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Resumen

En las ultimas décadas ha habido un aumento progresivo de la demanda de productos mas
saludables, ecoldgicos y menos contaminantes, ademas de la exploracidon de nuevas maneras de
utilizar los subproductos que se generan en la industria agroalimentaria para la obtencién de
ingredientes funcionales. A partir de los subproductos agroalimentarios se puede extraer
pectina, compuesto de interés debido a sus propiedades gelificantes y dietéticas. Por todo ello,
en el presente Trabajo de Fin de Mdster se ha realizado una caracterizacidon quimica y estructural
de pectinas comerciales y extraida de la pulpa de remolacha. Ademas, se ha realizado un estudio
estadistico de los parametros analiticos basicos de los diferentes métodos seguin la IUPAC.

Previamente a la caracterizacién se han comparado diferentes métodos analiticos aplicados en
bibliografia para determinar propiedades de la pectina tales como la concentracién de azucares
totales, monosacaridos neutros, acido galacturdnico y grado de esterificacion.

Tras la puesta a punto se ha concluido que el método de Melton-Smith es el mas adecuado para
determinar 4cido D-Galacturdnico. El método que usa el reactivo fenol-sulfurico proporciona
una precision adecuada para realizar analisis de azucares totales. Por otra parte, una hidrdlisis
previa de la pectina con 4cido sulfurico permite detectar y cuantificar por HPLC diferentes
monosacaridos neutros contenidos en pectina.

Palabras clave: Pectina, Acido Galacturdnico, Grado Esterificacién, Azucar Total,
Monosacaridos neutros



1. Introduccion

Hoy en dia se ha incrementado el interés por los productos naturales y por ingredientes
alimentarios con propiedades saludables. Algunas materias primas necesarias para la vida
humana comienzan a escasear y existe una importante contaminaciéon del medio ambiente. A
esto ultimo también contribuye el sector hortofruticola, en el cual una importante proporcion
de producto es desechado, lo que genera grandes cantidades de materia contaminante vy
subproductos. Estos subproductos, que consisten generalmente en cascaras, semillas y pulpas
de las frutas y verduras, tienen propiedades nutricionales de gran interés, con un gran potencial
para la obtencidn de ingredientes funcionales, utilizables en propiedades alimentarias como la
gelificacion, hidratacidon y la capacidad antioxidante.

Por todo ello, el aprovechamiento de los subproductos ha tomado una gran relevancia a nivel
mundial y se ha tomado conciencia de que los subproductos pueden ser Utiles en otras
aplicaciones. Dentro del sector hortofruticola el de los citricos es de gran importancia y se ha
convertido en una actividad integral donde participan empresas dedicadas a obtener distintos
productos, frutas en fresco, peladay troceada, produccién de zumos, concentrados y pulpas. Sin
embargo, a medida que la produccién crece, aumenta también la generacién de residuos sdélidos
y liquidos. Estos residuos estan compuestos principalmente de agua, azlcares solubles, fibra,
acidos orgdnicos, aminodacidos, minerales, aceites esenciales, flavonoides y vitaminas, y pueden
ser valorizables.

Un ejemplo del aumento de la generacién de residuos se puede encontrar en la produccién de
citricos, ya que se procesan mas de 120 millones de toneladas en todo el mundo al afio y el 40%
es utilizado por la agroindustria para extraer cerca de la mitad del peso del fruto como zumo.
Los subproductos, la cascara, semillas y pulpa, se convierten en residuos o subproductos. Asi,
tan solo en Espaia, la cantidad de residuos ascienden a 600.000 toneladas por afio y se estima
que, mundialmente, se generan alrededor de 20 millones al afo . Este ejemplo y muchos mas
casos actuales en la generacion de residuos de productos hortofruticolas lleva a los
investigadores y a la industria a explorar diferentes formas de mejorar la productividad en
términos de calidad y seguridad, disminuir la cantidad de residuos y utilizar estos para
desarrollar nuevos productos e ingredientes con funcionalidades adicionales o mejoradas [1].

Entre todos ellos, destaca el importante contenido en carbohidratos de estos residuos que
pueden tener importantes y numerosas aplicaciones en la industria farmacéutica y
agroalimentaria. En este ultimo sector, los distintos carbohidratos presentan caracteristicas
tecnoldgicas, mecdnicas y nutricionales que los hacen muy apropiados como ingredientes
funcionales. Entre los carbohidratos, la fibra dietética se considera como un ingrediente con
funcionalidad especifica. Debido a su estructura y composicion, tanto la fibra soluble como la
insoluble, presentan un amplio rango de atributos tecnoldgicos, destacando su capacidad
gelificante, ya que puede ser utilizada para reemplazar compuestos lipidicos. Ademas, se ha
visto que puede beneficiar un desarrollo adecuado del microbiota intestinal. Estas propiedades
forman parte de la pectina, una macromolécula polimérica que forma parte de todos los
subproductos mencionados anteriormente, y que presenta una amplia diversidad de
caracteristicas.

1.1. Caracteristicas de la pectina

Las paredes de las células vegetales se componen principalmente de polisacaridos, ademas de
que estdn compuestas por proteina, lignina y otros compuestos inorganicos. En frutas y



verduras, donde las partes comestibles generalmente consisten en células de parénquima vy
espacios intercelulares, las paredes celulares estan constituidas en gran parte por pectina,
siendo el polisacarido mas abundante. La pectina define la mecdnica y propiedades funcionales
de la pared celular, durante la maduracién de los frutos, desde el almacenamiento hasta el
procesamiento de productos a base de frutas y verduras. [2]

Existe una tremenda variabilidad en la composicién general de la pectina en todo el reino
vegetal. Los vegetales contienen pectina y protopectina. Este ultimo es una combinacién de
pectinay celulosa, que es insoluble en agua, y, por lo tanto, para extraer la totalidad de la pectina
de las cascaras es necesario realizar hidrélisis acida. [3]

1.1.1. Caracteristicas estructurales de la pectina

La columna vertebral de la pectina son los residuos de acido urdnico unidos a través de enlaces
glucosidicos 1-4. El comité de expertos en aditivos alimenticios de la Organizacion de
Alimentacidn y Agricultura (FAO) y de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Comisién
Europea han definido que la pectina contiene al menos un 65% de acido galacturdnico, un
homogalacturano. La estructura principal presenta cadenas ramificadas de azucares simples
compuestas de glucosa, fructosa, manosa y galactosa, xilosa y arabinosa. [4]

El 4cido galacturdnico comprende mas del 80% del total de carbohidratos de pectina, mientras
que el 20% restante corresponden con, principalmente, azlcares neutros como, por ejemplo D-
galactosa, L-arabinosa, L-ramnosa y D-xilosa. El 4cido galacturdnico estd presente en tres formas
poliméricas:

e Homogalacturonano (HG): un polimero lineal de un enlace 1-4 de acidos galacturénicos
gue representa aproximadamente el 65% de la pectina.

e Rhamnogalacturonano | (RG-1): un disacédrido repetitivo de acido galacturdnico y
ramnosa que representa del 20 al 35% de la pectina con cadenas laterales neutrales
unidas a la posicion O-4 y a veces la posiciéon O-3 de las unidades de estructura principal
a-L-ramnopiranosilo. Entre 20% y 80% de los residuos de Ramnosa se sustituyen en C-
4, dependiendo del tipo de vegetal, asi como las condiciones de extraccién utilizadas.

e Rhamnogalacturonano Il (RG-Il): una columna vertebral homogalacturénica con
numerosas cadenas laterales complejas que contienen ramnosa y otros azlcares
neutros que compone del 2 al 10% de la pectina, considerandose el dominio mas
conservado entre moléculas de pectina. En la Figura 1 se puede observar un esquema
de la estructura la pectina.
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Figura 1 Composicion estructural quimica simplificada de la pectina [5]

HG es el mas abundante de los tres polimeros y el grado en el que estd metilesterificado tiene
un gran impacto sobre las propiedades funcionales de la pectina, como la capacidad de formar
geles en presencia de calcio. A mayor grado de esterificacién, mayor es la temperatura de
gelificacion [20]. Debido a su estructura lineal, a menudo se hace referencia al HG como la
“smooth region", mientras que las regiones ramificadas que incluyen RG-l, RG-Il y
xilogalacturonano (XG) se denominan pertenecientes a las "hairy region". [5] [6].

La D-Glucosa es uno de los pocos monosacdaridos que forman parte de la estructura principal de
la pectina, el cual puede estar unido a esta a través de enlaces glicosidicos a (1 2) en formas
de cadenas laterales cortas. Es una aldohexosa y es un isdmero de la galactosa, siendo el
compuesto organico mas abundante en la naturaleza, tanto de forma libre como en
combinacion con otros compuestos. Todas las frutas y vegetales tienen ciertas cantidades de
glucosa, a menudo emparejada con fructosa, y pueden ser extraidas mediante hidrélisis
enzimatica del almiddn, siendo los citricos el tipo de fruta mas comun del que se realizan las
extracciones de glucosa. En la Figura 2 se puede observar su estructura quimica, con una
representacién de sus formas lineal y circular.
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Figura 2 Estructura quimica de la D-glucosa [7]



La L-ramnosa es un monosacarido de seis carbonos que pertenece al grupo de las metilpentosas
y las desoxihexosas y que forma parte de la cadena principal de la pectina unida al acido
galacturdnico, formando RG-1 y RG-Il. Normalmente se encuentra en bacterias patdgenas y en
tejidos vegetales formando parte estructural de flavonoides glicosilados, terpenilglicosidos,
pigmentos de plantas y complejos heteropolisacaridos. En las ocasiones donde se extrae
ramnosa de subproductos vegetales mediante hidrélisis acida, el producto de extraccion no solo
contiene ramnosa, si no también otros azlcares neutros contaminando la extraccién de
ramnosa.. En la Figura 3 se muestra la estructura ciclica de dicho monosacarido.

Los métodos industriales de obtencidn de L-ramnosa a partir de fuentes naturales de interés
econdémico tienen en comun la etapa inicial de hidrdlisis a través de diferentes tratamientos
acidos (organicos, inorganicos, resinas, etc.) que liberan al monosacarido L-ramnosa del
glicosido o del polisacarido de partida, obteniéndose hidrolizados que contienen otras
aldohexosas de dificil separacion de L-ramnosa. Dichos métodos difieren unos de otros
fundamentalmente en el procedimiento de purificacion, segun el cual pueden clasificarse en dos
grandes grupos: Aislamiento mediante las técnicas cromatogréficas habituales y eliminacidn de
las otras aldohexosas (especialmente D-Glucosa) mediante microorganismos que las consumen
selectivamente y enriquecen el hidrolizado en L-ramnosa. [8]

OH,—0_OH
CHs

OH OH

Figura 3 Estructura quimica ciclica de la L-Ramnosa [8]

La arabinosa es un monosacarido de cinco atomos de carbono, y ya que posee un grupo
funcional aldehido en su estructura, se clasifica dentro del grupo de las aldopentosas y forma
parte de la columna vertebral de la pectina unido al dcido galacturénico. En la Figura 4 se puede
observar su composicidon quimica y sus proyecciones de Fisher. Su nombre deriva de la goma
arabiga, de donde fue aislado por primera vez. Es un azucar exclusivo de los organismos
vegetales y tiene un enorme potencial en las aplicaciones industriales. [9]

El sabor dulce de la L-arabinosa es similar al de la sacarosa, pero es solo con la mitad de dulzura.
Naturalmente se produce arabinosa en laforma L, y no es metabolizable por animales; por tanto,
es un azlcar no caldérico. Ademas, inhibe fuertemente de forma no competitiva la sacarasa
intestinal y consecuentemente inhibe la absorcion de sacarosa del intestino delgado. Es
ampliamente utilizado en el desarrollo de agentes antivirales como los analogos de nucleédsidos,
y es una materia prima en la fabricacion de L-ribosa, que se utiliza en aplicaciones farmacéuticas.
[10]



HO—C—H H—C—OH
H—(|3—OH HO—(’:—H
H—clz—OH HO—(|3—I-E

cleon (’3H20H

D-(-)-Arabinose L-(+)-Arabinose
Figura 4 Proyeccion de Fisher para la D-(-) y la L-(+)-Arabinosa [9]

La galactosa es un monosacarido formado por seis dtomos de carbono o hexosa y ademas es
una aldosa, que se convierte en glucosa en el higado como aporte energético. En la Figura 5
puede observarse su composicion estructural quimica en su forma ciclica. Ademas forma parte
de los glucolipidos y glucoproteinas de las membranas celulares, sobre todo de las neuronas. La
galactosa es sintetizada por las glandulas mamarias para producir lactosa, que es un disacarido
formado por la unién de glucosa y galactosa, por tanto, el mayor aporte de galactosa en la
nutricién proviene de la ingesta de lactosa de la leche. [11]

La galactosa es uno de los monosacaridos mds comunes y desempefia varias funciones
bioldgicas. Por ejemplo, actia como una alternativa a la glucosa cuando esta ultima es
insuficiente para las demandas metabdlicas de un organismo. Puede entrar en la glucdlisis para
sintetizar energia. Es un componente de la lactosa, el disacarido de la leche. Los seres humanos
y otros animales productores de leche biosintetizan la lactosa a partir de la galactosa y la glucosa.
Ademads, es un componente de los cerebrdsidos y, como tales, se denominan
galactocerebrésidos. Los galactocerebrdsidos se encuentran comuinmente en los tejidos
neurales y son el principal glucoesfingolipido en el cerebro. En las plantas, se produce galactosa,
como en los mucilagos de la linaza y la remolacha azucarera. El galactano es un polimero de
galactosa que se encuentra en la hemicelulosa de las plantas. [12]

CH,OH
HO O
OH OH
OH

Figura 5 Estructura quimica ciclica de la D-Galactosa [11]

1.1.2. Propiedades quimicas de la pectina

Las aplicaciones de la pectina depende de una serie de caracteristicas fisicas y quimicas, como
el grado de amidacién, sensibilidad al calcio, grado de esterificacién (% DE) y viscosidad
intrinseca (IV). Estos estan fuertemente influenciados por las condiciones de extraccién, es decir,
temperatura, pH y tiempo de extraccién. [3]

La fabricacidon industrial actual de pectina a partir de subproductos generados de materia
vegetal y de frutas (como, por ejemplo, la piel de citricos) mediante diferentes tipos de
extracciones generalmente comprende cuatro pasos:


https://www.quimica.es/enciclopedia/Monosac%C3%A1rido.html
https://www.quimica.es/enciclopedia/Carbono.html
https://www.quimica.es/enciclopedia/Hexosa.html
https://www.quimica.es/enciclopedia/Glucosa.html
https://www.quimica.es/enciclopedia/H%C3%ADgado.html
https://www.quimica.es/enciclopedia/Glucol%C3%ADpido.html
https://www.quimica.es/enciclopedia/Glucoprote%C3%ADna.html
https://www.quimica.es/enciclopedia/Neurona.html
https://www.quimica.es/enciclopedia/Lactosa.html

) Extraccidn a partir del material vegetal

) Purificacién del extracto liquido
1)) Precipitacién de la pectina de la solucion
V) Desesterificacién adicional de grupos de éster metilico con acido, alcali o enzimatico

dependiendo del perfil de calidad de pectina deseado.

Durante el procesamiento térmico de material vegetal en la extraccion pueden ocurrir
reacciones catalizadas por enzimas que cambian la solubilidad de la pectina, el tamaiio del
polimero y el grado de esterificacion metilica. Estos cambios pueden tener consecuencias
importantes en la calidad del producto. Por ejemplo, reducir el grado de metilesterificacion
mediante la activacion de la actividad de la pectina metilesterasa endégena (PME), da como
resultado un material procesado con una textura mas firme. Los cambios en las pectinas durante
el procesamiento también pueden afectar la calidad de productos como jugos y salsas. [6]

Para seguir los cambios en la pectina que ocurren durante el procesamiento, un método simple
para cuantificar las cantidades de pectinas solubles e insolubles consiste en evaluar el grado de
metilesterificacion (DM). El grado de metilesterificacion se define como el porcentaje de grupos
carboxilos esterificados con metanol. Esta propiedad varia entre las diferentes especies de frutas
y vegetales y a lo largo del tiempo de vida de la especie. [2]

En la industria alimentaria, la pectina se clasifica en bajo metoxilo (LM) y pectinas de alto
metoxilo (HM). Las pectinas LM tienen un grado de metilesterificacién (DM), por debajo del 50%
y tipicamente 20-50% (Figura 7), mientras que las pectinas HM tienen un DM superior al 50% y
tipicamente 50-80% (Figura 6). Las pectinas LM forman geles en presencia de iones divalentes,
tipicamente a valores de pH en el rango 3-5. La afinidad de la pectina por los iones de Mg es
significativamente menor que para los iones Ca, Sry Ba. El mecanismo de formacion de gel para
la pectina LM ha sido descrito por "egg box" (Figura 8). Se propuso que las cadenas lineales de
(1,4) estan unidas a residuos de acido a-D-galacturdnico, en el caso de la pectina y el enlace
(1,4). Esto da lugar a una cadena que facilita la coordinacién de los iones Ca®* a través de los
atomos de oxigeno del anillo de piranosa, ademas de la interaccidn electrostatica con los grupos
de acido urénico que facilita la reticulacién de las cadenas de polisacaridos. Sin embargo, se
llegd a la conclusion de que el modelo "egg box" no describe adecuadamente la gelificacién de
pectina. [13]

Figura 6 Pectina de alto metoxilo (HM) [14]
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Figura 7 Pectina de bajo metoxilo (LM) [14]
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Figura 8 Estructura caja de huevos o "egg box" [14]

Hay varios métodos disponibles para cuantificar y caracterizar pectina. Lo mds comun es realizar
una preparacién para aislar el material que contiene la pared celular, generalmente mediante
precipitaciéon con etanol, para separar moléculas solubles que interferirian con el posterior
analisis. Este residuo insoluble en alcohol se extrae secuencialmente con agua, quelantes y
finalmente pH alto para producir fracciones que contienen cada una porcién del material
péptico total. Estas fracciones pueden entonces ser hidrolizados y analizados para determinar
su contenido en metanol, acido urdnico, y contenido de azlcares neutros. Los resultados se
expresan como las cantidades de estos constituyentes por cantidad de residuo insoluble en
alcohol. Suponiendo que la precipitacion de pectina por el alcohol es cuantitativa, y que el
rendimiento de alcohol es el residuo insoluble por cantidad de material vegetal, puede
calcularse la cantidad de pectina en el material vegetal. [6]La pectina extraida se somete a
continuacién a procesos de hidrdlisis acidas o enzimaticas para provocar la desesterificacion y
asi descomponer la pectina a sus productos mas basicos, permitiendo entonces la
caracterizacién de acidos urdnicos, monosacaridos y el grado de esterificacion.

Existen dos formas de hidrdlisis acida, una fuerte y otra diluida. La primera emplea acidos
minerales como sulfuricos, clorhidricos, etc. de altas concentraciones a temperaturas inferiores
a 100 2C, lo que permite disolver la pectina, la celulosa y la hemicelulosa a sus monosacaridos
mas simples. El inconveniente es que es necesario hacer uso de material anticorrosivo y que es
necesario recuperar el acido para no dafar el medioambiente. Una hidrélisis acida diluida
permite no romper la estructura cristalina a temperaturas inferiores a 100 2C de compuestos
guimicos que no posean una estructura amorfa, siendo estas Ultimas el objetivo de ataque de la
hidrélisis, como son las hemicelulosas o pectinas. [15]
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Por otro lado, existen las hidrdlisis enzimaticas, que consisten en hacer hidrdlisis usando enzimas
hidrolasas. Las condiciones de operacién son suaves, y en contraste con la hidrdlisis acida no
genera productos de degradacion ni de corrosion, solo genera los monosacaridos, pero puesto
gue necesita grandes cantidades de enzimas encarecen el proceso y para favorecer el proceso
enzimatico el producto debe someterse a un pretratamiento. [15]

Dado que tanto la hidrélisis de la pectina y la reaccién con m-hidroxidifenilo ocurre en acido
sulfurico concentrado, es posible un procedimiento rdpido y sencillo para cuantificar el
contenido de acido urénico de la pectina, al mismo tiempo que existen mejoras para reducir la
interferencia por azlcares neutros. Un enfoque diferente es hidrolizar enzimaticamente la
pectina a acido galacturdnico utilizando mezclas de enzimas degradantes de pectina. El
contenido de 4cido galacturdnico puede determinarse posteriormente colorimétricamente. [6]

El analisis de monosacdaridos neutros se realiza habitualmente mediante cromatografia de gases
(CG), cromatografia liquida o electroforesis capilar. EIl método tradicional para cuantificar los
monosacaridos neutros ha sido siempre la espectrometria de masas con cromatografia de gases,
utilizando como fuente de iones el impacto electrénico (El). Sin embargo, la preparacion de
muestras para GC es un proceso extenso, que implica la derivatizacién de azlcares con reactivos
especiales para hacerlos mds volatiles. Ademas, los sensibles parametros cromatograficos para
GC no son adecuados para una rutina de analisis. HPLC se usa comunmente para determinar la
composicion de carbohidratos en varios tipos de muestras. Los monosacaridos u oligosacaridos
no pueden detectarse directamente por absorcidon debido a la falta de croméforos en su
estructura molecular, lo que también limita los modos de deteccién por HPLC. Por ejemplo, los
detectores 6pticos no satisfacen las demandas del analisis moderno y el detector de indice de
refraccion tiene una sensibilidad baja, mientras que el uso del detector de dispersidn de luz por
evaporacién tiene un costo elevado [16].

Existe una diversidad de propiedades de la pectina que son posibles de caracterizar gracias a
una amplia diversidad de métodos. En la Tabla 1 se mostrard una tabla resumen donde aparecen
las diversas caracterizaciones y las metodologias aplicables.

Tabla 1: Metodologias aplicables a las diferentes propiedades de la pectina

Referencias

Propiedad a determinar Metodologias e e 5
Bibliograficas Ejemplos

Hidrdlisis acida
fuerte/enzimatica + HPLC
Hidrdlisis acida
Azlcares totales fuerte/enzimatica + [13],[17], [18]
Cromatografia gases
Colorimetrias por absorbancia
en UV-Vis
Colorimétricas por absorbancia
en UV-Vis
Valoraciones acido-base
Hidrélisis acida fuerte+ HPLC
Hidrélisis acida fuerte+
Cromatografia gases
Hidrélisis acida fuerte+ HPLC
Hidrolisis acida fuerte + [13], [17]

Cromatografia gases

Acidos Urénicos [19], [13],[4]

AzUcares monomeéricos
neutros
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e g FTIR

Grado de esterificacion Valoraciones acido-base [13], [20], [21], [28]

Cromatografia permeacion gel

IR+MALLS (multi-angle laser-
light scattering)

HPLC
Propiedades reoldgicas Reometria [13], [20]
FRAP!?
Capacidad antioxidante DPPH? [20], [2]
ABTS?
! Reactivo FRAP: buffer 4cido acético-acetato de sodio (pH 3,6), TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina) y
FeCls
2 Reactivo DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
3 Reactivo ABTS: 2,2'-azino-bis- (3-etil benzotiazolin-6-sulfonato de amonio)

Peso molecular [13],[20],[21],[22]

1.2. Aplicaciones de la pectina

En las industrias alimenticia y farmacéutica los hidrocoloides naturales se utilizan ampliamente
como espesante, estabilizante, gelificante, reemplazante de grasas, emulsionante y agentes
encapsulantes de compuestos bioactivos. El reemplazo o reduccién de aditivos sintéticos en
alimentos y cosméticos con hidrocoloides naturales ha recibido bastante interés y es mas
atractivo para la salud de los consumidores. Como resultado, la exploracidn y caracterizacion de
fuentes de hidrocoloides naturales ha sido objeto de gran atencidén durante los ultimos afos y
uno de los heteropolisacaridos mas estudiados en las ultimas décadas es la pectina natural, que
ofrece una gran variedad de ventajas y aplicaciones. [20]

En el metabolismo humano, la pectina se combina con el colesterol en el tracto gastrointestinal
y reduce la proporcion de asimilacién de glucosa mediante la captura de carbohidratos ya que
la pectina es una fibra dietética soluble en agua. Ademds de las capacidades antioxidantes que
ofrece, también la pectina ofrece propiedades antitumorales, antiulcerosas, anticancerigenas y
antimicrobioldgicas, disminucion del colesterol y cicatrizacién de heridas [22] [23]

Distintas propiedades de las pectinas como su presencia ubicua en el reino vegetal, bajo coste,
flexibilidad estructural y propiedades polimerizantes potencian su aplicacién en matrices de
captura y materiales de envasado de alimentos activos en la industria. Se ha descubierto que la
pectina tiene una débil propiedad inherente antimicrobiana, cuyo potencial antimicrobiano
puede potenciarse integrandolos y amalgdndolos con varios compuestos funcionales como
aceites esenciales, compuestos fendlicos, nanomateriales, dacidos grasos libres y otros
compuestos bioactivos. [24]

Uno de los propdsitos de varias investigaciones actuales consisten en crear peliculas comestibles
que promueven la innovacidn de envases biodegradables para sustituir los envases que han sido
formados por productos petroquimicos [25]. Al mismo tiempo, se tiene como objetivo obtener
peliculas comestibles mecanicamente fuertes con otras propiedades deseadas, como baja
humedad de absorcidn y tasa de transferencia de vapor de agua (WVTR). Es deseable porque un
WVTR bajo puede prevenir la absorcion de humedad del producto alimenticio de un ambiente
de alta humedad que posiblemente podria aumentar la actividad del agua del producto
alimenticio. El bajo WVTR también puede prevenir la deshidratacidon de productos alimenticios
cuando se almacenan en un ambiente de baja humedad. Por lo tanto, esta propiedad puede
prolongar la vida util de los alimentos. [25]
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2. Objetivos

El objetivo principal del presente Trabajo de Fin de Master es poner a punto diferentes métodos
de ensayos que permitan determinar pardmetros de caracterizaciéon de pectina comercial y
extraidas a partir de residuos agroindustriales.

Para alcanzar este objetivo, se plantea los siguientes objetivos especificos:

e Realizar una revisién bibliografica para determinar cuales son los principales métodos
gue se utilizan para caracterizar las propiedades de la pectina.

e Poner a punto diferentes métodos para determinar parametros tales como los azucares
totales, monosacdridos neutros, acido galacturdnico y el grado de esterificacion, y
comparar los resultados obtenidos para seleccionar aquellos que resulten mas
adecuados.

e Realizar una validacidn de los métodos atendiendo a propiedades tales como intervalo
de linealidad, linealidad de respuesta y precision segun las directrices de la IUPAC.

e Aplicar los métodos desarrollados para caracterizar una muestra de pectina extraida a
partir de pulpa de remolacha
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3. Materiales y métodos

3.1. Materiales y equipo

Para el desarrollo de todo el trabajo experimental, se utilizé el siguiente material:

Agitador Magnético Agimatic -N. P Selecta

Agitador Magnético Micro Stirrer. Velp Scientifica

Agitador Vortex Mixer Gilson

Autoclave Autestes ST. P Selecta

Balanza Gram Precisidn. Serie SV

Balanza Sartorius MC 1 Analytic Ac 210 S

Bafio de agua P Selecta Ultraterm

Centrifuga MiniSpin eppendorf

Centrifuga Sorvall Legend RT+ Centrifuge. Thermo Scientific
Cubetas de cuarzo

Desecador

Digestor Multiplaces. P Selecta

Equipo de cromatografia liquida de alta presion (HPLC):
Bomba isocratica Waters 1515 Isocratic HPLC Pump
Columna cromatografica Aminex HPX-87H

Desgasificador “In-Line” Waters In-Line Degasser AF
Detector de indice de refraccion Waters 2414 Refractuve Index Detector
Inyector/Muestreador automatico con horno Waters 2707 Autosampler
Equipo de rotavapor:

— Bomba de vacio Vacuubrand MZ 2C NT

— Manta calefactora PCE-HM 250

— Rotavapor Heidolph VV2000

Espectrofotometro UV-VIS mini 2240 Shimadzu
Espectrofotometro Doble Haz UV-VIS 2550 Shimadzu
Filtros de jeringa para HPLC NY 0.2 um [Branchia]

Material de vidrio de laboratorio de uso general
Micropipetas BioPette Plus (1-10 mL, 1-5 mL, 100-1000 pLy 20-200 pL)
Papel de filtro 20 um [Filter-Lab]

pH-metro pH-meter Basic 20+. Crison

Softwares de cdalculo Microsoft Excel y Statgraphics 18
Viales de vidrio (2 mL) para inyeccidon cromatografica.
Viales Eppendorf (2 mL)

3.2.Reactivos

3-fenilfenol [Sigma]

Acetato sddico trihidratado [Panreac]

Acido clorhidrico 37% [Panreac]

Acido D-Galacturénico monohidratado [Sigma-Aldrich]
Acido Sulfamico [Sigma]

Acido Sulfurico (H2S04) al 96% para analisis [Panreac]
Acido Sulfarico (H2S0.) al 72% para analisis [Panreac]
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Acido Trifluoroacético [Sigmal]

Agua destilada tipo Il

Antrona [Sigma]

Cloruro sodico [Panreac]

D (+) — Galactosa Biochemica [Panreac]

D (+) — Glucosa anhidra [Panreac]

Enzima Viscozyme [Novozymes]

Etanol 96% para andlisis [Panreac]

Fenol 90% [Panreac]

Fenolftaleina

Hidréxido sédico lentejas para analisis (Reag. USP) [Panreac]
Hidréxido Potasico al 85% lentejas [Panreac]

Tetraborato sédico (Borax) anhidro [Panreac]

L (+) — Arabinosa [Panreac]

L — Ramnosa [Sigma]

Pectina de manzana [Sigmal

Pectina en polvo [Special Ingredients, (comprada por Amazon)]
Reactivo de Folin-Ciocalteau para diagnosis clinico [Panreac]
Sulfato de cobre (Il) pentahidratado [Panreac]

3.3. Disoluciones

Disolucion de hidréxido sédico, 5 % (p/v): En un vaso de precipitado se pesan 0,5 g de
hidréxido sédico. Se afiade aproximadamente 20 mL de agua destilada para disolver la
masa y se ajusta el volumen a 100 mL. Se utiliza en la determinacion del contenido en
dcido galacturdnico segtn el método de Melton-Smith

Disolucidn de m-Hidroxifenil: Se pesan 0,15 g de 3-fenilfenol en un vaso de precipitado
de 100 mL, se disuelven en < 100 mL de la disolucién de 0,5 % (p/v) de hidréxido de
sodio y se ajusta a un volumen final de 100 mL con esta disolucidn. Esta disolucidon se
conserva en una botella opaca o envuelta en papel de aluminio a 42C. Estable durante
aproximadamente 1 mes. Se utiliza en la determinacion del contenido en dcido
galacturdnico segun el método de Filisetti-Cozzi y Carpita y el método de Melton-Smith.
Disolucion de tetraborato sodico (Bérax), 75 mM: Se preparan 100 mL de disolucién 75
mM pesando 1,501 g de tetraborato sédico en un vaso de precipitado de 100 mL y se
afiade aproximadamente 90 mL de acido sulfirico concentrado. Se agita hasta disolver
todo y se ajusta hasta los 100 mL con H,SO.. Se utiliza en la determinacion del contenido
en dcido galacturdnico segun el método de Melton-Smith

Disolucién de acido sulfamico/sulfamato potasico, 4 M (pH 1.6): Se pesan 38,84 g de
acido sulfamico y se agita en 50 mL de agua. Se afiade hidrdxido potasico saturado hasta
que el acido sulfamico se haya disuelto. Se deja enfriar la disolucién y se ajusta con
cuidado a pH 1,6 con hidroxido sédico saturado. Se ajusta el volumen a 100 mL con agua
destilada para dar una concentracion final de 4 M. Se utiliza en la determinacion del
contenido en dcido galacturdnico segun el método de Melton-Smith

Disolucion de sulfato de cobre, 10 mM (pH 4.8): Se pesan 23,2 g de NaCl y 3,2 g de
acetato sédico, se mezclan con 1,0 mL de acido acético glacial y 80 mL. Se ajusta el pH a
4,8 con hidréxido sddico y se ajusta el volumen final a 100 mL con agua destilada. Esta
disolucién es estable durante semanas a temperatura ambiente. Se utiliza en la
determinacion del contenido en dcido galacturdnico segtin el método de Anthon-Barret
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e Disolucion de reactivo de Folin-Ciocalteau: 1 mL de una disolucién concentrada de
Folin-Ciocalteau se mezcla con 39 mL de agua destilada. Se utiliza en la determinacion
del contenido en dcido galacturdnico segun el método de Anthon-Barret

e Disolucion buffer de acetato 25 mM (pH 4.8): Se prepara la disolucidon pesando 0,06 g
de acetato sédico y cogiendo 0,03 mL de acido acético, ambos se mezclan con 40 mL de
agua destilada. Se ajusta el pH a 4,8 con HCL o NaOH vy se afiade agua hasta 50 mL. Se
utiliza en la determinacion del contenido en dcido galacturdnico segun el método de
Anthon-Barret

e Disolucion de fenol al 5%: Se mezclan 27,5 mL del reactivo de fenol al 90% en 500 mL
de agua destilada. Preparar en campana extractora. Se utiliza en la determinacion del
contenido de azucares totales segun el método del reactivo fenol-sulfurico.

e Disoluciéon de antrona- acido sulfarico: Se disuelven 0,2 g de Antrona en 100 mL de
H,S0, al 96%. El reactivo puede usarse durante 3-4 dias y debe conservarse a 0 2Cy sin
contacto directo de luz. Se utiliza en la determinacion del contenido de azucares totales
segun el método del reactivo antrona

e Disolucién 0.1 N HCI: Se diluyen 0,828 mL de HCl al 37% en 100 mL de agua. Se utiliza
en la determinacion del grado de esterificacion

e Disolucion 0.1 N NaOH: Se disuelven 0,39 g de NaOH en 100 mL de agua. Se utiliza en la
determinacion del grado de esterificacion

3.4. Andlisis estadistico de los resultados

Para validar los diferentes métodos evaluard los siguientes parametros y se realizara un estudio
estadistico usando los siguientes softwares informaticos:

e  Microsoft Excel
e Statgraphics 18

A continuacion, se nombraran los siguientes pardmetros, de acuerdo con las directrices de la
Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC). Cada determinacién se realizd, como
minimo, por duplicado:

e Intervalo de linealidad
o Limite de Deteccion (LOD)
o Limite de Cuantificacién (LOQ)
o Limite de Linealidad (LOL)
e Linealidad de respuesta
e Precision
o Repetibilidad
o Reproducibilidad

3.5. Métodos

Para la caracterizacién de la pectina y la determinacidon cuantitativa de los diferentes
parametros, se aplicaron diferentes metodologias experimentales basadas en los documentos
gue se encuentran en la bibliografia.

3.5.1. Determinacion de acido galacturonico

Las medidas cuantitativas del dacido galacturénico normalmente se determinan por
metodologias colorimétricas después de ser hidrolizadas por acidos fuertes. Sin embargo, esta
metodologia implica ademas la degradacién de azucares neutros y otros compuestos que se
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hidrolizan con los 4acidos, interfiriendo en la determinaciéon colorimétrica del acido
galacturdnico.

Este problema puede solucionarse aplicando la metodologia desarrollada por Filisetti-Cozzi y
Carpita [26], que previene la turbidez que ocurre durante el calentamiento de los azlcares en
medio acido sulfirico concentrado y evita la formacién adicional de otro interferentes. Por ello,
se realizard la caracterizacidn de la pectina segin esta metodologia, y ademas se aplicaran otros
dos ensayos basados en la metodologia descrita por Melton y Smith [19], que replican los
ensayos de Filisetti-Cozzi y Carpita, ademas de realizar una hidrélisis previa segin la metodologia
de Ahmed y Labavitch [27]. Se realizaran dos tipos ensayos, donde el primero consistira en
aplicar una hidrdlisis acida fuerte previa de las paredes celulares para las muestras de pectina
extraidas de la pulpa de remolacha y también en las muestras comerciales de pectina segun la
metodologia de Melton-Smith y Filisetti-Cozzi y Carpita, y otro en la que se realizard una
hidrélisis enzimatica segun la metodologia de Anthon-Barret. En la Tabla 2 aparece un resumen
de las metodologias, los tipos de hidrdlisis que se aplican en cada una de ellas y el tipo de
muestra de pectina que se va a analizar.

Tabla 2 Clasificacion de metodologias para la determinacion de dcido galacturdnico segun su tipo de hidrdlisis y tipo
de muestra

Tipo de muestra

Tipo de Hidrdlisis Metodologia Condiciones .
de pectina

Temperatura:
952C
TiQO acido: H,SO4
al 96%
Tiempo hidrdlisis:
20 minutos
Temperatura:
100°C
Filisetti-Cozzi y Carpita Tipo acido: H,SO4
[26] al 96%
Tiempo hidrdlisis:
20 minutos
Temperatura:
309eC
Tipo enzima:
Hidrolisis Enzimatica Anthon-Barret [6] Viscozyme Pectina comercial
[Novozymes]
Tiempo hidrdlisis:
24 horas

Pectina comercial
Pectina extraida
de pulpa

Melton-Smith [19]

Hidrdlisis acida fuerte

Pectina comercial

3.5.1.1. Determinacion del contenido en dcido galacturdnico segun la
metodologia de Filisetti-Cozzi y Carpita.

Inicialmente se toman 25 mg de muestra de pectina comercial (Sigma y Special Ingredients) y se
disuelven con 50 mL de agua destilada. A partir de esta disolucion madre de pectina se elaboran
disoluciones pectina de concentracién de 10-40-80 mg/L (ppm) por duplicado. También se
prepara una recta de calibracion a partir de una dilucion madre de acido galacturdnico patron.
Para preparar dicha dilucidn se toman 50 mg de acido galacturdnico patrén y se diluyen en 100
mL de agua destilada. Las concentraciones de la recta de calibracién seran 1-10-20-30-40-60-80
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ppm, sin incluir el blanco, el cual serd elaborada con agua destilada y el resto de reactivos de la
metodologia.

A 0,4 mL de las diluciones de muestras de pectinas comerciales se le afnaden 2,4 mL de acido
sulfdrico concentrado. Las muestras se calientan en un bafo maria a aproximadamente 100 2C
durante 20 minutos en tubos de ensayo. A continuacion, los tubos de ensayo se enfrian en un
bafio de agua con hielo durante, aproximadamente, 15 minutos y posteriormente se afiaden
150 pL de una disolucion de m-hidroxifenil, tras lo cual se incuban a temperatura ambiente
durante 15 minutos y finalmente se realiza la medicidn de absorbancia a 525 nm [26]. A partir
de la absorbancia se puede calcular la concentracién de acido galacturdnico que contiene la
pectina, cuyo resultado se expresara en miligramos de acido galacturdnico contenidos en 1
gramos de pectina

3.5.1.2. Determinacion del contenido en dcido galacturdnico segun la
metodologia de Melton-Smith

En primer lugar, se realiza la hidrélisis acida de las paredes celulares de las muestras de pectina
extraida de la pulpa de remolacha y de muestras de pectina comercial (Sigma y Special
Ingredients) seguin el método de Ahmed y Labavitch [27]. Se pesan 5 mg de muestra en vasos de
precipitados y se afiade 1 mL de acido sulfirico concentrado, luego se tapan. Estos tubos de
ensayo se colocan en un bafio de agua-hielo y se agitan durante 5 minutos. Para ello se utilizan
agitadores magnéticos.

Se vuelve a afadir 1 mL de H,SO,4 concentrado y se agita durante 5 minutos sobre el bafio de
agua-hielo. Se afiaden 0.5 mL de agua y se agita durante 5 minutos. Se repite el proceso por
segunda vez. A continuacidn, se diluye el contenido de cada vaso en 10 mL de agua. Se
transfieren 2 mL de esta Ultima mezcla a tubos Eppendorf y se centrifugan a 2000 g durante 10
minutos, a temperatura ambiente.

Las alicuotas de los liquidos sobrenadantes o de muestras de pectinas diluidas (400 pL) son
recogidas en tubos de ensayo de vidrio. Se afaden 40 pL de la mezcla 4M de acido sulfamico y
solucidn de sulfamato potasico a pH 1,6. Se realiza una agitacidn Vortex a los tubos.

Se afiaden 2,4 mL de la disolucién de 75 mM tetraborato de sodio en acido sulfurico y se vuelven
a realizar la agitacidn por Vortex. Se colocan los tubos en un bafio Maria a 95 2C durante 20
minutos, y luego se enfrian los tubos de ensayo en un bafo de agua-hielo durante 10 minutos.
Los tubos de ensayo deben ser tapados para evitar la condensacion de agua en el interior del
tubo.

Por ultimo, se anaden 80 uL de la disolucion de m-hidroxidifenil a cada uno de los tubos de
ensayo que contienen los patrones, las muestras y los blancos. Se utiliza el agitador Vortex tres
veces por cada tubo y al cabo de 10 minutos se procede a la lectura de la absorbancia a 525 nm
de cada una de las disoluciones, procurando no tardar mas de 30 minutos en total, puesto que
tras pasar ese tiempo la lectura puede ser errdnea debido a la perdida de la intensidad del color.

Para realizar la recta de calibracién con patrones de acido D-galacturénico se prepara una
disolucién madre de 20 mg/mL pesando 20 mg de acido D-galacturdnico deshidratado y se
disuelve en 1 mL de agua destilada. A continuacién, se prepara una solucion de 200 pg/mL
tomando 100 pL de la disolucion madre y se aflade 9900 plL de agua. A partir de esta disolucién
se prepara una serie de diluciones que aparecen en la Tabla 3 [19]:
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Tabla 3 Series de diluciones para el patrén de dcido galacturénico para la metodologia de Melton-Smith [14]

. . ‘. Volumen de la disoluciéon de
Concentracion de acido . . L
galacturénico (ug/400pL) acido galacturénico 200 Volumen de agua (uL)

pg/mL (uL)

5.0 125 1875

10.0 250 1750

15.0 375 1625

20.0 500 1500

30.0 750 1250

40.0 1000 1000

3.5.1.3. Determinacion del contenido en dcido galacturdnico segun la

metodologia de Anthon-Barret

Como en otros ensayos, se preparan disoluciones de las muestras de pectina comercial (Sigma
y Special Ingredients). Para ello se toman 25 mg de las muestras de pectina y se diluyen con 50
mL de agua destilada. A partir de esta disolucién madre se prepara 3 diluciones de diferentes
concentraciones (50-100-150 ppm) en matraces de 10 mL. Se trabajara con estas disoluciones.
Para la elaboracion de una recta de calibracion se pesan 50 mg de acido galacturdnico patrény
se mezcla con 100 mL de agua destilada. A partir de esta disolucion madre se preparan las
siguientes concentraciones para la calibracion: 10-25-50-75-100-125-150 ppm.

Inicialmente es necesario realizar una hidrélisis enzimatica de la pectina. Para ello se toma una
alicuota de 100 pL de las muestras y se mezcla con 600 uL del buffer de acetato 25 mM. Se
afiaden 100 pL de una disolucién de la enzima Viscozyme y se incuban durante 24 horas a 302C.
Tras la hidrdlisis, de la mezcla resultante se toman 100 L y se diluyen con agua destilada hasta
alcanzar un volumen total de 200 pL.

Las muestras se llevan a tubos de ensayo (200 pL) y se mezclan con 200 pL de la disolucién de
sulfato de cobre 10 mM pH 4,8. La mezcla resultante se calienta a 95 2C en un bafio maria
durante 40 minutos. Los tubos de ensayo deben estar tapados para evitar cualquier tipo de
condensacidn de agua externa y de evaporacidn de agua que contiene la mezcla, para no alterar
el volumen final. Mientras se calientan las muestras, se prepara la disolucién del reactivo de
Folin-Ciocalteau. Tras finalizar el tiempo de calentamiento se afladen a las muestras 1.6 mL del
reactivo de Folin-Ciocalteau previamente preparado. Finalmente se miden los valores de
absorbancia a 750 nm.

3.5.2. Determinacion de azUcares totales

Los carbohidratos son biomoléculas que tienen una gran importancia en el campo de la
investigacion de las ciencias de la vida y en la aplicacion industrial. Existe una variedad de
métodos colorimétricos los cuales utilizan reactivos distintos como antrona, fenol, orcinol o
resorcinol, siendo los dos primeros los reactivos mayoritariamente usados en la determinacion
de azucares totales. Todos los carbohidratos tanto oligosacdridos como polisacaridos pueden
ser determinados, pues bajo hidrdlisis acida producen monosacaridos.

La adicidn de algunos acidos minerales a las soluciones acuosas de carbohidratos, como el acido
sulfirico, provoca la deshidratacion de los carbohidratos con la eliminacidn de tres moles de
agua. Con esta reaccion se forman derivados del furfural y el 5-hidroximetilfurfural (HMF). En el
caso de las pentosas, se produce una deshidratacion a furfural y de las hexosas a HMF.
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La presencia de fenol y su interaccién con el HMF facilita la formacidon de complejos que
permiten la coloracién de la solucidon y en consecuencia facilitan la cuantificacién de los
carbohidratos a través de espectrofotometria. Sin embargo, la cuantificacidon con antrona es
limitada puesto que este reactivo es inestable debido a su degradacidon y el consecuente
oscurecimiento de la solucién que altera la lectura colorimétrica, ademas de presentar una
menor capacidad en el analisis de polisacaridos conformados por mezcla de azucares. [18]

3.5.2.1. Determinacion de azucares totales mediante el método del
reactivo fenol-sulfurico

Se pesan 50 mg de muestras de pectina comercial (Sigma y Special lingredients) y se diluyen en
50 mL de agua destilada. A partir de esta disolucion madre se preparan 3 disoluciones de
concentraciones 20-50-80 mg/L o ppm de las muestras de pectina comercial. Tomamos 2 mL de
muestra y las depositamos en tubos de ensayo de vidrio, se agrega 1 mL de la solucién de fenol
al 5% y posteriormente se agregan 5 mL de H,SO4 al 96% procurando agregarlo en el menor
tiempo posible entre las diferentes muestras y patrones. Los tubos de ensayo se dejan enfriar
durante 10 minutos, seguido de agitacién durante 10 segundos y finalmente se dejan reposar
los tubos en un bafio de agua a temperatura ambiente durante 20 minutos. Se mide la
absorbancia a 490 nm. [18] Se utilizard como patrdn para la recta de calibracidon D-Glucosa, ya
que es el producto mayoritario disponible en pectina y este se transforma en 5-
hidroximetilfurfural (HMF) en presencia de acidos minerales. Esta transformacion ocurrira con
todas las hexosas, por lo que la coloracién ocurrird debido a la presencia del fenol (debido a la
combinacion del fenol con el HMF) y sera cuantificable el azucar total.

Para la preparacion de los patrones se toman 50 mg de Glucosa patrén y se mezclan con 100 mL
de agua destilada. A partir de esta disolucién madre se elabora las concentraciones para realizar
la recta de calibracidn, siendo las concentraciones: 10-20-30-40-50-60-70 ppm. Ademas, para el
blanco se utilizard agua destilada y el resto de reactivos del ensayo.

3.5.2.2. Determinacion de azucares totales mediante el método del
reactivo antrona

Se pesan 50 mg de muestras de pectina comercial (Sigma y Special Ingredients) y se diluyen en
50 mL de agua destilada. A partir de esta disolucion madre preparamos 3 disoluciones de
concentraciones 20-50-80 mg/L o ppm de las muestras de pectina comercial. Se agregan 1 mL
de muestra a un tubo de ensayo de vidrio y a continuacién se afiade 2 mL del reactivo de
antrona-H,S0,. Se agitan los tubos de ensayo en el agitador Vortex para homogenizar la mezcla
y se deja reposar durante 2 minutos en un baifo de agua-hielo. Posteriormente se incuban a 100
oC durante 10 minutos en un bafio maria. Se deja reposar los tubos en un bafio de agua fria
hasta que se alcanza la temperatura ambiente (aproximadamente 5 minutos) y se mide la
absorbancia de las muestras a 625 nm. Al igual que en el método del reactivo fenol-sulfurico, la
antrona se combina con el HMF, producto de la deshidratacién de las hexosas por la presencia
de los acidos minerales.

Para la preparacion de los patrones se toman 50 mg de Glucosa patrén y se mezclan con 100 mL
de agua destilada. A partir de esta disolucién madre se elabora las concentraciones para realizar
la recta de calibracién, siendo las concentraciones: 10-20-30-40-50-60-70 ppm. Ademas, para el
blanco se utilizard agua destilada y el resto de reactivos del ensayo.
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3.5.3. Determinacion de azUcares neutros mediante HPLC

Para el analisis de monosacaridos neutros se hace uso del equipo de cromatografia liquida de
alta presién (HPLC) nombrado en el apartado 3.1. “Materiales y reactivos” con las condiciones
cromatograficas que aparecen en la Tabla 4:

Tabla 4 Condiciones cromatogrdficas para HPLC

Volumen de inyeccion 20 pL
Temperatura columna 60 °C

Fase movil 0.01 N H2SOq4
Flujo fase movil 0.6 mL/min
Columna cromatogréfica Aminex HPX-87H

El equipo estaba preparado perfectamente para realizar analisis de aziicares monoméricos. A
pesar de que el detector de indice de refraccidn presenta baja sensibilidad ante el analisis de
multiples monosacdridos, es lo suficientemente capaz de detectar los siguientes azUcares con
los que se trabajara: D (+)-Glucosa, D (+)-Galactosa, L (+)-Arabinosa, L-Ramnosa y D-Acido
Galacturoénico.

Puesto que la pectina es un heteropolisacarido compuesto basicamente por D (+)-Glucosa, D (+)-
Galactosa, L (+)-Arabinosa, L-Ramnosa y D-Acido Galacturénico es necesario realizar una
hidrélisis para poder romper la estructura de la pectina y obtener los monosacaridos
pertinentes. Una hidrdlisis en medio acido y en caliente permite no solo realizar extracciones de
pectina, si no también permite romper los enlaces quimicos de los monosacdridos que
componen la pectina. Para ello, los acidos mas usados son el acido sulfurico y acido
trifluoroacético [22]

3.5.3.1. Hidrdlisis dcida de pectina con dcida trifluoroacético

A 10 mg de las muestras de pectina comercial (Sigma y Special Ingredients) se le afiaden 20 mL
de acido trifluoroacético 20 M. La disolucion resultante se incuba durante 4 horas a 852C en un
sistema de digestion. Tras finalizar la digestidn, se dejan enfriar las muestras y se centrifugan a
2500 g durante 15 minutos.

A continuacidn, se utiliza un rotavapor para eliminar el acido trifluoroacético. Cuando quede
poca cantidad de disolucién, se recupera con 10 mL de agua destilada y se continda eliminando
los restos del acido. Una vez alcanzado el volumen de agua de recuperaciodn de los azucares, se
filtran las muestras para ser sometidas a un andlisis por HPLC. [22]

Para la elaboracién de la recta de calibracién con patrones de los diferentes monosacaridos
neutros que se analizaran (D (+)-Glucosa, D (+)-Galactosa, L (+)-Arabinosa, L-Ramnosa, y D-Acido
Galacturonico.) se prepara una disolucion madre de todos los monosacaridos de concentracion
50 gramos por litro. Se pesan 1,25 g de los diferentes monosacaridos y se mezclan todos juntos
en 25 mL de agua destilada. Para favorecer la disolucién utilizar un agitador magnético. A partir
de la disolucién madre se prepara las siguientes concentraciones, que se utilizaran para las
concentraciones de la recta de calibraciéon: 0,01-0,05-0,1-0,5-1-5 g/L.

También se calcularon los porcentajes de recuperacion de los diferentes monosacaridos tras ser
sometidos a esta hidrdlisis. Para ello se realizan 2 disoluciones que contienen los diferentes
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monosacaridos patrones mencionados con anterioridad a concentraciones de 1y 3 g/L de cada
azucar por duplicado. Para ello se pesan 0,020 y 0,060 g de cada monosacarido respectivamente
y se diluyen todos juntos en 20 mL de agua destilada. Tanto para las disoluciones patrones que
se usan para el cdlculo del porcentaje de recuperacidn como para los patrones que se usan en
la elaboracién de la recta de calibracidn es necesario filtrarlos previamente al analisis por HPLC.
Los filtros usados aparecen en el apartado 3.1 “Materiales y reactivos”.

3.5.3.2. Hidrdlisis acida de pectina con dcido sulfurico

Se pesan 0,300 g de las muestras de pectina comercial (Sigma y Special Ingredients) con la mayor
exactitud posible en un tubo de ensayo de vidrio y se afiaden 3 mL de 4cido sulfurico al 72%. Los
tubos se ponen en un bafio de agua a 30 2C durante 1 hora. Cada 15 minutos han de agitarse las
muestras con ayuda de una varilla de vidrio para facilitar su digestién.

La mezcla se vierte en botellas de vidrio ISO anadiendo 84 mL de agua, procurando arrastrar en
su totalidad la muestra de los tubos de ensayo. A continuacidn, las muestras se hidrolizan en un
autoclave a 121 °C durante 59 minutos. Finalizada la hidrdlisis, las muestras se colocan en un
bafio de agua hielo para que se enfrien, después se secan las botellas ISO con las muestras y se
vuelven a pesar.

Para la elaboracién de la recta de calibracidon con patrones de los diferentes monosacaridos
neutros que se analizaran (D (+)-Glucosa, D (+)-Galactosa, L (+)-Arabinosa, L-Ramnosa y D-Acido
Galacturodnico.) se prepara una disolucion madre de todos los monosacaridos de concentracion
50 gramos por litro. Se pesan 1,25 g de los diferentes monosacaridos y se mezclan todos juntos
en 25 mL de agua destilada. Para favorecer la disolucién utilizar un agitador magnético. A partir
de la disolucidn madre se prepara las siguientes concentraciones, que se utilizaran para las
concentraciones de la recta de calibracién: 0,01-0,05-0,1-0,5-1-5 g/L

También se calcularon los porcentajes de recuperacién de los diferentes monosacaridos tras ser
sometidos a esta hidrélisis. Para ello se realizan 2 disoluciones que contienen los diferentes
monosacaridos patrones mencionados con anterioridad a concentraciones de 1y 3 g/L de cada
azucar por duplicado. Para ello se pesan 0,100 y 0,300 g de cada monosacdrido respectivamente
y se diluyen todos juntos en 100 mL de agua destilada. Tanto para las disoluciones patrones para
el cdlculo del porcentaje de recuperacidn como para los patrones de la recta de calibracidn es
necesario filtrar las muestras previamente al analisis por HPLC. Los filtros usados aparecen en el
apartado 3.1 “Materiales y reactivos”.

3.5.4. Determinacion del grado de esterificacion

El grado de esterificacidon se ha realizado segin el método estandarizado USP 26 NF 21, que se
recoge en el documento de Gharibzahediy col. [21]. Se pesan 0,2 g de pectina comercial (Sigma
y Special Ingredients) y pectina extraida de la pulpa de remolacha, y se mezclan con 3 mL de
etanol 96%. La mezcla resultante se disuelve en 20 mL de agua destilada con una agitacién de
150 rpm. Se aifladen dos gotas de fenolftaleina a la disolucién y se valora con 0.1 M de hidréxido
sodico (Vi). Luego se afiaden 10 mL de NaOH 0.1 My se agita durante 15 minutos para favorecer
la reaccién de hidrélisis. A continuacion, se afiaden 10 mL de acido clorhidrico 0.1 M y se agita
hasta la completa eliminacidn del color rosado. Las muestras son de nuevo valoradas con NaOH
0.1 M (V3) hasta que aparezca de nuevo el color rosado. El porcentaje de grado de esterificaciéon
se calcula segun la ecuacion 1:
V2

Vit Vs,

DE (%) =

x 100 (1)
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DE: Grado de esterificacion (%)
Vi=Primer volumen NaOH (mL) usado en la valoracién
V,= Segundo volumen NaOH (mL) usado en la valoracion

3.5.5. Proceso de extraccion de la pectina

La extraccidn de pectina de la pulpa de remolacha se realiza seglin la metodologia de Adiletta
et al. [30].

Se toman 7 g de pulpa de remolacha seca que tenga un tamaio de masa en el rango de 0 a 400
pum y se dispersan con 210 mL de acido citrico al 20%. Se ajusta el valor de pH de la suspensién
resultante a 1,5 anadiendo 5 gotas de solucién de HCl al 20% en peso. Posteriormente, la
mezcla se calienta en un bafio termostatizado a 90 ° C durante 4 horas. La mezcla se enfria
luego a temperatura ambiente y se filtra a través de papel de filtro de 20 micras. El residuo
solido se exprime para recuperar el liquido atrapado. El liquido filtrado y el liquido exprimido
se recogen y se tratan con tres volumenes de etanol al 96% (un total de 100 mL) a 4 °C durante
una noche para coagular las pectinas por precipitacién alcohdlica. El coagulado de pectinas se
recupera mediante centrifugacién a 2647 x g y con una duracién de 30 minutos. Finalmente se
secan las muestras de pectina en una estufa a 50 ° C durante 24 horas hasta un peso constante
y luego se pesa. El liquido sobrenadante se recoge para posteriores recuperaciones de etanol.

4. Resultados experimentales

4.1. Determinacion de acido galacturdnico. Validacion del método
espectrofotométrico.

4.1.1. Linealidad de la respuesta

La linealidad de la respuesta se realiza a partir de las correspondientes lineas de calibrado
construidas para cada método. Para poder verificar la linealidad se emplea un analisis de
varianza (ANOVA). ANOVA es una herramienta estadistica que estima la varianza de la falta de
ajuste al modelo lineal y la varianza residual, que es causada por la incertidumbre asociada a la
obtencidn de respuestas. Ambas varianzas se comparan mediante una prueba F de Fisher-
Snedecor. Las rectas de calibracion presentadas a continuacidn son el resultado del promedio
de las rectas de calibracién realizadas para el mismo método.

Se realizara un test de hipdtesis o prueba de significacion mediante la prueba F. Este test permite
dos opciones, una hipodtesis alternativa donde se establece que las varianzas no son
comparables, por lo tanto, el modelo lineal no es el adecuado y se acepta que hay una falta de
ajuste; y la otra opcidn es aceptar una hipdtesis nula, donde las varianzas son homogéneas y se
establece que el modelo lineal es el adecuado y no hay falta de ajuste.

En el test de hipdtesis se comparan los valores de los estadisticos F, calculado como cociente de
las varianzas, y el F critico de una cola (nivel de significacion a = 0,05 y grados de libertad
oportunos para el estudio). Si el valor de F experimental es menor que el F critico, se acepta la
hipdtesis nula. En caso contrario se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la alternativa, realizando
un estudio diferente.

4.1.1.1. Linealidad de respuesta del método de Filisetti-Cozzi y Carpita
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En la Figura 9 se muestra la linea de calibracién obtenida para el método de Filisetti-Cozzi y
Carpita para la determinacidon de dacido galacturdnico realizada con patrones de acido
galacturdnico disueltos en agua en un intervalo de concentraciones de 0 a 80 mg/L. Para
mayores concentraciones la respuesta no era lineal.
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Figura 9 Recta de calibracion del método Filisetti-Cozzi y Carpita (n=2)

Como se puede observar el coeficiente de correlacidon obtenido es de R? = 0,9703. En los
protocolos de métodos de validacién el valor de correlacién debe ser R? > 0,99, por lo que la
linealidad del método no deberia ser aceptable. Para confirmar correctamente que no es valido
el método lineal realizamos el andlisis ANOVA.

En la Tabla 5 se recogen los resultados obtenidos por el ANOVA. Se comprueba si hay falta de
ajuste de la recta de calibracién mediante el test de hipdtesis. El valor de Fritico para un nivel de
confianza de 95% es F.it=3,58. Dado que el valor de Fexperimental €S Fexp =0,08, Y Fexp< Ferit, S€ acepta
la hipdtesis nula: hay homogeneidad de varianza y presenta linealidad. Por lo tanto, se confirma
la validacién del modelo lineal y la carencia de falta de ajuste.

Tabla 5 Andlisis de varianza de la recta de calibracién del método de Filisetti-Cozzi y Carpita

Fuente Suma de Cuadrados [Grados de libertad | Cuadrado Medio [ Razén-F | Valor-P
Modelo 1,44E-02 1 1,44E-02 12,46 0,0033
Residuo 1,62E-02 14 1,16E-03

Carencia de Ajuste 9,42E-04 6 1,57E-04 0,08 0,9966
Error Puro 1,53E-02 8 1,91E-03
Total (Corr.) 3,06E-02 15

4.1.1.2. Linealidad de respuesta del método de Melton-Smith

En la Figura 10 se muestra la linea de calibracidn obtenida para el método de Melton-Smith para
la determinacidn de acido galacturénico realizada con patrones de acido galacturdnico disueltos
en agua en un intervalo de concentraciones de 0 a 80 mg/L. Para mayores concentraciones la
respuesta no era lineal.
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Figura 10 Recta de calibracion del método de Melton-Smith (n=5)

Como se puede observar el coeficiente de correlaciéon obtenido es de R* = 0,9955. En los
protocolos de métodos de validacidn el valor de correlacion es R 2 0,99, por lo que la linealidad
del método es aceptable.

En la Tabla 6 se recogen los resultados obtenidos por el ANOVA. Se comprueba si hay falta de
ajuste de la recta de calibracién mediante el test de hipétesis. El valor de Feitico para un nivel de
confianza de 95% es F¢it=2,53. Dado que el valor de Fexperimental €5 Fexp =0,15, Y Fexp< Ferit, S€ acepta
la hipdtesis nula: hay homogeneidad de varianza y presenta linealidad. Se confirma la validacion
del modelo lineal y la carencia de falta de ajuste.

Tabla 6 Andlisis de varianza de la recta de calibracion del método de Melton-Smith

Fuente Suma de Cuadrados |Grados de libertad |[Cuadrado Medio |Raz6n-F |Valor-P
Modelo 3,26E+00 1 3,26E+00 103,30 | 0,0000
Residuo 1,26E+00 40 3,15E-02
Carencia de Ajuste 2,72E-02 5 5,45E-03 0,15 0,9772
Error Puro 1,23E+00 35 3,53E-02
Total (Corr.) 4,52E+00 41

4.1.1.3. Linealidad de respuesta del método de Anthon-Barret

En la Figura 11 se muestra la linea de calibracion obtenida para el método de Anthon-Barret
para la determinacidon de acido galacturdnico realizada con patrones de acido galacturdnico
disueltos en agua en un intervalo de concentraciones de 0 a 150 mg/L. Para mayores
concentraciones la respuesta no era lineal.
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Figura 11 Recta de calibracion del método de Anthon-Barret (n=4)

Como se puede observar el coeficiente de correlacion obtenido es de R? = 0,992. En los
protocolos de métodos de validacidn el valor de correlacion es R 2 0,99, por lo que la linealidad
del método es aceptable.

En la Tabla 7 se recogen los resultados obtenidos por el ANOVA. Se comprueba si hay falta de
ajuste de la recta de calibracién mediante el test de hipétesis. El valor de Feitico para un nivel de
confianza de 95% es F¢it=2,51. Dado que el valor de Fexperimental €5 Fexp =0,41, Y Fexp< Ferit, SE acepta
la hipdtesis nula: hay homogeneidad de varianza y presenta linealidad. Se confirma la validacion
del modelo lineal y la carencia de falta de ajuste.

Tabla 7 Andlisis de varianza de la recta de calibracion del método de Anthon-Barret

Fuente Suma de Cuadrados |Grados de libertad |[Cuadrado Medio |Raz6n-F |Valor-P
Modelo 2,10E+00 1 2,10E+00 138,62 | 0,0000
Residuo 4,55E-01 30 1,52E-02
Carencia de Ajuste 4,19E-02 6 6,99E-03 0,41 0,8679
Error Puro 4,13E-01 24 1,72E-02
Total (Corr.) 2,56E+00 31

4.1.2. Limite de Deteccion (LOD), Limite de Cuantificacién (LOQ) y Limite de
Linealidad (LOL) del método espectrofotométrico. Acido Galacturénico.

El LOD se puede determinar considerando una relacidn sefial/ruido de 3. La ecuacion 2 presenta
el calculo que se aplica para determinar el LOD. El LOQ se puede determinar considerando una
relacion sefial/ruido de 10. La ecuacion 3 presenta el calculo que se aplica para determinar el
LOQ. EI LOL se determina cuando se pierde la linealidad de la recta de calibracién. Normalmente
coincide con el dltimo punto de la recta. En la Tabla 8 aparecen los resultados de las diferentes
metodologias para la determinacidn de acido galacturdnico.

LOD = 3 x Sy + ordenada en el origen (2)
LOQ = 10 x Sy + ordenada en el origen (3)

LOD: Limite de deteccién
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LOQ: Limite de cuantificacidon

Sy = Desviacién estdndar de los residuales de la recta de calibracién
X

Tabla 8 LOD, LOQ y LOL (concentracion en mg/L) de los métodos de la determinacion de dcido galacturdnico

Método LOD LOQ LOL
Melton-Smith 8,93 29,77 113,18
Filisetti-Cozzi y 8,79 24,17 237,16
Carpica
Anthon-Barret 11,84 39,48 199,30

4.1.3. Precision de los resultados del método de Filisetti-Cozzi y Carpita.

Para evaluar la precision de los métodos se realizard un analisis estadistico de las rectas de
calibracién obtenidas por los diferentes métodos. Se obtendrdn diversos parametros de
precisidn como el Coeficiente de Variacion (CV), la Varianza (S?), la Desviacion Estandar Relativa
(RSD), la Desviacidn Estandar (S). Si el coeficiente de variacion es proximo al 0%, significa que
existe poca variabilidad en los datos y es una muestra muy compacta. En cambio, si tienden a
100% es una muestra muy dispersa y la media pierde veracidad. De hecho, cuando el coeficiente
de variacidn supera el 30% se dice que la media es poco representativa y el método no puede
validarse [31].

En la tabla 9 aparecen los resultados de los pardmetros de precision de la recta de calibraciéon
del método de Filisetti-Cozzi y Carpita. Se puede observar que el promedio del CV presenta un
valor muy elevado, por lo que se puede asegurar que este método presenta poca precision.

Tabla 9 Pardmetros de precision del método de Filisetti-Cozzi y Carpita

Concentracién (pppm) | Promedio Absorbancia (n=2) |Desviacién Estandar (S)| Desviacién Estandar Relativa (RSD) | Coeficiente de Variacion (%) (CV) | Varianza (S%)

0 0,000 0,00 0,00 0,00 0,00E+00
1 0,016 0,01 0,67 67,16 1,20E-04
10 0,043 0,03 0,70 70,36 9,01E-04
20 0,062 0,03 0,45 44,70 7,68E-04
30 0,131 0,03 0,25 24,62 1,05E-03
40 0,172 0,10 0,55 55,39 9,08E-03
60 0,258 0,11 0,45 44,59 1,32E-02
80 0,357 0,18 0,50 50,25 3,22E-02

Promedio prametros 0,06 0,45 44,63 7,17E-03

Los resultados del método de Filisetti-Cozzi y Carpita para las muestras de pectinas comerciales
preparadas con diferentes concentraciones se presentan en las tablas 10 y 11, expresados como
miligramos de acido galacturdnico por cada gramo de pectina. Estos resultados se han obtenido
al analizar diferentes muestras de pectinas comerciales preparadas a varias concentraciones
(10-40-80 ppm) por duplicado en el espectrofotémetro de un solo haz. Se realizan las medias,
se calculan los pardmetros de precisién y se obtiene un resultado final, expresado en mg de
acido galacturdnico/g de pectina.

Tabla 10 Resultados del método de Filisetti-Cozzi y Carpita de la pectina comercial Special Ingredients

Concentracion Pectina
Special Ingredients (mg/L)

mg acido galacturdnico
/g pectina ensayo 1

mg acido galacturdnico
/g pectina ensayo 2

10 2157,89 3368,42 464,29 339,29
40 1065,79 1539,47 616,07 575,89
80 907,89 1236,84 549,11 651,79
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Concentracion Pectina Media mg acido Desviacién Desviacién Estandar | Coeficiente de Varianza
Special Ingredients (mg/L) galacturénico/g pectina Estandar Relativa Variacion %
10 1265,98 1451,04 1,15 114,62 2,11E+06
40 759,45 451,79 0,59 59,49 2,04E+05
80 836,41 306,64 0,37 36,66 9,40E+04
Media total mg acido Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de Varianza
Resultado final acido galacturénico/g pectina Estandar Relativa Variacion %
galacturénico Special Ingredients| 953,94 272,96 0,29 28,61 74504,69
Tabla 11 Resultados del método de Filisetti-Cozzi y Carpita de la pectina comercial Sigma
Concentracion Pectina mg acido galacturdnico mg acido galacturdnico
Sigma (mg/L) /g pectina ensayo 1 /g pectina ensayo 2
10 3315,79 4526,32 571,43 178,57
40 1842,11 1144,74 1102,68 1178,57
80 1401,32 1013,16 1127,23 1214,29
Concentracion Pectina Media mg acido Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de Varianza
Sigma (mg/L) galacturdnico/g pectina Estandar Relativa Variacion %
10 2148,03 2112,21 0,98 98,33 4,46E+06
40 1317,02 351,43 0,27 26,68 1,24E+05
80 1189,00 163,76 0,14 13,77 2,68E+04
Media total mg acido Desviacién Desviacidn Estandar | Coeficiente de Varianza
Resultado final acido galacturénico/g pectina Estandar Relativa Variacion
galacturénico Sigma 1551,35 520,69 0,34 33,56 271115,41

Se ha obtenido una media de resultados muy elevada (1551,35 mg acido galacturdnico/g pectina
Sigma y 953,94 mg acido galacturdnico/g pectina Special Ingredients) con respecto a las otras
metodologias, ademas de que los coeficientes de variacién son bastante elevados (33,56% Sigma
y 28,61% Special Ingredients). Existe una enorme disparidad en el resultado final entre los dos
tipos de pectinas comerciales, obteniendo los mejores resultados de precisidon en la muestra de
pectina Special Ingredients (5=+272,96; CV= 28,61% y $?=74504,69). No es posible que se
obtengan resultados donde la cantidad de miligramos de dacido galacturdnico supere a la
cantidad de pectina o sea su mayoria absoluta, ya que un 65% de la estructura de la pectina esta
compuesta por HG y el porcentaje restante de RG-1y RG-Il, que contienen otros azlcares neutros
[4] por lo que se puede considerar que ha habido una interferencia de los otros monosacaridos
durante las reacciones. Entonces se considera que estos resultados no son representativos de
las cantidades de acido galacturdnico real presente en las pectinas comerciales.

4.1.4. Precisidon de los resultados del método de Melton-Smith.

En la tabla 12 aparecen los resultados de los parametros de precision de la recta de calibracién
del método de Melton-Smith. Se puede observar que el promedio del CV y la varianza presentan
valores ligeramente elevados, por lo que se puede asegurar que este método presenta una
precision moderada.

Tabla 12 Parametros de precision del método de Melton-Smith

Concentracion (pppm) | Promedio Absorbancia (n=5) [Desviacién Estandar (S)| Desviacién Estdndar Relativa (RSD) | Coeficiente de Variacién (%) (CV) [Varianza (Sz)

0 0 0,00 0,00 0,00 0,00E+00
10 0,076 0,02 0,25 25,26 3,69E-04
20 0,170 0,03 0,16 16,48 7,89E-04
30 0,238 0,03 0,12 11,65 7,66E-04
40 0,296 0,07 0,23 23,48 4,82E-03
60 0,495 0,13 0,26 25,76 1,63E-02
80 0,734 0,16 0,22 22,13 2,64E-02

Promedio prametros 0,06 0,18 17,82 7,06E-03
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Los resultados del método de Melton-Smith para las muestras de pectinas comerciales
preparadas con diferentes concentraciones se presentan en las tablas 13 y 14, expresados como
miligramos de acido galacturénico por cada gramo de pectina. Estos resultados se han obtenido
al analizar diferentes muestras de pectinas comerciales por duplicado en los dos diferentes
espectrofotémetros mencionados en el apartado 3.1. “Materiales y equipo”, el de doble hazy
de un solo haz, y por cada instrumento también se mide por duplicado. Se realizan las medias,
se calculan los pardmetros de precision y se obtiene un resultado final, expresado en mg de
acido galacturdnico/g de pectina.

Tabla 13 Resultados del método de Melton-Smith de la pectina comercial Special Ingredients

mg acido galacturénico

/g pectina monohaz ensayo 2
128,39 304,65
126,59 209,64
mg acido galacturdnico

/g pectina Doblehaz ensayo 2

mg acido galacturénico

/g pectina monohaz ensayo 1
194,54 205,46
144,26 167,21
mg acido galacturdnico

/g pectina Doblehaz ensayo 1

Concentracidn Pectina
Special Ingredients (mg/L)
Muestra 1
Muestra 2
Concentracion Pectina
Special Ingredients (mg/L)

Muestra 1 112,48 117,30 249,45 -
Muestra 2 230,04 146,39 195,36 -
Concentracién Pectina Media mg acido Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de Varianza
Special Ingredients (mg/L) galacturénico/g pectina Estandar Relativa Variacion %
Muestra 1 187,47 73,01 0,39 38,95 5330,89
Muestra 2 168,31 38,32 0,23 22,77 1468,54
Media total mg acido Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de Varianza
Resultado final acido galacturénico/g pectina Estandar Relativa Variacion %
galacturdnico Special Ingredients 177,89 13,55 0,08 7,62 183,54

Tabla 14 Resultados del método de Melton Smith de la pectina comercial Sigma

mg acido galacturdnico

/g pectina monohaz ensayo 2
459,54 533,42
256,86 260,58
mg acido galacturdnico

/g pectina Doblehaz ensayo 2

mg acido galacturdnico

/g pectina monohaz ensayo 1
238,25 168,85
240,44 280,87
mg acido galacturdnico

/g pectina Doblehaz ensayo 1

Concentracion Pectina
Sigma (mg/L)
Muestra 1
Muestra 2
Concentracion Pectina
Sigma (mg/L)

Muestra 1 312,00 349,92 315,03 -
Muestra 2 144,77 215,23 413,39 -
Concentracién Pectina Media mg acido Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de Varianza

Sigma (mg/L) galacturénico/g pectina Estandar Relativa Variacion %
Muestra 1 339,57 124,40 0,37 36,63 15474,82
Muestra 2 258,88 81,27 0,31 31,39 6604,96
Media total mg acido Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de Varianza

Resultado final acido galacturénico/g pectina Estandar Relativa Variacion %
galacturénico Sigma 299,22 57,06 0,19 19,07 3255,81

Se ha obtenido una media de resultados mas correcta con respecto a las otras metodologias.
Existe una diferencia destacable en el resultado final entre los dos tipos de pectinas comerciales.
La muestra de pectina comercial Special Ingredients tiene un menor resultado final pero la
desviacidn estandar y el coeficiente de variacion son bastante aceptables (177,89 mg 4cido
galacturdnico/g pectina; S= £13,55 y CV=7,62%). Por otro lado, la muestra de pectina comercial
Sigma casi duplica el resultado final con respecto a la muestra Special Ingredients, sin embargo,
la desviacidn estandar y el coeficiente mayor son superiores, denotando una menor precisién
en las medidas (299,22 mg acido galacturénico/g pectina; S= +57,06 y CV=19,07%). Se considera
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que estos resultados son representativos de las cantidades de acido galacturdnico real presente
en las pectinas comerciales.

Los resultados de las muestras de pectina extraida de pulpa de remolacha se presentan en la
tabla 15, expresados como miligramos de acido galacturdnico por cada gramo de pectina. Estos
resultados provienen de medir dos muestras de pectina de remolacha (muestra A y muestra B)
por duplicado mediante el ensayo de Melton-Smith, que ha demostrado ser el método mas
preciso y valido para cuantificar acido galacturdnico en pectina. Este método se realizé para
estas muestras dos veces. Los resultados se analizan en el espectrofotémetro de un solo haz. Se
realizan las medias, se calculan los pardmetros de precisién y se obtiene un resultado final,
expresado en mg de acido galacturdnico/g de pectina.

Tabla 15 Resultados del método de Melton Smith de la pectina extraida de la pulpa de remolacha

Concentracion Pectina Pulpa mg acido galacturdénico mg acido galacturdénico
Remolacha muestra A (mg/L) /g pectina ensayo 1 /8 pectina ensayo 2
Sub-muestra 1 23,48 15,91 17,50 11,86
Sub-muestra 2 10,79 - 15,42 15,25
Concentracion Pectina Pulpa mg acido galacturdnico mg acido galacturdnico
Remolacha muestra B (mg/L) /g pectina ensayo 1 /g pectina ensayo 2
Sub-muestra 1 18,88 8,72 14,81 9,93
Sub-muestra 2 15,57 - 12,50 16,27
Concentracion Pectina Pulpa Media mg acido Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de Varianza
Remolacha (mg/L) galacturénico/g pectina Estandar Relativa Variacion %
Muestra A 15,75 4,14 0,26 26,32 17,17
Muestra B 13,81 3,62 0,26 26,20 13,09
Media total mg acido Desviacion Desviacidn Estandar | Coeficiente de Varianza
Resultado final acido galacturdnico/g pectina Estandar Relativa Variacion %
galacturénico pectina remolacha 14,78 1,37 0,09 9,26 1,87

El resultado final de la cantidad de acido galacturdnico por gramo de pectina de la muestra de
remolacha es considerablemente menor con respecto a los valores obtenidos de las pectinas
comerciales (14,78 mg acido galacturdnico/g pectina). La causa de dicho resultado puede ser
debido a que el proceso de extraccién de la pectina a partir de las muestras de remolacha no se
realizd correctamente, con posibles contaminaciones de la pectina provocando que dichas
impurezas interfirieran durante la medicion de la absorbancia o durante las reacciones que se
realizan en el método analitico. Otra de las posibles razones radica en la hidrdlisis de la pectina,
gue no se hubiera realizado correctamente y hubiera que cambiar las condiciones de hidrdlisis,
por ejemplo, cambios en el tiempo, temperatura y concentracion del acido. A pesar de ello, los
resultados de precision del analisis son aceptables (S= 1,37 y CV=9,26%)

4.1.5. Precision de los resultados del método de Anthon-Barret.

En la tabla 16 aparecen los resultados de los parametros de precisidon de la recta de calibracién
del método de Anthon-Barret. Se puede observar que el promedio del CV y la varianza presentan
valores bastante elevados, por lo que se puede asegurar que este método presenta poca
precision.
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Tabla 16 Parametros de precision del método de Anthon-Barret

Concentracion (pppm) | Promedio Absorbancia (n=2) [Desviacién Estandar (S)| Desviacién Estandar Relativa (RSD) | Coeficiente de Variacién (%) (CV) | Varianza (Sl)

0 0 0,00 0,00 0,00 0,00E+00
1 0,136 0,16 1,16 115,76 2,49E-02
10 0,180 0,11 0,64 63,60 1,31E-02
20 0,213 0,14 0,67 67,50 2,06E-02
30 0,369 0,10 0,28 27,54 1,03E-02
40 0,524 0,09 0,18 17,65 8,53E-03
60 0,661 0,14 0,21 21,20 1,96E-02
80 0,791 0,20 0,26 25,52 4,07E-02

Promedio prametros 0,12 0,42 42,35 1,72E-02

Los resultados del método de Anthon-Barret para las muestras de pectinas comerciales
preparadas con diferentes concentraciones se presentan en las tablas 17 y 18, expresados como
miligramos de acido galacturénico por cada gramo de pectina. Estos resultados se han obtenido
al analizar diferentes muestras de pectinas comerciales preparadas a varias concentraciones
(25-100-150 ppm) por duplicado en el espectrofotdmetro de un solo haz, ademas de que se
realizaron 4 ensayos diferentes. Se realizan las medias, se calculan los pardmetros de precision
y se obtiene un resultado final, expresado en mg de acido galacturdnico/g de pectina.

Tabla 17 Resultados del método de Anthon-Barret utilizando de la pectina comercial Special Ingredients

Concentracion Pectina
Special Ingredients (mg/L)

mg acido galacturénico
/g pectina ensayo 1

mg acido galacturénico
/g pectina ensayo 2

25 -122,22 -22,22 -74,58 -176,27
100 -72,22 -22,22 10,17 -3,39
150 11,11 -44,44 -9,04 -27,12

Concentracion Pectina
Special Ingredients (mg/L)

mg acido galacturénico
/g pectina ensayo 3

mg acido galacturénico
/g pectina ensayo 4

25 -12,31 184,62 -0,80 -0,68
100 -3,08 40,00 0,01 -0,19
150 19,49 11,28 6,54 13,21
Concentracién Pectina Media mg acido Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de Varianza
Special Ingredients (mg/L) galacturdnico/g pectina Estandar Relativa Variacion %
25 -28,06 106,91 -3,81 -381,02 11428,95
100 31,87 -5,01 -500,70 1015,74
150 22,66 -9,55 -955,43 513,59
Media total mg acido Desviacién Desviacién Estandar | Coeficiente de Varianza
Resultado final acido galacturénico/g pectina Estandar Relativa Variacion %
galacturénico Special Ingredients| -17,21 15,34 -0,89 -89,12 191,05

Tabla 18 Resultados del método de Anthon-Barret utilizando de la pectina comercial Sigma

Concentracion Pectina
Sigma (mg/L)

mg acido galacturénico
/g pectina ensayo 1

mg acido galacturénico
/g pectina ensayo 2

25 -200,00 -233,33 -122,03 -142,37
100 -47,22 72,22 -28,81 44,07
150 -9,26 162,96 -5,65 99,44

Concentracion Pectina
Sigma (mg/L)

mg acido galacturénico
/g pectina ensayo 3

mg acido galacturénico
/g pectina ensayo 4

25 6,15 -18,46 -0,80 -0,68
100 15,38 12,31 0,01 -0,19
150 10,26 13,33 6,54 13,21
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Concentracién Pectina Media mg acido Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de Varianza
Sigma (mg/L) galacturdnico/g pectina Estandar Relativa Variacion %

25 -88,94 97,62 -1,10 -109,75 9528,94

100 8,47 37,86 4,47 446,92 1433,19

150 36,35 61,52 1,69 169,22 3784,23

Media total mg acido Desviacién Desviacién Estandar | Coeficiente de Varianza
Resultado final acido galacturénico/g pectina Estandar Relativa Variacion %

galacturénico Sigma -14,71 65,78 -4,47 -447,34 4327,52

Se ha obtenido resultados finales con valores negativos (-14,17 mg acido galacturdnico/g pectina
Sigma y -17,21 mg acido galacturdnico/g pectina Special Ingredients), lo cual en este tipo de
analisis carece de sentido. La razén de ello es debido a que algunas medidas de las diferentes
muestras de pectinas comerciales poseian una absorbancia menor que los valores de la muestra
en blanco (Absorbancia blanco antes de realizar el 0 de absorbancia = 0.119), por lo que debe
de haber alguna interferencia con otros compuestos que contiene la pectina que reaccionan
durante el ensayo de Anthon-Barret permitiendo enmascarar la absorbancia del acido
galacturdnico. También la mayoria de parametros de precisién han obtenido valores negativos
(RSD = -4,47 y CV= -447,34 en la pectina Sigma y RSD = -0,89 y CV= -89,12 pectina Special
Ingredients). Finalmente, se considera que estos resultados tampoco no son representativos de
las cantidades de acido galacturdnico real presente en las pectinas comerciales.

4.1.6. Determinacién de acido galacturdnico. Resumen de los resultados

A la vista de los resultados obtenidos el método de Melton-Smith es aquel que podemos
seleccionar como el método mas adecuado para medir el contenido de acido galacturdnico en
muestras de pectinas. A pesar de la aceptable linealidad y linealidad de respuesta que presenta
el método de Anthon-Barret, los parametros de precisién y los resultados de las muestras
comerciales de pectina no pueden validar esta metodologia, puesto que estos datos no son
representativos de un analisis quimico. Ademas, el método de Filisetti-Cozzi y Carpita, el cual
podemos considerar como un predecesor del método de Melton-Smith, tampoco es viable para
realizar un analisis del contenido de acido D-Galacturdnico porque sus pardmetros de precision,
linealidad y linealidad de respuesta no se pueden aceptar.

4.2. Determinacion de azucares totales. Validacién del método
espectrofotométrico.
4.2.1. Linealidad de respuesta del método del reactivo fenol-sulfurico.

En la Figura 12 se muestra la linea de calibracién obtenida para el método del reactivo fenol-
sulfdrico para la determinacion de azucares totales realizada con patrones de glucosa disueltos
en agua en un intervalo de concentraciones de 0 a 70 mg/L. Para mayores concentraciones la
respuesta no era lineal.
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Figura 12 Recta de calibracion del método del reactivo fenol-sulfirico (n=2)

Como se puede observar el coeficiente de correlaciéon obtenido es de R* = 0,9943. En los
protocolos de métodos de validacién el valor de correlacién es R > 0,99, por lo que la linealidad
del método es aceptable.

En la Tabla 19 se recogen los resultados obtenidos por el ANOVA. Se comprueba si hay falta de
ajuste de la recta de calibracién mediante el test de hipdtesis. El valor de Feritico para un nivel de
confianza de 95% es F.it=3,58. Dado que el valor de Fexperimental €5 Fexp =1,14, Y Fexp< Ferit, S€ acepta
la hipdtesis nula: hay homogeneidad de varianza y presenta linealidad. Se confirma la validacion
del modelo lineal y la carencia de falta de ajuste.

Tabla 19 Andlisis de varianza de la recta de calibracion del método del reactivo fenol-sulfurico

Fuente Suma de Cuadrados |Grados de libertad |Cuadrado Medio |Raz6n-F |Valor-P
Modelo 1,09E+00 1 1,09E+00 331,02 | 0,0000
Residuo 4,60E-02 14 3,28E-03
Carencia de Ajuste 2,12E-02 6 3,53E-03 1,14 0,421
Error Puro 2,48E-02 8 3,10E-03
Total (Corr.) 1,13E+00 15

4.2.2. Linealidad de respuesta del método del reactivo antrona.

En la Figura 13 se muestra la linea de calibracién obtenida para el método del reactivo antrona
para la determinacion de azlcares totales realizada con patrones de glucosa disueltos en agua
en un intervalo de concentraciones de 0 a 70 mg/L. Para mayores concentraciones la respuesta

no era lineal.
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Figura 13 Recta de calibracion del método del reactivo antrona (n=2)

Como se puede observar el coeficiente de correlacidn obtenido es de R* = 0,9983. En los
protocolos de métodos de validacidn el valor de correlacion es R 2 0,99, por lo que la linealidad
del método es aceptable.

En la Tabla 20 se recogen los resultados obtenidos por el ANOVA. Se comprueba si hay falta de
ajuste de la recta de calibracién mediante el test de hipétesis. El valor de Feitico para un nivel de
confianza de 95% es F¢it=3,58. Dado que el valor de Fexperimental €5 Fexp =1,95, Y Fexp< Ferit, S€ acepta
la hipdtesis nula: hay homogeneidad de varianza y presenta linealidad. Se confirma la validacion
del modelo lineal y la carencia de falta de ajuste.

Tabla 20 Andlisis de varianza de la recta de calibracion del método del reactivo antrona

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Modelo 1,76E+00 1 1,76E+00 3599,42 | 0,0000
Residuo 6,86E-03 14 4,90E-04

Carencia de Ajuste 4,07E-03 6 6,79E-04 1,95 0,1886
Error Puro 2,79E-03 8 3,50E-04
Total (Corr.) 1,77E+00 15

4.2.3. Limite de Deteccidn (LOD), Limite de Cuantificacion (LOQ) y Limite de
Linealidad (LOL) del método espectrofotométrico. AzUcares Totales.

Al igual que en el apartado 4.1.2 “Limite de Deteccion (LOD), Limite de Cuantificacion (LOQ) y
Limite de Linealidad (LOL) del método espectrofotométrico. Acido galacturénico”, se hacen uso
de las ecuaciones 2 y 3 para determinar el LOD y LOQ. El LOL se determina cuando la recta de
calibracion pierde la linealidad, la cual coincide con el dltimo punto de calibracién. En la Tabla
21 figuran los resultados de los diferentes métodos para determinar azucar total.

Tabla 21 LOD, LOQ y LOL (concentracién en mg/L) de los métodos de la determinacién de aziicares totales

Método LOD LOQ LOL
Fenol-Sulfurico 4,85 16,18 83,30
Antrona 3,34 11,13 67,59
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4.2.4. Precision de los resultados del método del reactivo del fenol-sulfurico.

En la tabla 22 aparecen los resultados de los pardmetros de precision de la recta de calibracién
del método del reactivo del fenol-sulfurico. Se puede observar que el promedio del CV y la
varianza no presentan valores muy elevados, por lo que se podria confirmar que es un método
preciso.

Tabla 22 Parametros de precision del método del reactivo del fenol sulfirico

Concentracién (pppm) | Promedio Absorbancia (n=2) |Desviacién Estandar (S)| Desviacion Estandar Relativa (RSD) | Coeficiente de Variacién (%) (CV) | Varianza (S%)

0 0,000 0,00 0,00 0,00 0,00E+00
10 0,109 0,03 0,27 26,98 8,61E-04
20 0,238 0,02 0,08 7,88 3,51E-04
30 0,324 0,04 0,11 10,93 1,25E-03
40 0,527 0,02 0,04 4,43 5,45E-04
50 0,636 0,05 0,07 7,17 2,08E-03
60 0,656 0,11 0,16 16,18 1,13E-02
70 0,775 0,09 0,12 12,05 8,71E-03

Promedio prametros 0,04 0,11 10,70 3,13E-03

Los resultados del método del reactivo fenol-sulfurico para las muestras de pectinas comerciales
preparadas con diferentes concentraciones se presentan en las tablas 23 y 24, expresados como
miligramos de azucar total por cada gramo de pectina. Estos resultados se han obtenido al
analizar diferentes muestras de pectinas comerciales preparadas a varias concentraciones (20-
50-80 ppm) por duplicado en los dos diferentes espectrofotémetros mencionados en el
apartado 3.1. “Materiales y equipo”, el de doble haz y de un solo haz, y por cada instrumento
también se mide por duplicado. Se realizan las medias, se calculan los parametros de precisién
y se obtiene un resultado final, expresado en mg de azlcares totales/g de pectina.

Tabla 23 Resultados método del reactivo fenol-sulftrico utilizando los espectrofotometros de doble y mono haz de
la pectina comercial Special Ingredients

Concentracion Pectina
Special Ingredients (mg/L)

mg Azlcar Total /g pectina
mono haz ensayo 1

mg Azucar Total /g pectina
mono haz ensayo 2

20 61,22 430,05 405,59
50 416,33 346,86 405,59
80 529,34 392,49 488,64

mg Azucar Total /g pectina
doble haz ensayo 2

Concentracién Pectina
Special Ingredients (mg/L)

mg Azucar Total /g pectina
doble haz ensayo 1

20 416,67 388,89 550,46 513,76
50 387,50 397,22 511,93 524,77
80 382,81 398,44 505,73 526,38
Concentracién Pectina Media mg Azucar Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de Varianza
Special Ingredients (mg/L) Total/g pectina Estandar Relativa Variacion %
20 395,23 158,92 0,40 40,21 25254,16
50 427,17 66,10 0,15 15,47 4368,82
80 460,55 66,37 0,14 14,41 4404,79
Media total mg Azticar | Desviacion Desviacidn Estandar | Coeficiente de Varianza
Resultado final Azticar Total/g pectina Estandar Relativa Variacion %
Total Special Ingredients 427,65 32,66 0,08 7,64 1066,55
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Tabla 24 Resultados método del reactivo fenol-sulfiurico utilizando los espectrofotometros de doble y mono haz de
la pectina comercial Sigma

Concentracion Pectina mg Azucar Total /g pectina mg Azucar Total /g pectina
Sigma (mg/L) mono haz ensayo 1 mono haz ensayo 2
20 -234,70 367,13 381,12
50 208,16 334,27 328,67
80 331,64 327,80 317,31
Concentracion Pectina mg Azlcar Total /g pectina mg Aztcar Total /g pectina
Sigma (mg/L) doble haz ensayo 1 doble haz ensayo 2
20 315,97 520,83 417,43 688,07
50 311,11 380,56 411,01 502,75
80 306,42 343,75 404,82 454,13
Concentracion Pectina Media mg Azucar Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de Varianza
Sigma (mg/L) Total/g pectina Estandar Relativa Variacién %
20 350,84 286,45 0,82 81,65 82052,27
50 353,79 91,49 0,26 25,86 8370,32
80 355,12 54,01 0,15 15,21 2916,79
Media total mg Azticar | Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de Varianza
Resultado final Azticar Total/g pectina Estandar Relativa Variacion %
Total Sigma 353,25 2,19 0,01 0,62 4,81

Los resultados finales para las dos muestras de pectina comercial no difieren mucho entre ellas
(352,25 mg azucar total/g pectina Sigmay 427,65 mg azucar total/g pectina Special Ingredients),
y los parametros de precisién para ambas muestras son bastante buenas (S=+2,19y CV=0,62%
en muestra Sigma y S= £32,66 y CV= 7,64% en muestra Special Ingredients), obteniendo las
mejores respuestas de precisidon en las muestras de pectina Sigma. Se confirma que este método
es totalmente valido para caracterizar azlcares totales en muestras de pectina.

4.2.5. Precisidon de los resultados del método del reactivo antrona.

En la tabla 25 aparecen los resultados de los parametros de precision de la recta de calibracién
del método del reactivo del fenol-sulfurico. Se puede observar que el promedio del CV y la
desviacidn estandar no presentan valores muy elevados, por lo que se podria confirmar que es
un método preciso.

Tabla 25 Parametros de precision del método del reactivo del antrona

Concentracion (pppm) | Promedio Absorbancia (n=2) |Desviacién Estandar (S)| Desviacién Estandar Relativa (RSD) | Coeficiente de Variacién (%) (CV) | Varianza (Sz)

0 0,000 0,00 0,00 0,00 0,00E+00
10 0,154 0,01 0,04 4,25 4,27E-05
20 0,313 0,04 0,13 13,36 1,75E-03
30 0,501 0,05 0,11 10,76 2,90E-03
40 0,582 0,01 0,02 1,70 9,79E-05
50 0,750 0,01 0,02 1,67 1,57E-04
60 0,888 0,03 0,03 3,03 7,25E-04
70 0,992 0,01 0,01 1,11 1,22E-04

Promedio prametros 0,02 0,04 4,49 7,25E-04

Los resultados del método del reactivo antrona para las muestras de pectinas comerciales
preparadas con diferentes concentraciones se presentan en las tablas 26 y 27, expresados como
miligramos de azlcar total por cada gramo de pectina. Estos resultados se han obtenido al
analizar diferentes muestras de pectinas comerciales preparadas a varias concentraciones (20-
50-80 ppm) por duplicado en los dos diferentes espectrofotémetros mencionados en el
apartado 3.1. “Materiales y equipo”, el de doble haz y de un solo haz, y por cada instrumento
también se mide por duplicado. Se realizan las medias, se calculan los parametros de precisién
y se obtiene un resultado final, expresado en mg de azlcares totales/g de pectina.
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Tabla 26 Resultados método del reactivo antrona utilizando los espectrofotometros de doble y mono haz de la
pectina comercial Special Ingredients

Concentracion Pectina

Special Ingredients (mg/L)

mg Azucar Total /g pectina
mono haz ensayo 1

mg Azucar Total /g pectina
mono haz ensayo 2

20 248,32 493,06 791,67
50 53,69 169,44 90,28
80 183,72 185,76 177,95

Concentracion Pectina

Special Ingredients (mg/L)

mg Azlcar Total /g pectina
doble haz ensayo 1

mg Azlcar Total /g pectina
doble haz ensayo 2

20 288,08 155,41 300,68
50 26,49 154,05 68,92
80 193,71 171,45 163,85
Concentracion Pectina Media mg Azucar Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de Varianza
Special Ingredients (mg/L) Total/g pectina Estandar Relativa Variacion %
20 379,53 230,12 0,61 60,63 52954,64
50 93,81 56,79 0,61 60,53 3224,69
80 179,41 10,69 0,06 5,96 114,19
Media total mg Azticar | Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de Varianza
Resultado final Azticar Total/g pectina Estandar Relativa Variacion %
Total Special Ingredients 217,59 146,64 0,67 67,39 21502,26

Tabla 27 Resultados método del reactivo antrona utilizando los espectrofotometros de doble y mono haz de la

pectina comercial Sigma

Concentracion Pectina mg Azlcar Total /g pectina mg Azlcar Total /g pectina
Sigma (mg/L) mono haz ensayo 1 mono haz ensayo 2
20 637,58 666,67 475,69
50 390,60 365,28 416,67
80 431,21 401,04 421,88
Concentracidn Pectina mg Azucar Total /g pectina mg Azucar Total /g pectina
Sigma (mg/L) doble haz ensayo 1 doble haz ensayo 2
20 407,28 489,86 429,05
50 406,62 359,46 404,05
80 394,04 396,11 413,85
Concentracién Pectina Media mg Azticar Desviacién Desviacién Estandar | Coeficiente de Varianz
Sigma (mg/L) Total/g pectina Estandar Relativa Variacion % aranza
20 517,69 108,77 0,21 21,01 11830,42
50 390,45 23,36 0,06 5,98 545,60
80 409,69 15,05 0,04 3,67 226,57
Media total mg Azticar | Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de Varianza
Resultado final Azucar Total/g pectina Estandar Relativa Variacion %
Total Sigma 439,28 68,59 0,16 15,61 4704,32

Los resultados finales de azucar total por este método también son aceptables (439,28 mg
azlcar total/g pectina Sigmay 217,59 mg acido galacturdnico/g pectina Special Ingredients), sin
embargo, los pardmetros de precision son mas elevados con respecto al método del reactivo
fenol-sulfarico (S= £68,59 y CV= 15,91% en muestra Sigma y S= 149,64 y CV= 67,39% en
muestra Special Ingredients), en especial en el andlisis de la muestra de pectina Special
Ingredients. Los resultados finales de las muestras comerciales presentan diferencias
significativas entre ellas.
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4.2.6. Determinacion de azUcares totales. Resumen de los resultados.

A la vista de los resultados obtenidos el método del reactivo fenol-sulfirico es aquel que
podemos considerar como un método valido a la hora de poder medir el contenido de acido
galacturdnico en muestras de pectinas, ademas de, en comparacion con el reactivo antrona, es
menos toxico, mas barato y perjudicial contra el medio ambiente. Ademds, las disoluciones en
H,SO4 no son estables y el uso de la antrona estd limitado para azlcares metilados y pentosas
[32], por lo que no es capaz de analizar la totalidad de azlcares totales. A pesar de que ambos
métodos presentan linealidad y linealidad de respuesta aceptables, el método que presenta los
peores resultados los pardmetros de precisién es el método del reactivo antrona.

4.3. Determinacion de azucares neutros. Validacion del método de
cromatografia liquida de alta presién (HPLC).

Para cada una de las diferentes metodologias de hidrélisis para la obtencidn de azlcares neutros
se elabora una recta de calibracion por azucar. El promedio de estas rectas de calibracién es
usado para obtener las concentraciones de los monosacaridos, los pardmetros de precisidony la
linealidad de respuesta.

4.3.1. Linealidad de la respuesta de D-Glucosa

En la Figura 14 se muestra la linea de calibracion obtenida para la determinacion de
monosacaridos neutros usando HPLC realizada con patrones de D-Glucosa disueltos en agua en
un intervalo de concentraciones de 0 a 5 g/L. Para mayores concentraciones la respuesta no era
lineal.
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Figura 14 Recta de calibracion del HPLC para D-Glucosa (n=2)

Como se puede observar el coeficiente de correlacién obtenido es de R? = 1. En los protocolos
de métodos de validacion el valor de correlacidn es R > 0,99, por lo que la linealidad del método
es perfecta.

En la Tabla 28 se recogen los resultados obtenidos por el ANOVA. Se comprueba si hay falta de
ajuste de la recta de calibracién mediante el test de hipodtesis. El valor de Feritico para un nivel de
confianza de 95% es F¢it=3,97. Dado que el valor de Fexperimental €5 Fexp =0,00, Y Fexp< Ferit, S€ acepta
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la hipdtesis nula: hay homogeneidad de varianza y presenta linealidad. Se confirma la validacion
del modelo lineal y la carencia de falta de ajuste.

Tabla 28 Andlisis de varianza de la recta de calibracion del HPLC del monosacdrido D-Glucosa

Fuente Suma de Cuadrados |Grados de libertad [Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
Modelo 1,81E+13 1 1,81E+13 148,84 | 0,0000
Residuo 1,46E+12 12 1,22E+11
Carencia de Ajuste 1,95E+08 5 3,90E+07 0,00 1,0000
Error Puro 1,46E+12 7 2,08E+11
Total (Corr.) 1,95E+13 13

4.3.2. Linealidad de la respuesta de D-Galactosa

En la Figura 15 se muestra la linea de calibracion obtenida para la determinacién de
monosacaridos neutros usando HPLC realizada con patrones de D-Galactosa disueltos en agua
en un intervalo de concentraciones de 0 a 5 g/L. Para mayores concentraciones la respuesta no

era lineal.
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Figura 15 Recta de calibracion del HPLC para D-Galactosa (n=2)

Como se puede observar el coeficiente de correlacién obtenido es de R? = 1. En los protocolos
de métodos de validacion el valor de correlacidn es R > 0,99, por lo que la linealidad del método
es perfecta.

En la Tabla 29 se recogen los resultados obtenidos por el ANOVA. Se comprueba si hay falta de
ajuste de la recta de calibracién mediante el test de hipodtesis. El valor de Fritico para un nivel de
confianza de 95% es F.it=3,97. Dado que el valor de Fexperimental €5 Fexp =0,12, Y Fexp< Ferit, S€ acepta
la hipdtesis nula: hay homogeneidad de varianza y presenta linealidad. Se confirma la validacion
del modelo lineal y la carencia de falta de ajuste.

Tabla 29 Andlisis de varianza de la recta de calibracion del HPLC del monosacdrido D-Galactosa

Fuente Suma de Cuadrados |Grados de libertad [Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
Modelo 2,93E+13 1 2,93E+13 17093,75| 0,0000
Residuo 2,06E+10 12 1,71E+09
Carencia de Ajuste 1,57E+09 5 3,14E+08 0,12 0,9848
Error Puro 1,90E+10 7 2,71E+09
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[Total (Corr.) | 2,93E+13 | 13 |

4.3.3. Linealidad de la respuesta de acido D-Galacturdnico

En la Figura 16 se muestra la linea de calibracion obtenida para la determinacién de
monosacaridos neutros usando HPLC realizada con patrones de acido D-Galacturdénico disueltos
en agua en un intervalo de concentraciones de 0 a 5 g/L. Para mayores concentraciones la
respuesta no era lineal.
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Figura 16 Recta de calibracion del HPLC para dcido D-Galacturénico (n=2)

Como se puede observar el coeficiente de correlacién obtenido es de R? = 1. En los protocolos
de métodos de validacion el valor de correlacidn es R > 0,99, por lo que la linealidad del método
es perfecta.

En la Tabla 30 se recogen los resultados obtenidos por el ANOVA. Se comprueba si hay falta de
ajuste de la recta de calibraciéon mediante el test de hipodtesis. El valor de Feritico para un nivel de
confianza de 95% es F¢it=3,97. Dado que el valor de Fexperimental €S Fexp =0,00, Y Fexp< Ferit, S€ acepta
la hipdtesis nula: hay homogeneidad de varianza y presenta linealidad. Se confirma la validacion
del modelo lineal y la carencia de falta de ajuste.

Tabla 30 Andlisis de varianza de la recta de calibracion del HPLC del monosacdrido dcido D-Galacturonico

Fuente Suma de Cuadrados |Grados de libertad |Cuadrado Medio |Raz6n-F |Valor-P
Modelo 1,49E+13 1 1,49E+13 195,24 | 0,0000
Residuo 9,16E+11 12 7,63E+10
Carencia de Ajuste 6,60E+07 5 1,32E+07 0,00 1,0000
Error Puro 9,16E+11 7 1,31E+11
Total (Corr.) 1,58E+13 13

4.3.4. Linealidad de la respuesta de L-Arabinosa

En la Figura 17 se muestra la linea de calibracion obtenida para la determinacién de
monosacaridos neutros usando HPLC realizada con patrones de L-arabinosa disueltos en agua
en un intervalo de concentraciones de 0 a 5 g/L. Para mayores concentraciones la respuesta no
era lineal.
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Figura 17 Recta de calibracion del HPLC para L-arabinosa (n=2)

Como se puede observar el coeficiente de correlacién obtenido es de R? = 1. En los protocolos
de métodos de validacién el valor de correlacion es R 2 0,99, por lo que la linealidad del método
es perfecta.

En la Tabla 31 se recogen los resultados obtenidos por el ANOVA. Se comprueba si hay falta de
ajuste de la recta de calibracién mediante el test de hipdtesis. El valor de Feritico para un nivel de
confianza de 95% es F¢it=3,97. Dado que el valor de Fexperimental €5 Fexp =0,00, Y Fexp< Ferit, S€ acepta
la hipdtesis nula: hay homogeneidad de varianza y presenta linealidad. Se confirma la validacion
del modelo lineal y la carencia de falta de ajuste.

Tabla 31 Andlisis de varianza de la recta de calibracion del HPLC del monosacdrido L-arabinosa

Fuente Suma de Cuadrados |Grados de libertad |Cuadrado Medio |Raz6n-F |Valor-P
Modelo 6,37E+12 1 6,37E+12 98,78 0,0000
Residuo 7,74E+11 12 6,45E+10
Carencia de Ajuste 2,80E+08 5 5,60E+07 0,00 1,0000
Error Puro 7,73E+11 7 1,11E+11
Total (Corr.) 7,14E+12 13

4.3.5. Linealidad de la respuesta de L-Ramnosa

En la Figura 18 se muestra la linea de calibracion obtenida para la determinacion de
monosacaridos neutros usando HPLC realizada con patrones de L-ramnosa disueltos en agua en
un intervalo de concentraciones de 0 a 5 g/L. Para mayores concentraciones la respuesta no era
lineal.
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Figura 18 Recta de calibracion del HPLC para L-ramnosa (n=2)

Como se puede observar el coeficiente de correlacion obtenido es de R? = 1. En los protocolos
de métodos de validacion el valor de correlacidn es R 20,99, por lo que la linealidad del método
es perfecta.

En la Tabla 32 se recogen los resultados obtenidos por el ANOVA. Se comprueba si hay falta de
ajuste de la recta de calibracién mediante el test de hipétesis. El valor de Feitico para un nivel de
confianza de 95% es F.it=3,97. Dado que el valor de Fexperimental €5 Fexp =0,00, Y Fexp< Ferit, S€ acepta
la hipdtesis nula: hay homogeneidad de varianza y presenta linealidad. Se confirma la validacion
del modelo lineal y la carencia de falta de ajuste.

Tabla 32 Andlisis de varianza de la recta de calibracion del HPLC del monosacdrido L-ramnosa

Fuente Suma de Cuadrados |Grados de libertad [Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
Modelo 2,53E+12 1 2,53E+12 19,66 0,0008
Residuo 1,55E+12 12 1,29E+11
Carencia de Ajuste 7,11E+06 5 1,42E+06 0,00 1,0000
Error Puro 1,55E+12 7 2,21E+11
Total (Corr.) 4,08E+12 13

4.3.6. Limite de Deteccion (LOD), Limite de Cuantificacion (LOQ) y Limite de
Linealidad (LOL) del método de cromatografia liquida a alta presion (HPLC).
AzUcares Neutros.

Al igual que en el apartado 4.1.2 “Limite de Deteccion (LOD), Limite de Cuantificacién (LOQ) y
Limite de Linealidad (LOL) del método espectrofotométrico. Acido galacturénico”, se hacen uso
de las ecuaciones 2 y 3 para determinar el LOD y LOQ. El LOL se determina cuando la recta de
calibracién pierde la linealidad, la cual coincide con el dltimo punto de calibracién. En la Tabla
33 figuran los resultados de los diferentes patrones de azucares neutros.

Tabla 33 LOD, LOQ y LOL (concentracién en mg/L) de los métodos de la determinacién de azicares neutros

mediante HPLC
Monosacarido LOD LoQ LOL
D-Glucosa 20 66 5000
D-Galactosa 44 146 5000
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AcidoD- 10 35 5000
Galacturdnico

L-Arabinosa 40 132 5000
L-Ramnosa 10 33 5000

4.3.7. Precision de los resultados de la cromatografia liquida de alta presion.
AzUcares neutros

En las tablas 34,35,36,37 y 38 aparecen los resultados de los pardmetros de precisién de la recta
de calibracién del método por HPLC para cada uno de los diferentes azlcares neutros. Un vistazo
general de los resultados de los CV nos dice que la calibracidn tiene poca precision, puesto que
la mayoria de CV presentes tienen un valor cercano al 30%, por lo que la media es poco
representativa.

Tabla 34 Parametros de precision de D-Glucosa por el método por HPLC

Concentracién (mg/L) |Promedio Absorbancia (n=2) [Desviacién Estéandar (S)| Desviacién Estandar Relativa (RSD) | Coeficiente de Variacion (%) (CV) | Varianza (5%)

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,00E+00

10 7277,02 r 1592,43 0,22 21,88 2,54E+06

50 31319,60 r 15125,86 0,48 48,30 2,29E+08

100 63723,70 r 28718,01 0,45 45,07 8,25E+08

500 341755,50 r 110869,39 0,32 32,44 1,23E+10

1000 681198,50 r 225009,16 0,33 33,03 5,06E+10

5000 3366871,50 [ 1180371,23 0,35 35,06 1,39E+12
Promedio prametros 223098,01 0,31 30,83 2,08E+11

Se puede observar que el promedio del CV presenta un valor elevado, al igual que su varianza,
por lo que se podria confirmar que la precision de los patrones de D-Glucosa es baja.

Tabla 35 Parametros de precisién de D-Galactosa por el método por HPLC

Concentracién (pppm)|Promedio Absorbancia (n=2) |[Desviacién Estandar (S)| Desviacion Estandar Relativa (RSD) | Coeficiente de Variacién (%) (CV) | Varianza (S%)

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00E+00

10 9755,52 r 1912,70 0,20 19,61 3,66E+06

50 39714,60 r 3253,54 0,08 8,19 1,06E+07

100 80903,70 r 4421,82 0,05 5,47 1,96E+07

500 445255,00 r 35501,00 0,08 7,97 1,26E+09

1000 882603,50 r 59820,53 0,07 6,78 3,58E+09

5000 4285514,50 r 118786,16 0,03 2,77 1,41E+10
Promedio prametros 31956,54 0,07 7,26 2,71E+09

Se puede observar que el promedio del CV presenta un valor bajo y el valor de la varianza es
mas bajo que en el resto de monosacaridos analizados, por lo que se podria confirmar la
precisidn de los patrones de D-Galactosa es adecuada.

Tabla 36 Parametros de precision del dcido D-Galacturonico por el método por HPLC

Concentracién (pppm)|Promedio Absorbancia (n=2) |Desviacién Estandar (S)| Desviacién Estandar Relativa (RSD) | Coeficiente de Variacién (%) (CV) | Varianza (S%)

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00E+00

10 6491,26 r 1332,55 0,21 20,53 1,78E+06

50 28043,78 r 12902,97 0,46 46,01 1,66E+08

100 57138,55 r 24319,59 0,43 42,56 5,91E+08

500 304834,25 r 94527,80 0,31 31,01 8,94E+09

1000 614845,50 r 181734,22 0,30 29,56 3,30E+10

5000 3056020,00 r 934420,40 0,31 30,58 8,73E+11
Promedio prametros 178462,50 0,29 28,61 1,31E+11

Se puede observar que el promedio del CV y la varianza presentan valores elevados, por lo que
se podria confirmar que la precisidén para los patrones de acido D-Galacturdnico es baja.
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Tabla 37 Parametros de precision de L-Arabinosa por el método por HPLC

Concentracién (pppm)|Promedio Absorbancia (n=2) [Desviacién Estandar (S)| Desviacién Estandar Relativa (RSD) | Coeficiente de Variacion (%) (CV) | Varianza (Sz)

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00E+00

10 4487,46 r 1030,19 0,23 22,96 1,06E+06

50 19014,78 r 9991,10 0,53 52,54 9,98E+07

100 38858,05 r 18810,53 0,48 48,41 3,54E+08

500 205576,75 r 78091,11 0,38 37,99 6,10E+09

1000 411626,50 r 155513,29 0,38 37,78 2,42E+10

5000 1998663,50 r 861668,30 0,43 43,11 7,42E+11
Promedio prametros 160729,22 0,35 34,68 1,10E+11

Se puede observar que el promedio del CV y la varianza presentan valores elevados, por lo que
se podria confirmar que es la precision para los patrones de L-Arabinosa es baja.

Tabla 38 Pardmetros de precision de L-Ramnosa por el método por HPLC

Concentracién (pppm)|Promedio Absorbancia (n=2) |Desviacién Estandar (S)| Desviacién Estandar Relativa (RSD) | Coeficiente de Variacién (%) (CV) | Varianza (S%)

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00E+00

10 2568,38 r 2360,86 0,92 91,92 5,57E+06

50 12237,40 r 12659,19 1,03 103,45 1,60E+08

100 24633,80 r 25093,52 1,02 101,87 6,30E+08

500 127012,50 r 120032,08 0,95 94,50 1,44E+10

1000 253723,00 r 240491,26 0,95 94,78 5,78E+10

5000 1260588,00 r 1213808,19 0,96 96,29 1,47E+12
Promedio prametros 230635,01 0,83 83,26 2,21E+11

Se puede observar que el promedio del CV y la varianza son especialmente elevados, sobre todo
el coeficiente de variacion, por lo que se confirma que la precisién para los patrones de L-
Ramnosa es bastante baja.

Los resultados de este método para las muestras de pectinas comerciales hidrolizadas con los
diferentes acidos se presentan en las tablas 39, 40, 41 y 42, expresados como miligramos de
azucar neutro por cada gramo de pectina. Estos resultados se han obtenido al analizar
diferentes muestras de pectinas comerciales por triplicado en el cromatégrafo HPLC con las
medidas cromatograficas que se mencionan en el apartado 3.4.3 “Determinacion de azucares
neutros mediante HPLC” tras ser sometidas a hidrdlisis por los dos métodos diferentes, el
método usando acido sulfurico y el método usando acido trifluoroacético. Se realizan las medias,
obteniendo un resultado final expresado en mg de azlcares totales/g de pectina y se calculan
los pardmetros de precision.

45



Tabla 39 Resultados del método mediante HPLC de la pectina comercial Special Ingredients

Concentracion Pectina
Special Ingredients (mg/L)

mg D-Glucosa
/g pectina TFA

mg D-Glucosa
/g pectina H,S0,

muestra 1 0 381,91
muestra 2 0 362,20
muestra 3 0 358,23

Concentracion Pectina
Special Ingredients (mg/L)

mg D-Galactosa
/g pectina TFA

mg D-Galactosa
/g pectina H,S0,

muestra 1 0 0,10
muestra 2 0 0,68
muestra 3 0 0,57

Concentracion Pectina
Special Ingredients (mg/L)

mg acido D-Galacturénico
/g pectina TFA

mg acido D-Galacturénico
/g pectina H,S0,

muestra 1 617,53 286,07
muestra 2 457,07 279,77
muestra 3 873,40 276,97

Concentracion Pectina
Special Ingredients (mg/L)

mg L-Arabinosa
/g pectina TFA

mg L-Arabinosa
/g pectina H,S0,

muestra 1 14,30 16,08
muestra 2 7,61 12,20
muestra 3 12,52 12,85

Concentracion Pectina
Special Ingredients (mg/L)

mg L-Ramnosa
/g pectina TFA

mg L-Ramnosa
/g pectina H,S0,

muestra 1 40,34 4,47
muestra 2 31,74 4,46
muestra 3 59,81 4,56

Tabla 40 Resultados promediados de los monosacdridos y precision del método mediante HPLC de la pectina
comercial Special Ingredients

Azucares neutros en Media mg azucar Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de .
Special Ingredients (mg/L) H,SO,| neutro/g pectina Estandar Relativa Variacion % Varianza
D-Glucosa 367,45 12,68 0,03 3,45 1,61E+02
D-Galactosa 0,45 0,31 0,69 69,24 9,75E-02
acido D-Galacturdnico 210,70 4,66 0,02 2,21 2,17E+01
L-Arabinosa 10,28 2,08 0,20 20,25 4,33E+00
L- Ramnosa 3,37 0,42 0,12 12,32 2,83E-03
Azucares neutros en Media mg azticar Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de Varianza

Special Ingredients (mg/L) TFA neutro/g pectina Estandar Relativa Variacion %

D-Glucosa 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00E+00
D-Galactosa 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00E+00
acido D-Galacturénico 487,00 209,98 0,43 43,12 4,41E+04
L-Arabinosa 8,61 3,47 0,40 40,29 1,20E+01
L- Ramnosa 32,97 14,38 0,44 43,62 2,07E+02

Los resultados de los pardmetros de precision de los azlicares neutros tras la hidrélisis con acido
sulfdrico son mejores con respecto a los obtenidos utilizando como acido para la hidrélisis con
TFA. Dentro de los resultados de la hidrélisis con H,SO4 el analisis de la D-Galactosa presenta los
peores resultados (0.45 mg galactosa/g pectina y CV=69,24%) en cuestidn de cantidades y de
CV, en comparaciéon con el resto de monosacdridos neutros, que dan mejores resultados de
precision. Sin embargo, con la hidrdlisis de TFA no se obtuvieron resultados para los
monosacaridos D-Glucosa y D-Galactosa y para los que se obtuvieron los parametros de
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precision no son buenos (acido galacturdonico CV=43,12%, S=+209,98; arabinosa CV=40,29,
S=+3,47; ramnosa CV=43,62%, S=+14,38).

Tabla 41 Resultados del método mediante HPLC de la pectina comercial Sigma

Concentracion Pectina
Sigma (mg/L)

mg D-Glucosa
/g pectina TFA

mg D-Glucosa
/g pectina H,S0,

muestra 1 0 268,04
muestra 2 0 276,89
muestra 3 0 -

Concentracion Pectina
Sigma (mg/L)

mg D-Galactosa
/g pectina TFA

mg D-Galactosa
/g pectina H,S0,

muestra 1 0,26 0,000
muestra 2 0 0,000
muestra 3 0 -

Concentracion Pectina
Sigma (mg/L)

mg acido D-Galacturénico
/g pectina TFA

mg acido D-Galacturénico
/g pectina H,S0,

muestra 1 1,92 345,25
muestra 2 224,76 356,32
muestra 3 1,27 -

Concentracion Pectina
Sigma (mg/L)

mg L-Arabinosa
/g pectina TFA

mg L-Arabinosa
/g pectina H,S0,

muestra 1 0,00 0,39
muestra 2 0,00 0,42
muestra 3 0,00 -

Concentracion Pectina
Sigma (mg/L)

mg L-Ramnosa
/g pectina TFA

mg L-Ramnosa
/g pectina H,S0,

muestra 1 7,36 0,00
muestra 2 0,00 0,00
muestra 3 0,00 -

Tabla 42 Resultados promediados de los monosacdridos y precision del método mediante HPLC de la pectina

comercial Sigma

Azlicares neutros en Media mg aztcar Desviacién Desviacion Estandar | Coeficiente de )
Sigma (mg/L) H,SO, neutro/g pectina Estandar Relativa Variacion % Varianza
D-Glucosa 272,47 6,25 0,02 2,30 3,91E+01
D-Galactosa 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00E+00
acido D-Galacturdnico 233,86 7,83 0,03 3,35 6,13E+01
L-Arabinosa 0,27 0,02 0,07 7,21 3,74E-04
L- Ramnosa 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00E+00
Azucares neutros en Media mg azticar Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de Varianza

Sigma (mg/L) TFA neutro/g pectina Estandar Relativa Variacion %

D-Glucosa 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00E+00
D-Galactosa 0,09 0,15 0,00 0,00 2,28E-02
acido D-Galacturdnico 56,99 128,84 2,26 226,09 1,66E+04
L-Arabinosa 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00E+00
L- Ramnosa 1,84 4,25 2,31 230,94 1,81E+01

Aligual que ocurre con los resultados de la muestra de pectina Special Ingredients, los resultados
de los parametros de precisidn de los azlcares neutros tras la hidrélisis con acido sulfurico son
mejores con respecto a los obtenidos utilizando como acido para la hidrélisis con TFA. Dentro

de los resultados de la hidrolisis con H,SO4 no se obtienen resultados para la D-Galactosa ni para
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L-Ramnosa, y dentro de los resultados de la hidrdlisis con TFA no se obtienen resultados para la
D-Glucosa ni para la L-Arabinosa.

A continuacion, se presentan los resultados de los porcentajes de recuperacién para cada
monosacarido neutro tras ser sometidos todos a hidrdlisis por acido sulfurico y dcido
trifluoroacético en las tablas 43, 44, 45, 46, 47 y 48. Los resultados proceden de realizar la
hidrélisis por duplicado de los monosacéridos con concentraciones 1y 3 g/L con los diferentes
acidos. Se realizan las medias, obteniendo un resultado final expresado en porcentaje de
recuperacion por monosacdrido y se calculan los pardmetros de precisién.

Tabla 43 Resultados del porcentaje de recuperacion del método mediante HPLC con hidrdlisis de dcido sulfirico

Concentracion Monosacarido|Concentracion monosacarido[Concentracion monosacarido| Porcentaje
3g/LH,S0, previo hidrdlisis (g/L) posterior hidrélisis (g/L) |Recuperaciéon %
D-Glucosa 3,58 3,64 3,08 3,21 86,00 | 88,19
L-Ramnosa 3,59 3,60 2,47 3,43 68,66 | 95,29
D-Galactosa 3,48 3,60 2,57 2,81 73,86 | 78,00
L-Arabinosa 3,53 3,67 3,84 3,68 108,59 | 100,07
Acido D-Galacturdnico 3,49 3,58 1,49 1,59 42,60 | 44,55
Concentracion Monosacarido|Concentracion monosacarido|Concentracion monosacarido| Porcentaje
1g/LH,S0, previo hidrélisis (g/L) posterior hidrolisis (g/L) |Recuperacién %
D-Glucosa 1,18 1,20 1,13 1,03 95,83 | 85,69
L-Ramnosa 1,17 1,25 0,60 1,06 51,58 | 84,59
D-Galactosa 1,20 1,22 0,91 1,02 75,39 | 82,98
L-Arabinosa 1,21 1,20 1,47 1,10 121,43 | 91,53
Acido D-Galacturénico 1,19 1,19 0,49 0,51 41,16 | 43,00

Tabla 44 Promedio del porcentaje de recuperacion a 1y 3g/L por monosacdrido del método mediante HPLC con
hidrdlisis de dcido sulfrico

Concentracion Monosacarido Media porcentaje Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de )
3 g/LH,S0, recuperacion monosacarido Estandar Relativa Variacion % Varianza
D-Glucosa 87,10 1,55 0,02 1,78 2,40E+00
L-Ramnosa 81,98 18,83 0,23 22,97 3,55E+02
D-Galactosa 75,93 2,93 0,04 3,86 8,59E+00
L-Arabinosa 104,33 6,03 0,06 5,78 3,63E+01
Acido D-Galacturénico 43,57 1,38 0,03 3,16 1,89E+00

Concentracion Monosacarido Media porcentaje Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de )
1g/LH,S0, recuperacion monosacarido Estandar Relativa Variaciéon % Varianza
D-Glucosa 90,76 7,17 0,08 7,90 5,14E+01
L-Ramnosa 68,08 23,34 0,34 34,28 5,45E+02
D-Galactosa 79,19 5,37 0,07 6,78 2,88E+01
L-Arabinosa 106,48 21,14 0,20 19,86 4,47E+02
Acido D-Galacturdnico 42,08 1,30 0,03 3,09 1,69E+00

Tabla 45 Resultado final de los porcentajes de recuperacion de cada monosacdrido del método mediante HPLC
con hidrdlisis de dcido sulfirico

Resultado final % Rec Media total porcentaje Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de Varianza
por monosacarido recuperacion monosacarido Estandar Relativa Variacion %

D-Glucosa 88,93 2,59 0,03 2,91 6,71E+00
L-Ramnosa 75,03 9,83 0,13 13,10 9,65E+01
D-Galactosa 77,56 2,30 0,03 2,97 5,30E+00
L-Arabinosa 105,40 1,52 0,01 1,44 2,31E+00

Acido D-Galacturénico 42,83 1,06 0,02 2,47 1,12E+00

Los resultados ofrecidos son bastante buenos, por lo visto se han obtenido porcentajes de
recuperacion elevados (>75%), exceptuando para el acido galacturdnico, el cual se ha podido
recuperar menos de la mitad del producto inicial (42,83%). Sin embargo, debido a que la
arabinosa presenta un porcentaje de recuperacion excesivo, por lo que se puede suponer que
la sefial de la arabinosa se solapa con otras sefiales de otros monosacdridos a los que analizamos
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(por ejemplo, xilosa [33]), sefial indicadora de que la columna cromatografica no separa estos
compuestos adecuadamente. Por otro lado, los parametros de precision son excelentes,
destacando la ramnosa por poseer los valores mas elevados y con una diferencia apreciable.

Tabla 46 Resultados del porcentaje de recuperacion del método mediante HPLC con hidrdlisis de dcido

trifluoroacético
Concentracion Monosacarido|Concentracion monosacarido|Concentracion monosacarido| Porcentaje
3g/LTFA previo hidrélisis (g/L) posterior hidroélisis (g/L) |Recuperacién %
D-Glucosa 10,53 9,07 5,47 4,31 51,95 | 47,51
L-Ramnosa 10,70 8,53 0,00 0,00 0,00 | 0,00
D-Galactosa 10,35 8,00 3,19 3,25 30,80 | 40,67
L-Arabinosa 10,35 9,07 17,26 16,52 166,71 | 182,16
Acido D-Galacturénico 10,53 8,27 1,79 1,96 17,01 | 23,73
Concentracién Monosacarido|Concentracién monosacarido|Concentracion monosacarido| Porcentaje
1g/LTFA previo hidrélisis (g/L) posterior hidrélisis (g/L) |Recuperacién %
D-Glucosa 1,82 2,86 1,57 2,62 86,19 | 91,58
L-Ramnosa 1,82 2,73 14,66 28,88 806,4 | 1059,0
D-Galactosa 1,91 3,51 0,00 0,00 0,00 0,00
L-Arabinosa 1,82 3,64 0,01 0,00 0,61 0,04
Acido D-Galacturdnico 1,91 2,73 1,15 1,80 60,23 | 65,83

Tabla 47 Promedio del porcentaje de recuperacién a 1y 3g/L por monosacdrido del método mediante HPLC con
hidrdlisis de dcido sulfurico

Concentracion Monosacarido Media porcentaje Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de )
3 g/LH,S0, recuperacion monosacarido Estandar Relativa Variacion % Varianza
D-Glucosa 49,73 3,14 0,06 6,31 9,85E+00
L-Ramnosa 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00E+00
D-Galactosa 35,73 6,97 0,20 19,51 4,86E+01
L-Arabinosa 174,43 10,93 0,06 6,26 1,19E+02
Acido D-Galacturénico 20,37 4,75 0,23 23,31 2,26E+01

Concentracion Monosacarido Media porcentaje Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de )
1g/LH,S0, recuperacion monosacarido Estdndar Relativa Variaciéon % Varianza
D-Glucosa 88,89 3,81 0,04 4,29 1,45E+01
L-Ramnosa 932,68 178,63 0,19 19,15 3,19E+04
D-Galactosa 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00E+00
L-Arabinosa 0,33 0,40 1,24 123,78 1,62E-01
Acido D-Galacturdnico 63,03 3,96 0,06 6,28 1,57E+01

Tabla 48 Resultado final de los porcentajes de recuperacion de cada monosacdrido del método mediante HPLC
con hidrdlisis de dcido sulfirico

Resultado final % Rec Media total porcentaje Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de Varianza
por monosacarido recuperacion monosacarido Estandar Relativa Variacion %

D-Glucosa 69,31 27,68 0,40 39,94 7,66E+02
L-Ramnosa 466,34 659,50 1,41 141,42 4,35E+05
D-Galactosa 17,87 25,27 1,41 141,42 6,38E+02
L-Arabinosa 87,38 123,11 1,41 140,89 1,52E+04

Acido D-Galacturénico 41,70 30,17 0,72 72,34 9,10E+02

En el caso de la hidrélisis con TFA los resultados no son tan buenos como los obtenidos utilizando
acido sulfurico. Para la glucosa, galactosa, arabinosa y acido galacturdnico los porcentajes de
recuperacion son menores, clara seial de que se ha perdido producto durante la hidrdlisis
(69,31%, 17,87%, 87,38% y 41,70%, respectivamente). Dada esta tendencia se puede
presuponer que, a pesar de obtener un porcentaje de recuperacién elevado la arabinosa, esta
se encuentra solapada con otras sefiales de otros monosacdridos (como la xilosa [33]). Cabe
destacar ademas que la ramnosa proporciona un porcentaje de recuperacion de 0% con una
concentracion de 3g/L, y, por el contrario, hay una recuperacion de 932% con una concentracién
de 1g/L, resultado que carece de sentido. A una concentracion de 1 g/L la galactosa también
presenta una recuperacion del 0%. El acido galacturdnico obtiene un resultado muy similar al
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obtenido por hidrélisis con acido sulfurico. Por ultimo, los parametros de precisiéon en general
son bastante malos, por lo que podemos concluir que el uso de TFA para hidrdlisis queda
descartado.

4.3.8. Determinacion de azlcares neutros. Resumen de los resultados

A la vista de los resultados obtenidos la hidrdlisis con dcido sulfurico proporciona resultados de
precision mucho mas adecuados que utilizando TFA como reactivo para hidrdlisis, por lo que se
puede considerar que es mas efectivo realizar hidrélisis con H.SO4 (en el apartado 5. “Discusion
de los resultados” se razonard porque no es el caso contrario, puesto que el acido sulfurico tiene
un poder de oxidacion mayor que el TFA y por lo tanto tendria que degradar mas los azucares).
Con las muestras de pectina de Special Ingredients se han detectado y cuantificado mas
monosacaridos que con respecto a la pectina Sigma. Respecto a la linealidad y linealidad de
respuesta de los diferentes monosacaridos, el método cromatografico es aceptado como valido,
a pesar de que los parametros de precision de las rectas de calibracidon presentan malos
resultados para los azlcares L-Arabinosa, L-Ramnosa y acido D-Galacturdnico.

4.4. Determinacion del grado de esterificacion. Validacion del analisis
volumétrico.

4.4.1. Precision de los resultados del grado de esterificacion.

Los resultados del grado de esterificacion para las diferentes muestras de pectinas comercial y
la muestra de pectina extraida se presentan en las tablas 49 y 50, expresados porcentaje de
grado de esterificacion, donde cada muestra se analizd por triplicado. Estos resultados
provienen de medir los diferentes volimenes utilizados en la valoracién del grado de
esterificacion (V1 y V3). Se realizan las medias, las cuales representan el resultado final, y se
calculan los parametros de precision.

Tabla 49 Resultados del grado de esterificacion de las 3 muestras de las diferentes pectinas

Medldas Fjectma Volumen 1 (mL) Volumen 2 (mL) (?':ad? .
Special Ingredients (mg/L) Esterificacion %
medida 1 1,10 2,30 67,65
medida 2 1,10 2,18 66,46
medida 3 1,15 2,75 70,51
Meflldas Pectina Volumen 1 (mL) Volumen 2 (mL) ‘?fad‘f .
Sigma (mg/L) Esterificacion %
medida 1 4,95 4,80 49,23
medida 2 5,10 4,15 44,86
medida 3 5,15 4,10 44,32
Medld.as Pectina Volumen 1 (mL) Volumen 2 (mL) G_':ad? .
Extraida (mg/L) Esterificacion %
medida 1 14,60 2,10 12,57
medida 2 17,40 1,60 8,42
medida 3 15,70 1,80 10,29
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Tabla 50 Resultados y parametros de precision del grado de esterificacion de las 3 muestras de pectinas

Resultado final grado Media total grado Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de Varianza
esterificacion Special Ingredients esterificacion Estandar Relativa Variacion %
68,21 2,08 0,03 3,05 4,34
Resultado final grado Media total grado Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de Varianza
esterificacion Sigma esterificacion Estandar Relativa Variacion %
46,14 2,69 0,06 5,83 7,24
Resultado final grado Media total grado Desviacion Desviacion Estandar | Coeficiente de Varianza
esterificacion extraida esterificacion Estandar Relativa Variacion %
10,43 2,08 0,20 19,95 4,33

Los pardmetros de precisidn para las diferentes muestras de pectina comercial y de pectina
extraida de la pulpa de remolacha son considerablemente buenos, ya que las S son pequefias
(exceptuando el valor de la muestra de pectina extraida, que es elevado con respecto a su
valor de grado de esterificacion) (Special Ingredients S=+2,08; Sigma S=+2,69; pulpa remolacha
$=2,08) y los CV también son buenos, por debajo de 30% (Special Ingredients CV=3,05%; Sigma
$=5,83%; pulpa remolacha $=19,95%), a pesar de que cada muestra posea diferentes grados
de esterificacidn ya que cada pectina tiene una fuente de extraccién diferente, que dependera
del subproducto horticola que haya usado cada comercial para extraer la pectina. El resultado
mas destacable es el obtenido por la muestra de pectina extraida de remolacha, que tiene
menor precision que las pectinas comerciales.

5. Discusién de los resultados
e Determinacién de acido D-galacturdnico

Los resultados de los parametros de precision del contenido en acido galacturdnico (expresado
como mg acido galacturdnico/g pectina) son bastante buenos cuando se aplica el método de
Melton Smith (Special Ingredients: S= +13,55 y CV= 7,62%; Sigma: S= 57,06 y CV= 19,07%).
Existe una enorme diferencia en las cantidades de acido galacturdnico entre las muestras de
pectinas comerciales y pectina de remolacha (Special Ingredients: 177,89 mg acido
galacturdnico/g pectina; Sigma: 299,22 mg acido galacturénico/g pectina; Remolacha: 14,78 mg
acido galacturdnico/g pectina). Esto puede deberse a que existe dificultades a la hora de disolver
las muestras de pectina en acido sulfurico. Ademas, puede ser que la columna vertebral de la
pectina que contiene el acido galacturénico no haya reaccionado completamente con el
tetraborato durante el proceso de calentamiento en la hidrdlisis [27]. Otra investigacidon [4]
presenta resultados de porcentaje de acido galacturdnico de pectina extraida y pectina pura
bastante superiores a lo que son los datos presentados en este trabajo (47,70% en pectina de
pulpa de remolacha y 50,73% en pectina pura, mientras que las pectinas Sigma tienen 29,92% y
Special Ingredients tiene 17,79%). Conociendo que el acido galacturénico compone >65% de la
pectina [4], razonamos que el proceso de hidrélisis no permitié separar adecuadamente el acido
galacturdnico a sus formas monomeéricas de las cadenas pectidicas en las muestras de pectinas
comerciales y de pulpa de remolacha.

Los resultados del método de Anthon-Barret (-14,17 mg acido galacturdnico/g pectina Sigmay -
17,21 mg acido galacturdnico/g pectina Special Ingredients) pueden deberse a que el dcido
galacturénico no pudo reducir el sulfato de cobre a pH 4,8, provocando que la lectura
espectrofotométrica tras afiadir el reactivo de Folin fueran menores que las lecturas de la
muestra en blanco. El reactivo de Folin-Ciocalteau forma una intensa coloracién ante la
presencia del cobre reducido por azlcares o proteinas, cosa que no ocurrié con las muestras de
pectinas comerciales, pero si con los patrones de dcido D-Galacturdnico. Esto puede dar a pensar
que las pectinas comerciales contenian otros compuestos interferentes (ej.: lipidos) que
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bloqueaban la reduccidn del sulfato de cobre y, por lo tanto, provocaban la falta de coloracién
y absorbancia. [6].

El procedimiento del método de Filisetti-Cozzi y Carpita sin la adicién de sulfamato potdsico y
tetraborato sddico o, dicho de otra forma, el procedimiento “en crudo” dio lugar a unos
resultados muy elevados para ambas muestras de pectinas comerciales (1551,35 mg acido
galacturdnico/g pectina Sigma y 953,94 mg acido galacturdnico/g pectina Special Ingredients).
Estos valores enormes pueden justificarse por la interferencia del resto de monosacdridos que
componen la pectina, y que en presencia de m-hidroxifenil, provocaran un efecto aditivo en los
resultados de la absorbancia cuando se quiso medir las cantidades de acido D-galacturdnico. El
efecto de afiadir el sulfamato potdsico en el proceso antes de calentar la muestra es de evitar
una mayor absorbancia o turbidez en la mezcla de muestra y disoluciéon por la presencia de otros
monosacaridos, y el efecto de afiadir el tetraborato sdédico aumenta la sensibilidad de deteccion
de acidos urdnicos [26]. Dicha combinacién es lo que provoca que el método de Melton-Smith
proporcione resultados mas auténticos cuando se aifladen dichos reactivos.

e Determinacién de azucares totales

Aungue los dos métodos son aceptablemente validos para cuantificar azlcar total (expresado
como la cantidad total de D-glucosa), quien presenta los mejores resultados de validacion es el
método que implica el reactivo fenol. Otras publicaciones [18] han realizado una serie de
propuestas en el que el orden de adicién del fenol y del sulfurico sean intercambiados, al igual
que los volumenes de reaccidn, dando lugar a resultados de calibracién similares. Ademas, se
propone eliminar el uso del fenol para reducir costos y evitar exposiciones prolongadas a esta
sustancia nociva. En comparacion con el reactivo antrona, el reactivo fenol cumple mejor con
esas dos condiciones.

Si se comparan estos datos de D-glucosa con los obtenidos por el método cromatografico tras
someter a las pectinas comerciales a una hidrdlisis acida con H,SO4 se aprecia que la pectina de
Special Ingredients contiene mayor cantidad de glucosa con respecto a la pectina Sigma (427,65
mg azlcar total/g pectina método fenol; 367,45 mg azucar total/g pectina método HPLC). Que
el método del reactivo fenol presente en general valores superiores a los de la técnica
cromatografica es debido a que el fenol reacciona con los HMF, derivados de las hexosas al
reaccionar con acidos fuertes, por lo que en las medidas de absorbancia no solo se mide la D-
glucosa con el fenol, sino ademads otros monosacaridos, por lo que podemos considerar por
valido que se estd midiendo el contenido en azucares totales de las pectinas [18].

e Determinacion de azlcares neutros

Los resultados han demostrado que utilizar dcido sulfurico para la hidrdlisis en condiciones de
altas temperaturas y concentraciones ha sido considerablemente mas eficaz que la hidrdlisis
realizada con acido trifluoroacético, donde hay una clara diferencia en los resultados de los dos
métodos (ver tablas 40 y 42). Durante el proceso de hidrélisis de TFA utilizando el sistema de
rotavapor ocurren pérdidas de volumen y muestra que no tienen sentido que sean debidas al
TFA. Si le atribuimos dichas pérdidas por la acidez del TFA, el 4cido sulfurico presenta valores de
pKa mucho menores que los del TFA, lo que se traduce como que el H,SO, es mas acido y
oxidante y se perderia gran parte de los monosacaridos. Sin embargo, los resultados de los
porcentajes de recuperacion demuestran que los monosacdridos se han degradado mucho
menos con H,S0, y bastante mas con TFA. Otras investigaciones sostienen el uso de dos acidos
de fuerza débil y fuerte en un proceso de dos pasos, usando acidos débiles como TFA para poder
abrir las cadenas que se encuentren entrelazadas y, a continuacion, usar acidos mas fuertes

52



como el H,S0O, para liberar completamente todos los monosacdridos de las cadenas peptidicas
[34]. En dicha investigacidon se demostrd que una hidrolisis de dos pasos usando ambos acidos
favorecia la obtencidn de resultados mas elevados respecto a la hidrélisis de un solo paso en la
que solo se usa acido sulfurico en la hidrolisis (Ej: Contenido de acido galacturdnico en muestra
de pectina en un solo paso=5,1%+1,7; Contenido de acido galacturénico en muestra de pectina
en dos pasos = 24,5%15,3). Se puede asumir que o bien el TFA no tiene el poder suficiente para
separar los monosacaridos de las cadenas pectidicas y es necesario a continuacion el uso de un
acido mds fuerte o bien que ha habido errores sistematicos causados por el uso del rotavapor
en la eliminaciéon de los restos del acido.

Si estos resultados son comparados con los métodos validados en este trabajo, en concreto con
los métodos validados para azucar total (glucosa) y acido galacturdnico, se puede observar que,
para el acido galacturdnico el método de Melton-Smith presenta una mayor concentracion de
acido galacturdnico en la pectina comercial Sigma que en los resultados obtenidos por HPLC
hidrolizando con H,S04 (299,22 mg acido galacturdnico/g pectina Melton; 233,86 mg acido
galacturdnico/g pectina HPLC H,SO4), pero ocurre lo contrario con la pectina de Special
Ingredients ((177,89 mg acido galacturdnico/g pectina Melton;210,70 mg acido galacturdnico/g
pectina HPLC H,SO,). Hidrolizando con H,SO4 proporciona una mayor precision de los resultados
que el método de Meltén-Smith, lo cual demuestra la buena precision que presentan los
métodos cromatograficos (S= +13,55 y CV=7,62% Melton Sigma; S= +13,55 y CV=7,62% Melton
Special Ingredients; S=+7,83 y CV=7,21% HPLC H,S0,4Sigma; S= 4,66 y CV=2,21% HPLC H,SO4
Special Ingredients).

Si se comparan los resultados obtenidos en cuanto cantidad de azlcares totales aplicados por
los métodos del fenol y el método de HPLC con hidrdlisis de H.SO4 el primer método presenta
mas concentracion (expresados como mg azucares totales/g pectina) en la pectina Sigma con
respecto al segundo, y en el caso de Special Ingredients ocurre al revés, presentando mas
cantidad en la pectina Special Ingredients por el método de HPLC (Special Ingredients fenol:
427,65 mg azlcar total/g pectina; Sigma fenol: 353,25 mg azlcar total/g pectina; Special
Ingredients HPLC: 592,25 mg azlcar total/g pectina; Sigma HPLC: 296,6 mg azlcar total/g
pectina).

A modo de resumen, la pectina comercial Sigma contiene mas cantidad de acido galacturdnico,
conteniendo dentro de la estructura de la pectina menos variedad de monosacdaridos neutros
con respecto a la pectina comercial Special Ingredients, que contiene mayor variedad de los
azlcares neutros que se han analizado.

e Determinacion del grado de esterificacion

La pectina comercial Special Ingredients la podemos clasificar como pectinas de alto metoxilo
(HM) debido a su valor (68%), mientras que la pectina comercial Sigma y la pectina extraida de
la pulpa de remolacha son pectinas de bajo metoxilo (LM) puesto que sus resultados son 46% y
10%, respectivamente. Esta clasificacion implicaria que tienen mas facilidad para formar geles
en un amplio rango de pH (2,0-6,0) y en presencia de iones divalentes, al contrario que la pectina
Special Ingredients, donde las pectinas HM tienen un umbral corto de pH (2,0-3,5) y en presencia
de una concentracion superior a 55% de monosacdridos podria formar geles [13] [30]. La pectina
extraida de la pulpa de remolacha presenta un valor que se aleja del rango convencional de bajo
metoxilo, que normalmente ronda entre un 50%-20%. Se ha reportado que altas temperaturas
de extraccion, bajo pH de extracciéon y tiempos de extraccidn largos a pH y temperaturas
elevadas provocan una disminucién del grado de esterificacion. Ademas, otros documentos
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certifican que el grado de esterificacidon de la pectina extraida de la pulpa de remolacha con las
mismas condiciones utilizadas en este TFM presentan resultados de 59% mediante valoracion
volumeétrica y 69% mediante analisis FTIR [30], por lo que es posible que se cometieran errores
sistematicos durante el proceso de extraccion de las muestras de pulpa proporcionadas.

6.

Conclusion

En el presente TFM se ha realizado una puesta a punto distintos métodos de ensayo para la
caracterizacion de pectinas comerciales y pectinas extraidas de residuos agroalimentarios.

Las principales conclusiones del trabajo, de acuerdo con los objetivos establecidos, se presentan
a continuacion.

7/

La caracterizacién de la pectina respecto a la composicion de azlcares totales,
monosacaridos neutros, dacido galacturénico y grado de esterificacion, han sido
determinados a través de una serie de ensayos recogidos en la bibliografia después de
realizar una revisidn bibliografica en la que se han recopilado los diferentes métodos de
analisis utilizados en la caracterizacién de pectina

Los resultados obtenidos al aplicar diferentes métodos fueron comparados entre ellos y se
escogieron aquellos que fueron validados tras realizar un andlisis estadistico de la linealidad,
respuesta de la linealidad y pardmetros de precision.

Respecto a la determinacion de acido D-galacturdnico mediante la adicidn de m-hidroxifenil
y tetraborato sddico en 4cido sulfurico, se ha podido demostrar que estos reactivos
aumentan la sensibilidad de la absorbancia del 4cido D-galacturdnico en presencia de otros
monosacaridos reductores, capando su interferencia en la medicién espectrofotométrica.

En relacién con la determinacidn de azucares totales aplicando métodos basados en el uso
de antrona y fenol, se concluye que la sustitucion de reactivos altamente tdxicos y
perjudiciales para la salud humana y medioambiental, como es la antrona, por reactivos
mas econdmicos y con menor grado de toxicidad, como el fenol, proporciona también
resultados adecuados para poder validar contenidos de azucares totales en muestras de
pectinas comerciales.

Sobre la determinacion de azicares neutros se ha llegado a la conclusién de que el acido
sulfdrico es un compuesto ideal para realizar hidrdlisis acida en condiciones de elevadas
temperaturas y concentracion, permitiendo hidrolizar las largas cadenas poliméricas que
componen la pectina en sus formas monoméricas mas simples, permitiendo que puedan
ser identificadas y cuantificadas con facilidad mediante instrumentos analiticos como HPLC.

Finalmente, fueron determinados el grado de esterificacion y contenido de acido
galacturdnico de muestras extraidas de pulpa de remolacha, cuyos resultados fueron
diferentes en comparacion con las obtenidos de muestras comerciales. Estos resultados de
las pectinas extraidas de residuos agroalimentarios se vieron afectados por el proceso de
extraccién y la fuente del residuo.
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