio metodologico y experimental. Estos elementos son puntos clave
que permiten distinguir este enfoque en la investigacion. En este enfoque distintivo, los procesos

se organizan de manera secuencial y rigurosa, lo que facilita la comprobacion de la hipotesis.

3.1.2 Caracterizacion del area de estudio
La experimentacion se llevd a cabo en la ciudad de Ibarra, en la Facultad de Ingenieria en

Ciencias Agropecuarias Y Ambientales (FICAYA), especificamente en el Campus Colegio
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Universitario y el Campus San Vicente de Padl. En la Tabla 2 se detalla la ubicacion de los

laboratorios en cuestion.

Tabla 2.

Datos meteorolégicos y de ubicacion experimental

Provincia:

Canton:

Ciudad:

Altitud:

Latitud:

Temperatura media:

Humedad relativa:

Laboratorios:

Imbabura
Ibarra
Ibarra

2.232 msnm
0,352°

18°C

60%

Campus Colegio Universitario Laboratorio de
Bioprocesos ubicado en las Unidades Edu

productivas,

Campus “San Vicente de Paul”-, Laboratorio

de Biotecnologia Aplicada.

3.1.3 Obtencién de la materia prima.

Nota. Tomado de Weather Spark, (2024)

La fruta empleada para realizar el analisis experimental fue el limén Meyer (Citrus Meyeri

Y. Tan). Los residuos citricos provendran de la empresa CITRONSAFT S.A.S., ubicada en la

parroquia Imbaya (San Luis de Cobuendo), en la calle Santiago de Rey. Esta empresa se dedica

principalmente a la conservacion de frutas y verduras. Para considerar los residuos citricos como
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materia prima para este estudio, se toman las condiciones adecuadas para su posterior traslado al

laboratorio de bioprocesos.

3.2 Materiales, equipos e insumos.

Para la determinacion del experimento se utilizaran los siguientes materiales, insumos y

equipos.
Tabla 3.
Materiales, equipos y software a emplear en la investigacion.
Materiales de Materiales de laboratorio Equipos
campo
Papel filtro Mesa de acero inoxidable Balanza infrarroja
Papel Frascos Schott de 250ml Estufa
aluminio Corning de 15ml Centrifuga
Contenedores Desecador Bafio ultrasénico
plasticos Bandejas Refrigerador
Tablas de Embudo cdnico Molino industrial
picar Micropipeta 1000uL Balanza analitica
Cuchillos Vasos de precipitacion Balanza digital
Tanques 250 ml, 50 ml Espectrofotometria FT-IR
plasticos Bureta 50 ml
Fundas de Probeta 250 ml
papel Matraz aforado 250 ml
Fundas Vidrio reloj
herméticas Mortero
Piseta
Gradilla
Soporte universal
Crisoles
pH-metro
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Reactivos Software

Acido clorhidrico (HCI 1N) Excel 2019
Acido citrico (CsHsO7 3M) RStudio
Hidroxido de sodio (NaOH 1N) Minitab

Agua destilada
Etanol grado alimenticio (96% v/v)

Fenolftaleina

3.3 Procedimiento de la investigacion

3.3.1 Acondicionamiento de la materia prima

En la Figura 4 se presenta el rango del indice de madurez segun la colorimetria del fruto.
Para el limon Meyer utilizado en el desarrollo de esta investigacion, dicho indice oscila entre —10
a—6y—6 a—2, denominados “pinto” y “maduro”, respectivamente. No obstante, la determinacion
del estado de madurez del citrico se realizO en base a la acides titulable conforme a los
requerimientos establecidos en la normativa INEN 1757, la cual incorpora a la norma INEN-1SO
750:2013 para la determinacion de acidez titulable. Este indice resulta esencial, ya que diversos
estudios han demostrado que la pectina presente en limones pintones es méas accesible y puede

extraerse con mayor eficiencia.

26



Figura 4. )
Rango de valores de Indice de Color en Citricos (ICC)

Tomado de Estacion Experimental Agroindustrial Obispo
Colombres (EEAOC), por Aranda, N., & Valdez, I., (2019).

En la Figura 5 se muestra el procedimiento para la obtencion de harina de limén mediante
deshidratacion con un secador de bandejas de aire caliente, con el fin de prolongar la vida util de
la materia prima. La harina se obtuvo a partir de las céascaras de limén, que se clasificaron,
rechazando aquellas que presentaron proliferacién de hongos u otras irregularidades, tanto
externas como internas. Todo el material considerado 6ptimo se corta a 4 cm de largo y 3 cm de

ancho, siendo estas las dimensiones requeridas por el molino industrial.

Posteriormente, se trasladd al secador durante 4 dias, 7 horas diarias, a una temperatura
constante de 70 °C. El producto fue removido constantemente todos los dias, para asegurar un
secado homogéneo. Se implementaron inspecciones diarias para verificar el grado de
deshidratacion mediante pesaje. Cuando los residuos lograron alcanzar un peso constante, se
determiné que habian alcanzado las condiciones adecuadas para ser recolectados y trasladados al
molino industrial para ser procesados, dando como resultado particulas de <0.5 mm. Por Gltimo,
se determino su contenido de humedad gracias a la balanza infrarroja, el rango de la humedad debe
ser < al 14.5% seglin la normativa NTE INEN 616, con la finalidad de evitar el crecimiento

microbiologico.

27



Figura 5.

Diagrama de bloques para la obtencién de harina de limon
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3.3.2 Caracterizacién de la materia prima empleada para la extraccion de pectina

Tras el acondicionamiento de la materia prima, se procede a la caracterizacion, la cual nos
ayudo a determinar la calidad y el potencial de la harina de limén como fuente para la obtencion
de pectina. En este sentido, se realizo un analisis por triplicado de muestras generales de todo el
contenido, donde se detallaron las propiedades fisicoquimicas de los residuos citricos,

especificamente en cuanto a su contenido de humedad, cenizas y materia seca.

Tabla 4.

Determinaciones de variables cuantitativas.
Analisis Fisico Meétodo de ensayo Unidades
Quimico
indice de madurez INEN 750 %
Cenizas AOAC 923.03 %
Humedad ME-711.02-023 %
Materia seca ME-711.02-023 %
Materia organica GRAVIMETRICO %

INDIRECTO

3.3.2.1 Indice de madurez

Inicialmente, se toma una muestra representativa de 100 mL de jugo fresco, la cual se
homogeniza y posteriormente se filtra. Con ayuda de una pipeta, se extrae una alicuota de 2 mL
de la muestra general y se transfiere a un matraz Erlenmeyer. Esta alicuota se diluye en 20 mL de
agua destilada. Finalmente, se agregan tres gotas de fenolftaleina y se procede a titular con
hidroxido de sodio 0.1 N, hasta observar un viraje a color rosado palido que persiste durante 30

segundos. El contenido de acidez se calcula utilizando la ecuacion 1.

Ecuacion 1. Determinacion de acidez titulable.

VXNXFx100
m

%Acidez =

Donde:
V: Cantidad en mL de NaOH gastado
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N: Normalidad de la base usadas en la titulacion(0.1N)
F: Peso equivalente expresado en gramos de acido citrico (g/meq)
M: Peso de la muestra en gramos.

3.3.2.2 Determinacion de Cenizas

Una vez acondicionada la materia prima, se pesa una cantidad representativa de la muestra
previamente deshidratada y se coloca en un crisol tarado; posteriormente, se realiza un
calentamiento suave inicial para eliminar la mayor parte de la materia organica sin pérdidas por
volatilizacion, y luego el crisol se introduce en una mufla a una temperatura de entre 500 y 600 °C
hasta obtener un residuo blanco o gris; una vez finalizado el proceso, el crisol se enfria en un

desecador y se pesa en balanza analitica, calculandose el porcentaje de cenizas en relacion con el

peso inicial de la muestra mediante la formula correspondiente en la ecuacion 2.

Ecuacioén 2. Determinacién del contenido de cenizas
. P, — P,
%Cenizas = —— X 100

Donde:

Po: Peso del crisol vacio

P1: Peso del crisol con la muestra
P2: Peso del crisol con las cenizas

3.3.2.3 Materia organica

El porcentaje de materia organica (MO%) se obtuvo a partir del contenido de cenizas
determinado previamente. Para ello, se aplico la ecuacion 3, en la cual el porcentaje de materia

organica se calcula como la diferencia entre el 100 % y el porcentaje de cenizas.

Ecuacion 3. Determinacién del contenido de materia organica

% Materia organica = 100 — % cenizas
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3.3.2.4 Contenido de humedad

Para la determinar la humedad, se pesa previamente una caja Petri limpia y seca, luego se
coloca aproximadamente de 1 a 2 g de muestra molida y tamizada. El conjunto se introduce en un
horno de secado a 105 °C hasta alcanzar peso constante, lo que asegura la completa eliminacion
del agua libre. Posteriormente, se enfria en un desecador para evitar la absorcion de humedad
ambiental y se vuelve a pesar; la diferencia entre el peso inicial y final corresponde al contenido

de agua, el porcentaje de humedad en la muestra se determina con la ecuacion 4.

Ecuacién 4. Determinacién del contenido de humedad

M =Mz 100
—X
M, —M

1 0

%Humedad =

Donde
Mo:Caja Petri vacia
Mz1:Caja Petri + muestra
Mz2: Masa en gramos final
3.3.2.5 Materia seca
El porcentaje de humedad obtenido anteriormente nos ayuda a determinar la expresion de
la matriz en base seca porcentual (Akachat et al., 2025).La ecuacion 5 nos ayuda a definir este

porcentaje de materia seca.

Ecuacién 5. Determinacién del contenido de materia seca

% Materia seca = 100 — % Humedad
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3.3.2.6 Manejo de la materia prima

Una vez obtenido el material experimental, este se almacen6 a temperatura ambiente,
evitando la entrada de humedad. Posteriormente, se trasladara al laboratorio de Biotecnologia
Aplicada, ubicado en el Campus Universitario San Vicente de Paul, donde se continu6 con la fase

experimental.

3.4 Establecimiento de pardmetros para el proceso de extraccion mediante ultrasonido

3.4.1 Condiciones y especificaciones de bafio termostatico

En esta investigacion se utilizo un bafio termostatico modelo Raypa UCD-150, que cuenta
con una potencia de trabajo de 320 W y una amplitud que va del 50% al 100%. En este caso, se
realizd un ajuste y determinacion de este porcentaje hasta alcanzar una amplitud adecuada, como
se muestra en la Ecuacion 6. Tomando en consideracién que la frecuencia serd de 35 kHz,

proporcionada por el equipo y considerada constante.

Ecuacion 6. Determinacion de la amplitud con relacion a su potencia y frecuencia.
_ 1
Potencia (W) = EPCAZFZ

, 2w
 pcA2F?

Lo 2w
| pcAzF?
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3.4.2 Factores de estudio

Tabla 5.

Factores de estudio

Factores Niveles

Variables:

Amplitud (%) Al: -1
A2:0
A3: +1

Temperatura (°C) T1:-1
T2:0
T3: +1

Tipo de &cido (C), (pH) Cl:-1
C2:0
C3:+1

Tiempo (minutos) t1: -1
t2: 0
t3: +1

Constantes:

Frecuencia (kHz) 35
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Tabla 6.

Ajustes del nivel de factores de estudio

Factores Niveles reales
-1 0 1
e Tipo de &cido (C) (pH) 2 3 4

HCI (IN); CeHsO- (3M); NaOH (IN)

o Amplitud (%) 50 70 90
e Tiempo de extraccion (t) 20 40 60
e Temperatura (C°) 40 50 60

Para definir las condiciones 6ptimas en la extraccion de pectina, se realizo la evaluacion
de pardmetros experimentales relacionados con el ajuste de pH y el funcionamiento del equipo
ultrasénico. En este andlisis se consideraron como factores principales el pH, la amplitud, la
temperatura y el tiempo de extraccion. Este enfoque permitié identificar las condiciones mas
favorables para maximizar el rendimiento del proceso y, posteriormente, optimizar los pardmetros

operativos con el fin de asegurar la calidad del producto obtenido.

3.4.3 Aleatorizacién y descripcion de tratamientos

Los factores se aleatorizaron con el software Minitab, utilizando un modelo de superficie
de respuesta de Box-Behnken. Este modelo permitié representar las diferentes interacciones y
efectos cuadraticos entre los factores considerados, que incluyen amplitud, pH, tiempo de
sonicacion y temperatura, como se muestra en la Tabla 7. De los 28 tratamientos aleatorizados, se
generaron repeticiones del tratamiento central. Todos los tratamientos fueron evaluados en funcion

del rendimiento de la pectina obtenida de cada combinacion.
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Tabla 7.

Aleatorizacion de tratamientos

N° Amplitud Tipo de acido Tiempo Temperatura Combinaciones Rendimientos
(A) (pH),(C) (t) (T°) (%)
1 0 0 -1 0 A2,C2,t1,T2 %
2 0 0 +1 -1 A2,C2,13,T1 %
3 +1 -1 0 0 A3,C1,t2,T2 %
4 0 0 0 +1 A2,C2,t2,T3 %
5 0 +1 +1 0 A2,C3,t3,T2 %
6 0 +1 0 -1 A2,C3,t2,T1 %
7 -1 +1 0 0 A1,C3,t2,T2 %
8 0 +1 -1 0 A2,C3,t1,T2 %
9 +1 +1 0 0 A3,C3,t2,T2 %
10 +1 0 +1 0 A3,C2,t3,T2 %
11 +1 0 0 -1 A3,C2,t2,T1 %
12 -1 -1 0 0 A1,C1,t2,T2 %
13 0 +1 0 +1 A2,C3,t2,T3 %
14 0 0 -1 -1 A2,C2,t1,T1 %
15 +1 0 0 +1 A3,C2,t2,T3 %
16 -1 0 -1 0 A1,C2,t1,T2 %
17 0 0 0 0 A2,C2,t2,T2 %
18 0 -1 -1 0 A2,C1,t1,T2 %
19 -1 0 +1 0 A1,C2,13,T2 %
20 0 0 0 0 A2,C2,t2,T2 %
21 0 -1 +1 0 A2,C1,t3,T2 %
22 0 0 -1 +1 A2,C2,t1,T3 %
23 +1 0 -1 0 A3,C2,t1,T2 %
24 0 -1 0 +1 A2,C1,t2,T1 %
25 0 0 +1 +1 A2,C2,t3,T3 %
26 -1 0 0 +1 A1,C2,t2,T3 %
27 -1 0 0 -1 Al1,C2,t2,T1 %
28 0 0 0 0 A2,C2,t2,T2 %

3.4.4 Tamanio de la unidad experimental

La cantidad que se empleara es de 1:15 en relacion (m/v), que en esta ocasion sera 10 g de

harina de residuos de limon. Este valor sera determinado, considerando la capacidad de los frascos

de extraccion, que es de 250 ml
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Ecuacion 7. Tamafio de la unidad experimental

Volumen ajustado

Masa del soluto =
rm/v

3.4.5 Rendimiento de la pectina obtenida

De los tratamientos aleatorizados de la Tabla 7, se obtuvieron datos estadisticos para poder
determinar el rendimiento de la pectina obtenida, por lo cual se empleara la ecuacion 8, que segun
Huablocho et al. (2024), se toma la cantidad de pectina seca obtenida (A) con respecto al total de

materia utilizada al inicio (B) de la extraccion.

Ecuacién 8. Determinacion del rendimiento

A
%Rendimiento = B x 100

3.4.6 Optimizacion y evaluacion de pardmetros que maximice el rendimiento de extraccion
Para la optimizacion parametros se utiliz6 la metodologia de superficie de respuesta
basado en optimizar la funcion de deseabilidad. Esta metodologia identifica las condiciones de los

factores como la temperatura, tiempo, amplitud y pH, lo cual maximiza la funcién de deseabilidad.

A través del software Design Expert se presentaron 3 posibles condiciones favorables de

extraccion que optimizan el rendimiento de extraccion.

Por otro lado, el analisis de varianza (ANOVA) de la MSR describe adecuadamente la
superficie de respuesta real y determinar si la ecuacion polinomial es significativa, esclareciendo
el valor promedio de los tratamientos o determinando si los factores causaron deseabilidad en las
respuestas. Al realizar un ajuste adecuado se determina las condiciones éptimas de operacion
(Murillo & Fernandez, 2021).
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La eficiencia del modelo propuesto se evalué mediante el coeficiente de determinacion
ajustado (R?adj), el cual permite contrastar la proporcién de variabilidad explicada por el modelo
frente a la variacion total, cuantificada a través de la suma de cuadrados (SC) (Murillo &

Fernandez, 2021).

3.5 Evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas de la pectina extraida

Una vez obtenidos los tratamientos preliminares, la fase de analisis se llevara a cabo en el
Laboratorio de Biotecnologia Aplicada, donde se evaluaran las caracteristicas fisicoquimicas,
determinando el contenido de cenizas, humedad, peso equivalente, acidez libre, contenido de
metoxilo, grado de esterificacion y Contenido de acido anhidrouronico.

Tabla 8.

Determinacion de propiedades fisicoquimicas

Analisis fisicoquimico Método de ensayo Unidades
Contenido de cenizas AOAC 923.03 %
Contenido de humedad ME-711.02-023 %
Peso equivalente Titulacién g/eq
Acidez libre Titulacion eq/g
Contenido de metoxilo Titulacién %
Grado de esterificacion Espectrofotometria; FTIR %
Contenido de acido anhidrourdnico Método titrimétrico indirecto %
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3.5.1 Metodologia aplicada

3.5.1.1 Determinacion de cenizas
El contenido de cenizas se determind por diferencia de pesos, para ello se emplea la

Ecuacion 9:

Ecuacién 9. Determinacién del contenido de cenizas

Py

2
x 100
P, =P

%Cenizas =

Donde:

Po: Peso del crisol vacio

P1: Peso del crisol con la muestra
P2: Peso del crisol con las cenizas

3.5.1.2 Determinacion de humedad

Para determinar la humedad se sigue la metodologia OAC con ligeras modificaciones,
donde se pesa una cantidad conocida de polvo de pectina, como 1 g, en una placa de Petri. La
muestra se coloca en un horno entre 100 °C y 105 °C hasta que se alcance un peso constante.
Después del secado, se retira la muestra del horno y se deja enfriar hasta temperatura ambiente;
posteriormente se traslada a un desecador para evitar la absorcion de humedad del aire. Por tltimo,
se pesa la muestra enfriada y seca. El contenido de humedad se calculara como el porcentaje

obtenido mediante calcinacion, segun la Ecuacion 10.

Ecuacién 10. Determinacién del contenido de humedad

P f
%Humedad = x 100

Donde:

Pi: Peso de la palca mas la muestra himeda (g)
Pf: Peso de la placa més la muestra seca (g)

m: Peso de la muestra himeda (g)
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3.5.1.3 Determinacion de grado de esterificacion

El grado de esterificacion (GE) de la pectina se determiné mediante el método de titulacion
determinada por Panwar et al., (2023) con ligeras modificaciones. Brevemente, se humedecieron
100 mg de muestra de pectina con 2 mL de etanol y se disolvieron en 20 mL de agua destilada
bajo agitacion continua hasta su completa disolucion. Se afiadieron cinco gotas de fenolftaleina y
se titul6 con NaOH 0.1 N hasta la aparicion de un color rosa palido (V:). Posteriormente, se
agregaron 10 mL adicionales de NaOH 0.1 N, se agitdé durante 15 minutos, y luego se neutraliz
con 10 mL de HCI 0.1 N hasta la desaparicion del color rosa. Finalmente, se titul6 nuevamente
con NaOH 0.1 N hasta la reaparicion del color rosa palido (V). El grado de esterificacion se

calculd segun la Ecuacion 11.

Ecuacion 11. Determinacion de grado de esterificacion

%GE vz 100
= ——- X
0 V14 V2

3.5.1.4 Determinar el peso equivalente y acidez libre

El peso equivalente se determiné mediante titulacion acido-base. Brevemente, se
disolvieron 0.5 g de pectina seca en una mezcla de 5 mL de etanol, 1 g de cloruro de sodio y 100
mL de agua destilada. Tras la adicidn de seis gotas de indicador rojo de fenol, la solucion se titul6
con hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 N hasta el viraje a un color rosa persistente. El volumen de

alcali consumido se registrd . El peso equivalente se calcul6 mediante la Ecuacion 12.
Ecuacion 12. Determinacion de peso equivalente

Peso de la muestra(g)
V(ml)NaOHxNNaOH

PE(g/eq) =
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La acidez libre se calcula utilizando la Ecuacion 13, donde VYNaOH corresponde al

volumen de NaOH utilizado en la titulacion y N a la normalidad de la solucion de NaOH.

Ecuacion 13. Célculo de la acidez libre en pectina extraida

V(ml)NaOH X NNaOH
Peso de la muestra(mg)

Acidez libre(meq/g) =

3.5.1.5 Determinacion del contenido de metoxilo

El porcentaje de grupos metoxilo se calculd a partir del mismo extracto que se utiliz6 para
el PE. Al hidrolizado neutro se le afiadieron 25 mL de NaOH 0.25 N, se agit6 y se dejo en reposo
a temperatura ambiente durante 30 minutos para desmetilar la pectina. Luego, se neutraliz6 con 25
mL de HCI 0.25 N y se titul6 nuevamente con NaOH 0.1 N (Panwar, Parmjit S. Panesar, et al.,

2023). El valor del contenido de metoxilo se calculard mediante la Ecuacién 14.

Ecuacién 14. Determinacién del contenido de metoxilo

V' (ml)NaOHxNy,0n x31x100

%MeO =
¥oMe Peso de la muestra(g)x1000

3.5.1.6 Contenido de &cido anhidrourénico

El contenido de &cido anhidrourdnico (AUA), se calcul6 a partir de los voliumenes de
titulacion obtenidos en las determinaciones del peso equivalente (VA) y del contenido de metoxilo
(VB). Este parametro expresa la proporcion de unidades de acido galacturonico en la muestra . El

porcentaje de AUA se determind mediante la Ecuacion 15.

Ecuacién 15. Determinacién del contenido total de acido anhidrourénico

176 X Nyaou X VA X 100 176 X Nyaou X VB X 100

%AUA =
% Peso de la muestra(g) x 1000 + Peso de la muestra(g) x 1000
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3.5.1.7 Analisis espectroscopico FT-IR

El procedimiento de extraccion se llevo a cabo siguiendo la metodologia propuesta por
Jarrin-Chacon etal. (2023), con ligeras modificaciones. Las pectinas obtenidas mediante
extraccion acida con HCI, junto con una muestra comercial utilizada como referencia, fueron
caracterizadas mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). Para ello
se empled un espectrometro FTIR (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) acoplado a
un sistema ATR con cristal de diamante. Los espectros se registraron en el rango de 400 a 4000

cm™, con una resolucion de 4 cm™.

El grado de esterificacion (DE) se determind a partir del andlisis espectroscépico,
considerando la relacion entre las areas de bandas especificas. Previo al célculo, los espectros
fueron sometidos a correccion de linea base. Las areas correspondientes a las bandas del grupo
carboxilo éster (~1740 cm™) y del grupo carboxilo libre (~1630 cm™) se obtuvieron mediante la
deconvolucion de la region espectral comprendida entre 1740 y 1630 cm™'. A partir de estas areas
se calcul6 la razén espectral (R), también denominada grado de metilacién (DM), siguiendo la

Ecuacion 16 adaptada de Jarrin-Chacon et al. (2023) y Valencia (2019).

Ecuacion 16. Relacion entre las areas de bandas FTIR para grupos éster y carboxilo

A
R = 1740

=— %100 = %DM
A1740 + A1630

Donde A;740€s el area integrada de la banda atribuida al estiramiento C=0 del éster (
COOCH:s) y Aj630 €S el area integrada de la banda atribuida al estiramiento C=0 del acido (-

COOH) ionizado (carboxilato).
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Finalmente, el porcentaje de grado de esterificacion (DE) se calcul6 aplicando la Ecuacion
17 de calibracion establecida a partir de un conjunto de pectinas patron con DE conocido Valencia

(2019).

Ecuacion 17. Determinacion del grado de esterificacion mediante calibraciéon FTIR

%DE = 124.7 X R + 2.2013

3.6 Analisis de datos

Una vez obtenidos los resultados, se procedera a la evaluacion comparando resultados con
investigaciones previas y conforme a las normativas establecidas, entre ellas la normativa INEN y
FAO. Asimismo, se realizara un analisis estadistico utilizando el Software Design expert version
23.1.8( Stat-Ease, Inc., 2024) en conjunto con el modelo de superficie de respuesta (RSM) y disefio

de Box-Behnken(BBD), aplicando ANOVA.
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3.7 Matriz de operacionalizacion de variables

Tabla 9.

Matriz de variables dependientes e independientes

Denominacién Unidad de Técnica e instrumentos Frecuencia de Formula si lo requiere Estudios
medida para obtener informacion  observacion y/o relacionados
Medida
Variables
Dependientes: Gerschenson et al.
Rendimiento de % Balanza analitica; pesaje de  Una vez por o _A (2021)
pectina pectina seca y materia extraccion %Rendimiento = B x 100
prima

Contenido de % Método AOAC 923.03; Una vez por %% Cenizas = Pc2 — PcO % 100 Reichembach & de
cenizas mufla; balanza analitica extraccion oLenlzas = 5 I pco Oliveira Petkowicz

(2020)
Contenido de % Método Una vez por Pi — Pf Garcia-Garcia et al.
humedad ME-711.02-023; estufa; extraccion %Humedad = —— X 100 (2023)

balanza analitica
Grado de 3 % Titulacion; ) Una vez por %GE = vaz x 100: Panwar et al. (2023)
esterificacion espectrofotometria FT-IR extraccion %DE = 124.7 X R 4 2.2013
Peso equivalente g/mol Titulaciéon con NaOH Una vez por PE _ Wmuestra(g) Huablocho et al.
extraccion (8/€9) = yRZ0H O NaOH (2024) ; Panwar

et al. (2023)

Acidez libre % Titulacion con NaOH Una vez por N V(ml)NaOHxNyaon
-, Acidez libre(meq/g) =
extraccion Peso de la muestra(mg)

Contenido de % Titulacién con NaOH; Una vez por . VNaOHMD*N NqQH*31 Panwar et al. (2023)
metoxilo: fenolftaleina extraccion %Me0 = Wmuestra(q) x 100
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Acido
anhidrourénico

Grupos
funcionales

Grado de
Metoxilacion

Variables
independientes:
Amplitud del
ultrasonido

Temperatura

pH

Tiempo de
extraccion

W

°C
Unidades
de pH

Minutos

Método titrimétrico

indirecto

Espectrofotometria FT-IR

Espectrofotometria FT-IR

Barfio termostatico
Termometro digital; bafio
termostatico

Medidor de pH

Temporizador digital

Una vez por
extraccion

Una vez por
extraccién

Una vez por
extraccion

Una vez por
extraccion

Una vez por
extraccion

Una vez por
extraccion

Una vez por
extraccion

%AUA
176xNygon XVAx100

~ Peso de la muestra(g)x1000
176xNy a0 XVBx100

+ Peso de la muestra(g)x1000

Evaluacion basada en areas bajo los picos
espectrales.

A174-0

=—— %X 100 = %DM
Aq740 + At630

Panwar et al. (2023)

Jarrin-Chacon et al.
(2023)

Huablocho et al.
(2024)

Yauri et al. (2024)

Mahato et al. (2020)

Gerschenson et al.
(2021)

Li et al. (2024)
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3.8 Manejo especifico de la fase experimental

El procedimiento de la extraccion de pectina se llevé a cabo de acuerdo con estudios
realizados por Panwar et al. (2023), con ligeras modificaciones. ElI manejo especifico de la fase
experimental de esta investigacion se centré en la valorizacion de los residuos industriales de
cascara de citricos. Para ello, se emplea un proceso con bafio ultrasénico para la extraccion
eficiente de pectina. Las cascaras seran sometidas a diferentes condiciones de ultrasonido, con
variaciones en los valores de las variables independientes con el objetivo de optimizar el
rendimiento de extraccion. Ademas, se implementaron controles rigurosos para asegurar la

reproducibilidad de los resultados.
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3.8.1 Diagrama de flujo del proceso

Figura 6.

Diagrama de bloques para la extraccion de pectina por bafio ultrasénico

[ [nicio ]

Harina de residuos citricos ————— Recepeion de la materia prima
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Temperatura: *C W
Tiempo: min
Frascos schott de 250 ml .
- Extraccion
Apua destilada —
Relacion 1:15 volumen ajustado
de solucion acuosa
Ajuste del pH con reactive acido

¥
Papel Filtro ——— = Filtracion —» Residuos no utilizables
Etanol de grado alimentario ) Precipitacion
= ;
al 96 % a4°C H: 24 horas
Centrifugado
Coming de 15ml —_— W SO0 rpm = 4280 ——® sobrenadante residual
T=25min
h 4
1
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—» Vapor

!

Pesado

!

Embasado

|

Almacenado

l
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3.8.2 Descripcion del proceso experimental
A continuacion, se detalla el procedimiento de la fase experimental para la extraccion de
pectina a partir de harina de cascaras de residuos de limon, con el fin de asegurar la

reproducibilidad del proceso.

Pesaje y toma de muestra: Una vez obtenida la harina a partir de residuos de céscaras de
limdn, se pesa el contenido total de materia prima que ingresara al proceso de extraccion; en este
caso, seran 10 g por tratamiento, con el objetivo de relacionar los reactivos, las soluciones y el

rendimiento productivo.

Acondicionamiento del bafio ultrasonico: Se acondicionard el bafio ultrasénico,

ajustando adecuadamente la amplitud, temperatura y tiempo necesarios para la extraccion:

e Amplitud: Se determina la potencia en porcentaje.

e Temperatura: Se establece la temperatura 6ptima (°C).

e Tiempo: Se determina el tiempo de acondicionamiento (en minutos).

Extraccion por ultrasonido: La muestra se sometié a un bafio ultrasénico en frascos
Schott de 250 ml con una solucidon acuosa en proporcion 1:15 (m/v); en este caso, se utilizaron
10 g de harina de residuos limon con 150 ml de agua destilada. Posteriormente, el pH se ajusto de
manera individual, considerando el tipo de acido y su concentracion molar, para favorecer la

extraccion de pectina.

Filtrado: Después del proceso de extraccion, se filtrara la solucion acuosa utilizando papel

de filtro estandar para separar los sélidos de la fase liquida.
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Precipitacion con etanol: El extracto acuoso acidificado se mezcld con etanol de grado
alimenticio al 96% (v/v ) en una proporcion 1:1 (v/v), bajo agitacion constante. Después , lamezcla

se mantuvo en refrigeracion (4 £ 1 °C) durante 24 h para completar la precipitacion de la pectina.

Centrifugado y lavado: Para el lavado de la suspension del precipitado de pectina se
emple6 una centrifuga HERMLE Z 206 A, operada a 5900 rpm, correspondiente a una fuerza
centrifuga relativa (RCF) aproximada de 4280xg durante 25 minutos. En esta etapa se produce la
separacion y liberacion del sobrenadante. El precipitado obtenido se resuspendio con etanol al 96%
en una proporcion 1:3 (v/v), este procedimiento se repitid tres veces, eliminando impurezas y el

sobrenadante residual.

Secado: Al completar los tres lavados, el precipitado se coloco en cajas Petri para ser
secado en la estufa a 50°C hasta peso constante. Este proceso se llevo a cabo en condiciones
controladas, y la duracién dependi6 del nivel de humedad presente en la pectina, con un rango

estimado entre 20 y 24 horas.

Pesado: Se realiza el pesaje para determinar el peso constante y calcular el rendimiento

productivo.

Envasado y almacenamiento: Finalmente, la pectina en polvo se envasd en fundas

herméticas y se paso a ser almacenado adecuadamente para evitar la filtracion de humedad.
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CAPITULO IV
4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion de la materia prima empleada para la extraccion de pectina

La caracterizacion proximal de los residuos citricos constituyd un punto de partida esencial
para determinar su idoneidad como materia prima para la obtencion de la pectina. Este analisis
permitio identificar los principales componentes de la cascara de limén y proporcion6 informacion
clave sobre su composicion quimica y su potencial de aprovechamiento en procesos de extraccion
sustentables.

Tabla 10.
Resultados del analisis de la materia prima

Parametros analizados Unidad Valor !
indice de madurez % 3.22 +£0.04
Cenizas % 499 +0.74
Materia seca % 90.45+0.10
Humedad % 80.03 £ 0.14
Materia organica % 95.01+0.74

! media * desviacion estandar (n = 3)

El indice de madurez determinado para el limon Meyer (Citrus Meyeri Y. Tan) fue de
3.15% mientras que la normativa ecuatoriana NTE INEN 1757 establece un valor referencial de
3.13% para este fruto. La diferencia de 0.03 puntos porcentuales indica que los frutos analizados
se encuentran en estado de maduracion “pinton”, lo cual es consistente con la clasificacion oficial.
Este estado de desarrollo es relevante porque conserva un contenido significativo de sustancias
pécticas y compuestos bioactivos, lo que favorece su aprovechamiento en procesos de extraccion

de pectinas (Polanco-Lugo et al., 2019).
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El contenido de humedad fue de 80.03 + 0.14 %, ligeramente superior al 77.67 + 0.57 %
registrado por Akachat et al. (2025), lo que reafirma la necesidad de un manejo cuidadoso para

evitar la degradacion microbioldgica durante el almacenamiento.

El contenido de cenizas fue de 4.99 + 0.74 %, valor superior al 3.13 £ 0.12 % informado
por Akachat et al. (2025) y al 3.22 % reportado por Bouhadi et al. (2016), lo que podria reflejar
diferencias en la variedad de limén o en las condiciones de cultivo y procesamiento. La materia
organica alcanzo6 un valor de 95.01 + 0.74 %, lo que indica una alta proporcion de componentes
como carbohidratos, proteinas y lipidos, en concordancia con lo sefialado por Wedamulla et al.
(2022), quienes destacan la relevancia de estos compuestos para la calidad funcional de las

cascaras citricas.

Finalmente, el contenido de materia seca fue de 90.45 £ 0.10 %, valor que seMarey &
Shoughy (2016)rango reportado por Marey & Shoughy (2016) y Salma et al. (2012) quienes
documentaron valores entre 92.5 % y 95.3 % respectivamente en cascaras de citricos. Esta
consistencia respalda la confiabilidad de las mediciones realizadas y confirma la adecuacion de la

céascara de limon como fuente potencial para la extraccion de biopolimeros como la pectina.

4.2 Optimizacién de las variables de extraccion de pectina
Los valores obtenidos a través de la a aleatorizacion de los factores para la extraccion de

pectina se encuentran en la Tabla 11.
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Tabla 11.

Resultados de tratamientos

Tratamiento  Temperatura Tiempo Amplitud pH Solucién de ajuste Rendimiento
(C) (min) (%)
1 50 40 70 3 1 N_HCI 1.65
2 50 20 50 3 3 M_Citric Acid 1.88
3 40 40 50 3 1 N_HCI 1.82
4 60 40 90 3 3 M_Citric Acid 2.06
5 50 20 50 3 1 N_HCI 1.89
6 40 40 90 3 3 M_Citric Acid 1.09
7 50 60 70 2 1 N_HCI 5.92
8 60 40 70 2 1 N_HCI 5.91
9 40 60 70 3 3 M_Citric Acid 15
10 50 20 90 3 1 N_HCI 1.87
11 50 40 70 3 1 N_HCI 1.32
12 60 40 70 2 3 M_Citric Acid 9.2
13 40 20 70 3 1 N_HCI 1.66
14 50 40 70 3 3 M_Citric Acid 1.63
15 40 40 70 2 1 N_HCI 8.9
16 50 40 50 2 3 M_Citric Acid 5.67
17 50 20 70 2 3 M_Citric Acid 5.16
18 50 40 70 3 3 M_Citric Acid 151
19 60 20 70 3 3 M_Citric Acid 2.11
20 40 40 50 3 3 M_Citric Acid 1.78
21 50 60 90 3 3 M_Citric Acid 2.1
22 50 40 90 2 3 M_Citric Acid 6.94
23 50 20 70 2 1 N_HCI 35
24 40 60 70 3 1 N_HCI 1.53
25 50 40 90 2 1 N_HCI 4.55
26 60 60 70 3 3 M_Citric Acid 2.9
27 50 60 90 3 1 N_HCI 2.03
28 50 40 50 2 1 N_HCI 4.41
29 50 60 50 3 1 N_HCI 2.06
30 50 40 70 3 3 M_Citric Acid 1.73
31 60 40 50 3 3 M_Citric Acid 2.38
32 40 40 70 2 3 M_Citric Acid 41
33 60 60 70 3 1 N_HCI 2.74
34 60 40 90 3 1 N_HCI 1.88
35 50 40 70 3 1 N_HCI 1.82
36 60 20 70 3 1 N_HCI 1.88
37 40 40 90 3 1 N_HCI 2.38
38 40 20 70 3 3 M_Citric Acid 1.58
39 50 20 90 3 3 M_Citric Acid 2.15
40 50 60 70 2 3 M_Citric Acid 8.42
41 60 40 50 3 1 N_HCI 2.23
42 50 60 50 3 3 M_Citric Acid 1.9
43 60 40 70 3 3 M_Citric Acid 2.09
44 60 40 70 3 1 N_HCI 3.22
45 50 20 70 3 3 M_Citric Acid 1.31
46 50 20 70 3 1 N_HCI 1.47
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Los datos muestran que los rendimientos méas altos de pectina se alcanzaron cuando se
emplearon condiciones combinadas de pH 2, amplitudes superiores al 70% y tiempos prolongados
(40-60 min), observandose valores destacados en los tratamientos 7, 12, 15, 22 y 40, con
rendimientos entre 5.9- 9.2%. Aunque estos valores son inferiores a los reportados en estudios
optimizados, mantienen la tendencia estadistica sefialada por Panwar etal. (2023), quienes
demostraron que el tiempo y la amplitud son los factores con mayor significancia en la extraccion

asistida por ultrasonido.

La influencia del tipo de &cido también mostré diferencias significativas. De acuerdo con
Akachat et al. (2025), quienes reportaron que el HCI puede alcanzar rendimientos superiores al
40% si se optimizan simultdneamente el pH, el tiempo y la temperatura, aungue el &cido organico
también presenta ventajas estructurales, aun con rendimientos menores en configuraciones no

optimizadas.

Los resultados obtenidos confirman que el pH es un factor critico en el rendimiento. En
condiciones cercanas a pH 4, los valores fueron inferiores al 2%, mientras que a pH 2 'y 3 con HCI
1 Ny é&cido citrico 3 M se observaron rendimientos superiores. Este comportamiento coincide con
lo descrito por Panwar et al. (2023), quienes sefialaron que al disminuir la acidez se reduce la
eficiencia de extraccion, debido a la fragmentacion del polimero en azlcares méas pequefios que

tienden a precipitar, limitando asi la liberacion de pectina.”

4.3 Analisis grafico y estadistico del modelo de rendimiento de pectina
Los resultados del analisis de varianza revelan que tanto la temperatura, tiempo y el pH

ejercen un efecto estadisticamente significativo, ya que ambos valores de p son inferiores a 0.05.
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Tabla 12.

Analisis de varianza del modelo lineal reducido para el rendimiento

Fuente Suma de Df Cuadrado Valor F p-valor
cuadrados medio

Modelo 12.17 3 4.06 87.81 <0.0001 Significativo
A-Temperatura 0.5897 1 0.5897 12.77  0.0009
B — Tiempo 0.2434 1 0.2434 5.27 0.0268
D-pH 1.37 1 1.37 246.10 0.0001
Residuo 1.94 42 0.0462
Falta de ajuste 1.88 38 0.0494 3.11 0.1381 no significativo
Error puro 0.0635 4 0.0159
Total corregido 14.11 45

Estadistico de ajuste

Desv. Est 0.2149 R? 0.8625
Media 0.9201 R?ajustado 0.8527
C.V. (%) 23.36  R?predicho 0.8315

Adeq Precision: 24.7325



Figura 7.

Analisis del modelo de las respuestas para el rendimiento de la extraccion de pectina
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El grafico de probabilidad normal (a) mostré que los residuos siguen una distribucion
cercana a la normal, lo que respalda la significancia estadistica (p < 0.05) de los factores pH,

temperatura y tiempo reportados en el ANOVA Montgomery (2017).

El anélisis de los residuos frente a los valores ajustados (b) confirmd la presencia de
homocedasticidad, ya que la varianza se mantuvo constante y el modelo lineal transformado
representd adecuadamente las relaciones sin necesidad de incorporar términos adicionales(Jensen,

2017).

Asimismo, se observo una asociacion significativa entre los valores experimentales y los
estimados (c), reflejada en un coeficiente de determinacion ajustado (R%adj=0.8527). Los
resultados confirmaron la capacidad predictiva del modelo, lo que permitié alcanzar una
optimizacion estable. Los valores obtenidos en la validacion experimental se mantuvieron dentro

del intervalo de prediccidn al 95 %.

El analisis mediante el grafico de Box-Cox (d) respaldé la transformacion aplicada a la
variable de respuesta, con un valor 6ptimo de A=—0.5. Esta modificacion corrigié la falta de

normalidad y estabilizo la varianza, reforzando la validez del modelo (Jensen, 2017).

Las restricciones establecidas para el modelo de optimizacion de la extraccidn de pectina

se presentan en la Tabla 13.
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Tabla 13.
Restricciones para soluciones de optimizacion de modelo.

Factor Objetivo Limite Limite Peso Peso Importancia
inferior  superior inferior  superior

T:Temperatura  Dentrodel  40.0 °C 60.0 °C 1.0 1.0 3
rango

t:Tiempo Dentrodel 20.0min  60.0 min 1.0 1.0 3
rango

A:Amplitud Igual a 70 50.0 % 90.0 % 1.0 1.0 3

%

C:pH Dentro del 2.0 4.0 1.0 1.0 3
rango

Solucién de Igual atipo 1N HCI 3 M Acido 1.0 1.0 3

ajuste citrico

Rendimiento Maximizar 1.1% 9.2% 1.0 1.0 5

Estos parametros constituyen la base para generar soluciones de optimizacién y evaluar la

influencia de cada variable en el proceso.

Por otro para, las gréaficas representadas en la Figura 8 sobre modelos ajustados mediante
la metodologia de superficie de respuesta permitio interpretar la influencia de las variables
experimentales sobre el rendimiento de extraccidn de pectina. En este estudio se emplearon la
temperatura y el tiempo como factores principales, mientras que la amplitud (C) y el pH (D) se

mantuvieron constantes, con el objetivo de identificar las condiciones 6ptimas de operacion.
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Figura 8.
Superficie de respuesta del rendimiento de extraccion de pectina en funcién de la temperatura y

el tiempo

Factor Coding: Actual Yield (% (m/m))
Response: Yield (% i/ >
® Design Points
1.00 [ <2
Actual Factors:
C=70

D = 2.00001
E=1N_HCl

Prediction 7.75469

95%P1 Low 47359

95%PI High 121245

9%l Low 647041

95%Ql High 9.29388

95% Tl Low (p=99%) 331339

95% Tl High (p=99%) 17.2%8
n

X2 59.9%8

Yield (% (m/m))

B: Tiempo (min)

3: Tiempo (min)

A: Temperature (°C) A: Temperature (°C)
(e) ()

e) Grafica de superficie de respuesta f) Grafica de contorno

La gréfica tridimensional (3D) de superficie de respuesta permitié visualizar de manera
precisa la interaccidn que existe entre la temperatura y el tiempo sobre el rendimiento de extraccién
de pectina. Se observa una superficie ascendente que alcanza su punto maximo en la zona de 60 °C
y 60 minutos ( en el rango estudiado), con un rendimiento estimado de 7,55 % m/m. Este resultado
confirma que dichas condiciones son éptimas para maximizar la eficiencia del proceso, y coincide
con lo reportado en el andlisis de varianza, donde tanto la temperatura como el tiempo fueron

significativos, aunque el pH se destac6 como el factor mas influyente.

La gréafica bidimensional (2D) de contorno complementa la interpretacion del modelo al
delimitar las zonas de mayor rendimiento mediante gradientes de color. Los valores mas altos se
localizaron en la region correspondiente a 60 °C y 60 minutos, con un intervalo de confianza del

95 % entre 7,29 y 7,81, lo que respalda la precision del ajuste.
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Tendencias similares fueron reportadas por Duwee et al. (2022), quienes aplicaron la

metodologia de superficie de respuesta para optimizar la extraccion de pectina. En su estudio se

determind que el rendimiento aumentaba significativamente cuando la temperatura de extraccion

se elevaba de 60 a 90 °C, acompafiado de una disminucion del pH, manteniendo constante el

tiempo de extraccion en 60 minutos.

Las soluciones generadas por el modelo de optimizacion, considerando las restricciones

establecidas, se presentan en la Tabla 14. En ella se incluyen tres combinaciones de variables que

maximizan el rendimiento, destacando la primera por su mayor estabilidad.

Tabla 14.

Condiciones optimas de extraccion estimadas por el modelo de optimizacion

Numero Temp (°C) Tiem (min) Ampl (%) pH Sol.A Yield Deseabilidad
(%)

1 60.000 60.000 70.000 2.0 1NHCI 7.755 0.909

2 59.999 59.785 70.000 20 1NHCI 7.750 0.909

3 59.999 60.000 70.000 2.0 1NHCI 7.745 0.908

El resumen de los resultados de la validacion experimental realizada bajo las condiciones

Optimas predichas por el modelo se presenta en la Tabla 15.

Tabla 15.

Resultados de las réplicas realizadas bajo condiciones dptimas de extraccion

Numero Temp (°C) Tiem (min) Amp (%) pH Sol.A Yield (%)
1 60.00 60.00 70.00 2.0 1 N HCI 7.17
2 60.00 60.00 70.00 2.0 1 N HCI 8.03
3 60.00 60.00 70.00 2.0 1 N HCI 6.70
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Los resultados obtenidos al realizar los tratamientos de confirmacion se acercan a los

valores pronosticados en la Tabla 14.

En el proceso de optimizacion de la extraccion de pectina, la media aritmética del
rendimiento se muestra en la Tabla 16. Este resultado respalda la validez y confiabilidad del
modelo para estimar el rendimiento bajo condiciones optimizadas.

Tabla 16.

Validacion experimental del modelo de prediccion del rendimiento

Analysis Predicted Predicted Obs. Std N SE 95% Pl Data 95% PI

Mean Median Dev Pred low Mean high

Yield 7.75479  7.57772 3 1.68621 3 N/A 556327 7.28071 10.3216

El intervalo de prediccién al 95% fue de 5.56% a 10.32%, lo que sugiere que, bajo las
condiciones evaluadas, futuras extracciones probablemente se situaran en este rango, garantizando

la confiabilidad y la repetibilidad técnica.

4.4 Evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas de la pectina extraida

Tabla 17.

Analisis fisicoquimico de la pectina extraida
Parédmetros analizados Unidad Valor !
Cenizas % 4.25+0.16
Humedad % 8.12+0.99
Grado de esterificacion % 81.49+0,24
Peso equivalente g/eq 987.45+3.01
Acidez libre meq/g 1.01 £0.03
Contenido de metoxilo % 9.88 £ 0.09
Contenido de acido anhidrourdnico. % 74.86 + 0.41

! media + desviacion estandar (n = 3)
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4.4.1 Cenizas

El contenido de cenizas de la pectina extraida con EAU se establecio en 4.25% + 0.16%.
Este valor, que cuantifica el residuo mineral inorganico, supera al reportado por Panwar et al.
(2023) para una pectina comercial (3.10% + 0.13%). No obstante, ambos resultados se encuentran
muy por debajo del limite maximo del 10% recomendado para pectinas de grado alimenticio
(Nguyen & Pirak, 2019), lo que confirma que la pectina obtenida cumple con el estandar basico

de pureza mineral requerido.

4.4.2 Humedad

Luego del proceso de secado, se obtuvo una humedad de 8.12 + 0.99%. Estudios realizados
por la International Pectin Producer Association (IPPA, 2014) y la Food and Agriculture
Organization of the United Nation (FAO, 2008) sugieren un nivel maximo de humedad del 12%.
Dado que la pectina es muy higroscopica, se debe considerar que un alto contenido de humedad
podria favorecer el crecimiento de microorganismos y la produccién de enzimas pectinasas, lo que

puede afectar la calidad de la pectina (Akhter et al., 2024)

4.4.3 Grado de esterificacion

El grado de esterificacion (GE) de la pectina obtenida fue de 81.49 + 0.24 %, lo que permite
clasificarla como pectina de alto metoxilo. Este valor es superior al reportado en investigaciones
previas. Panwar et al. (2023) informaron un GE de 59.71 £ 0.12 % y para PC de y de 55.29 + 0.51
% para pectina extraida de cascara citricos mediante EAU, atribuyendo estos menores valores a
posibles procesos de desesterificacion inducidos por la accion mecanica y térmica asociada a

variaciones en el tratamiento ultrasénico.

De manera complementaria, el analisis espectrofotométrico mediante FTIR confirmé que

el grado de esterificacion (GE) de la muestra supera el 50 %. Este resultado se relaciona con la
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mayor intensidad relativa del pico correspondiente a los grupos éster (~1740 cm™) en comparacion
con el asociado a los grupos carboxilato (~1600 cm™), lo que respalda la coherencia con el valor

obtenido por el método de titulacion.

Por otra parte, Forouhar etal. (2023) destacan que el grado de esterificacion esta
condicionado tanto por la naturaleza de la fuente vegetal como por las variables de extraccion
aplicadas, entre ellas el tipo de tratamiento, el pH, la temperatura y el tiempo de proceso. Estos
factores pueden influir de manera significativa en la preservacion de los grupos metoxilo presentes

en la pectina.

4.4.4 Peso equivalente y acidez libre

Los resultados del andlisis fisicoquimico indican que la pectina extraida presenta un peso
equivalente (PE) de 987.45 + 3.01 g/eq. Este valor se sitGa dentro del intervalo reportado para
pectinas comerciales, entre el valor inferior de 619.98 g/eq documentado por Panwar et al. (2023)y
el superior de 1297.38 g/eq determinado por Martinez (2022). La cercania a estos referentes
sugiere que el polimero obtenido posee una integridad estructural comparable a la de productos

estandar.

Con respecto a la acidez libre, se determin6 un valor de 1.01 + 0.03 meg/g. Este parametro,
cuantifica la concentracion de grupos carboxilicos libres. De acuerdo con los estudios de Martinez

(2022), existe una relacion indirecta entre la acidez libre y el peso equivalente.

4.4.5 Contenido de metoxilo
En el presente estudio, el contenido de metoxilo de la pectina extraida fue de 9.88 + 0.09
%. Este valor se encuentra dentro del rango caracteristico de las pectinas de alto metoxilo (HM),

que presentan un grado de esterificacion superior al 50%.

62



Estudios de extraccion de pectina de citricos asistida por ultrasonido, como los de Polanco-
Lugo et al. (2019), en su investigacion, obtuvieron contenidos de MeO significativamente altos
con un valor promedio de 11.74 + 0.03%. Aungue los parametros de extraccion difieren de los de
esta investigacion, nuestro valor también supera el limite minimo cominmente establecido para
pectinas HM, lo que confirma la efectividad del proceso empleado. Ademas, el valor de 9.88% se
situa dentro del rango 8-11% identificado por Akachat et al. (2025) para pectinas comerciales, lo

que respalda su potencial uso en aplicaciones alimentarias que requieren geles de fraguado rapido.

De acuerdo con Panwar et al. (2023), el contenido de metoxilo ligeramente superior en la
pectina extraida por ultrasonidos, en comparacion con la pectina comercial, podria deberse al
efecto de la potencia ultrasonica durante el proceso de extraccion, ya que desempefia un papel
importante en la degradacion de los tejidos vegetales, 1o que mejora los parametros de calidad de

la pectina extraida.

4.4.6 Contenido de &cido anhidrourdnico (AUA)

La purezay calidad de la pectina estan directamente relacionadas con su contenido de &cido
anhidrourdnico (AUA), el componente estructural principal de la cadena polimérica. En este
estudio, se cuantificd un contenido de AUA de 74.86 + 0.41%. De acuerdo con el Food Chemical
Codex (FCC), la pectina para uso alimentario debe poseer un contenido minimo de AUA del 65%.
El valor obtenido no solo cumple, sino que supera de manera significativa el estandar regulatorio,
lo que evidencia un alto grado de pureza y una presencia minima de copolimeros, como

hemicelulosas o celulosa, en la pectina extraida.

Los resultados respaldan la eficiencia del proceso de extraccion y purificacion aplicado. Al
compararlos con estudios recientes que emplean tecnologias emergentes, se observa una

correspondencia clara. Panwar et al. (2023) reportaron que la pectina obtenida mediante
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ultrasonido presento un contenido de acido anhidrourénico (AUA) cercano al 73 %, mientras que
la pectina comercial alcanzé valores alrededor del 69 %. En este estudio, los valores obtenidos
fueron similares a los reportados para el método asistido por ultrasonido y superiores a los de la
pectina comercial. Esta coincidencia sugiere que el protocolo implementado alcanzo6 una eficiencia
de extraccion comparable a la de técnicas avanzadas, permitiendo recuperar fracciones de pectina

con adecuada conservacion de la cadena galacturonana.

4.4.7 Analisis espectroscépico FT-IR
El analisis espectrofotométrico FT-IR permitid identificar los grupos funcionales presentes
en las muestras de pectina extraidas (R1, R2, R3) y compararlos con los de una pectina comercial.

Figura 9.

Analisis de espectros FT-IR de pectina comercial y réplicas de pectinas extraidas de citricos
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La grafica representa los espectros de infrarrojo por transformada de Fourier correspondientes a réplicas de pectina
extraida (R1,R2,R3) y a pectina comercial (Pectin), donde se observan las principales bandas de absorcién asociadas

a grupos funcionales caracteristicos de la pectina.

64



El andlisis de la posicidon e intensidad de las bandas en los espectros permitio identificar la
presencia de pectina y evidenciar modificaciones estructurales asociadas a los diferentes métodos
de extraccion. Al comparar las muestras obtenidas mediante EAU y PC se observaron variaciones
en las sefiales correspondientes a los grupos ester y carboxilo libres, lo que refleja cambios en el
grado de esterificacion y en la proporcion de grupos acidos presentes en cada tipo de pectina. Estas
diferencias reflejan directamente la calidad del producto obtenido(Mugwagwa & Chimphango,
2019) .

Tabla 18.

Asignacién de bandas caracteristicas en los espectros FT-IR de pectinas experimentales y

pectina comercial

Longitud de onda Grupo funcional Tipo de Asignacion estructural en la
(cm™1) vibracion pegatina
~3400 -OH Estiramiento ~ Grupos hidroxilo de polisacaridos
y agua ligada
~2930 C-H Estiramiento Enlaces C-H alifaticos del
esqueleto galacturénico
~1740 C=0(-COO0O7/ Estiramiento Grupos carboxilo esterificados
COOH) (metoxilo)
~1600 C=0(- Estiramiento ~ Grupos carboxilo no esterificados
COOCCHs)
1100-1000 C-OyC-0-C Estiramiento Enlaces glucosidicos del
polisacarido

Todas las muestras mostraron bandas caracteristicas de polisacaridos, destacando la sefial
en ~3400 cm™! atribuida al estiramiento de enlaces —OH, lo que indica la presencia de grupos
hidroxilo involucrados en enlaces de hidrogeno. La intensidad de la banda en confirma la afinidad

de la pectina por el agua.

En la region ~2930 cm ! se identifico el estiramiento de enlaces C—H, caracteristico de las

cadenas aliféticas del acido galacturdnico. Las sefiales en ~1740 cm™ y ~1600 cm™ corresponden
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a grupos carbonilo de ésteres y carboxilatos, respectivamente; la mayor intensidad en ~1740 cm™

para las pectinas extraidas indica un grado de metoxilacion superior.

En la region cercana a 2930 cm™' se observo la banda de estiramiento de los enlaces C—H,
caracteristica de las cadenas alifaticas presentes en el cido galacturonico. Las sefiales registradas
alrededor de ~1740 cm™ y ~1600 cm™ se asociaron con los grupos carbonilo de ésteres y
carboxilatos, respectivamente. La mayor intensidad de la banda en 1740 cm™ en las pectinas

extraidas refleja un grado de metoxilacién elevado.

En la regidn de la huella dactilar (~1100-1000 cm™) se observaron patrones similares en
todas las muestras, asociados a vibraciones C-O y C-O-C del esqueleto polisacérido. Estos
resultados muestran que, pese a las variaciones en esterificacion, la estructura fundamental del
acido galacturdnico se conserva tras la extraccion. En conjunto, los resultados de FTIR demuestran
que el proceso de extraccion acida permitid obtener pectinas estructuralmente comparables a la

comercial(Mantilla Mantilla, 2020).
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Figura 10.

Analisis FT-IR con deconvolucidn gaussiana de las bandas.
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El analisis de espectros FT-IR con deconvolucion gaussiana permiti6 identificar las bandas
caracteristicas asociadas a los grupos funcionales de la pectina en todas las muestras (R1, R2, R3
y pectina citrica comercial). Se observo de forma consistente una banda alrededor de 1740 cm™!,
atribuida al estiramiento de los grupos carbonilo en ésteres metilicos de pectina (-COOCHs), y
otra banda entre 1600 cm™, asociada al estiramiento de los grupos carboxilato libres (-COO").
Este patrén de absorcion es caracteristico de las pectinas, en las que la proporcion relativa de estas

dos sefiales puede emplearse para estimar el grado de esterificacion.
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Tabla 19.

Comparacion de los resultados del %DE y % DM obtenidos por titulacion potenciométrica y

analisis FTIR
Muestra %DE por TP- %DE por FT-IR- %DM por FT-IR-
Ecuacion 11 Ecuacién 17 Ecuacion 16
Pectina extraida 81.49+0.2 79.21 +0.63 64.6 +0.6

+ Desviacion estandar n=3

Si bien existe una proximidad numeérica entre los valores de GE obtenidos por ambos
métodos (81.49% vs. 79.21%), la discrepancia méas notable se observa al comparar el %DM
calculado por FT-IR (64.6%) con él %DM implicito esperado para un GE de ~81%. Esta falta de
coherencia directa entre los valores absolutos de DM/GE de ambos métodos ha sido documentada
en investigaciones previas. Segun estudios realizados por Valencia (2019), sefial6 que las
ecuaciones de calibracion FT-IR (a menudo son desarrolladas para pectinas con perfiles
especificos de peso molecular, y pueden no ser universalmente aplicables a todas las muestras).
Aunque los valores realizados por FT-IR no son similares con los resultados obtenidos por
titulacion, muestran una tendencia similar, lo que valida el uso de FT-IR como una herramienta

comparativa y de caracterizacion estructural cualitativa y semicuantitativa.
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CAPITULO V
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones
Se caracterizo la materia prima (cascara de limén Meyer), determinando valores que
confirman su idoneidad como fuente viable para la extraccion de pectina, al encontrarse dentro de

rangos reportados en la literatura para residuos citricos.

Se establecieron los pardmetros éptimos para la extraccion de pectina asistida por
ultrasonido, identificando que la combinacién de temperatura, tiempo, amplitud , pH y el uso de
HCI 1IN como agente acidulante maximiza el rendimiento, lo cual fue validado mediante un

modelo de superficie de respuesta con alta confiabilidad predictiva.

Se analizaron las propiedades fisicoquimicas de la pectina obtenida, clasificandola como
pectina de alto metoxilo, con una calidad comparable a la de productos comerciales y acorde con

los estandares internacionales vigentes.
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5.2 Recomendaciones
Se recomienda realizar ensayos ampliando los rangos de temperatura y disminuir el pH con
respecto a los valores previamente estudiados, con el fin de explorar condiciones més diversas de

extraccion.

Se sugiere extender el analisis hacia otras especies de citricos y subproductos
agroindustriales disponibles en la region (por ejemplo, céscaras de naranja, mandarina o
maracuyd). Esta comparacion permitiria analizar diferencias en rendimiento y calidad de la

pectina, ademas de valorar la viabilidad econdémica.

Es aconsejable realizar ensayos de escalamiento piloto que validen la reproducibilidad del
proceso en volumenes mayores, optimicen el consumo energético y permitan comparar la

rentabilidad del método de extraccion asistido por ultrasonido frente a técnicas convencionales.

Se considera pertinente profundizar en la caracterizacion funcional de la pectina, mediante
analisis reoldgicos, pruebas de capacidad gelificante y estudios de estabilidad en matrices

alimentarias, asi como explorar su potencial en aplicaciones no alimentarias.
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Anexo 1.

Adecuacion de la materia prima

ANEXOS

Figura 1.

Recepcion del limon

Figura 2.

Seleccion y cortado del limdn entero

Figura 3.

Proceso de deshidratacién

Figura 4.

Residuos de limén deshidratadas

Figura 5.

Proceso de molido

Figura 6.

Materia seca de los residuos de limén
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Anexo 2.

Caracterizacion de materia seca de residuos de limon

Figura 7.

Andlisis de humedad inicial

Figura 8.

Andlisis de ceniza de la materia seca.

Figura 9.

Determinacion de indice de madurez de limon Meyer (Citrus Meyeri)
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Anexo 3.

Extraccion asistida por ultrasonido

Figura 10.

Peso de la materia seca en gramos 10g

Figura 11.

Relacion m/v

Figura 12.

Solucién de ajuste de pH

Figura 13.

Ajuste de pH

Figura 14.

Extraccion de pectina por equipo de bafio
ultrasonico

Figura 15.

Precipitacion
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Figura 16.

Lavado con etanol al 96%

Figura 17.

Centrifugado

Figura 18.

Obtencion de pectina hiumeda

Figura 19.

Secado al horno a 50°C

Figura 20.

Triturado

v

Figura 21.

Obtencidn de pectina seca
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Figura 22.

Extraccion y secado de tratamientos aleatorizados
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Anexo 4.

Caracterizacion de la pectina extraida

Figura 23.

Determinacion de humedad en horno

Figura 24.

Determinacion de cenizas en mufla

Figura 25.

Preparacion de soluciones de titulacion

BTy

Figura 26.

Preparacion de muestras optimizadas

Figura 27.

Determinacion del grado de esterificacion
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Figura 28.

Determinacion de Peso equivalente y de acide libre

Figura 29.

Determinacion de Contenido de metoxilo (MeQ) y acido anhidrourénico (AUA)
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Anexo 5.

Certificado de analisis
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