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RESUMEN

Se evaluaron diferentes condiciones experimentales para la extraccién de pectina
a partir de cdscarasde cacao utilizando el método de hidrdlisis acida. Se estudié el tipo
de acido clorhidrico y citrico, y elpH a valores de 2, 3 y 4 a una temperatura constante
de 90 °C; las variables respuestas fueron: rendimiento de pectina, % de metoxilo, % de
esterificacion, % de 4cido galacturdnico y meq/g de acidez. Sereporté un rendimiento de
extraccion promedio de acido citrico de 1,06 % a pH=3,0 (T2); el mayor rendimiento se
dio con HCl a pH= 3,0 siendo de 1,88% (T5). La pectina fue caracterizada mediante la
técnica de Owens para evaluar variables respuesta. Para el tratamiento (T2) se
obtuvieron 0,78 meq/g de acidez libre, grado de esterificacion del 55,02%, 2,38% de
grado de metoxilo y contenido de &acido anhidro galacturdnico (AGG) del 42,48%.
Adicionalmente, se realizé un analisis FTIR para caracterizar los grupos funcionales en la
muestra. Basados en el analisis del disefio experimental utilizado, se selecciond la
pectina de mejores caracteristicas para la fabricacién de una biopelicula mediante la
mezcla de pectina con glicerina como agente plastificante. Se sometié la biopelicula a
prueba de biodegradabilidad aerobia, donde se obtuvo una pérdida de peso del 18,8% y
produccion de 53 mg de CO; en 5 dias, mostrando una buena capacidad de
biodegradabilidad.

Palabras clave: hidrolisis acida; Pectina; biopelicula; respirometria; biodegradabilidad;

ciencias naturales.

ABSTRACT

Different experimental conditions were evaluated for extracting pectin from cocoa
shells using the acid hydrolysis method. The type of hydrochloric and citric acid, and the
pH at values of 2, 3 and 4 at a constant temperature of 90 °C were studied. The
response variables were pectin yield, % methoxyl, % esterification, % galacturonic acid
and meq/g of acidity. An average citric acid extraction yield of 1.06% at pH=3.0 (T2) was
reported; the highest yield resulted from HCl at pH= 3.0, being 1.88% (T5). Pectin was
characterized using the Owens technique to evaluate response variables. For the
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treatment (T2) 0.78 meq/g of free acidity, degree of esterification of 55.02%, 2.38%
degree of methoxyl and content of anhydrous galacturonic acid (agg) of 42.48% were
obtained. Additionally, a FTIR analysis was performed to characterize the functional
groups in the sample. Based on the analysis of the experimental design used, the pectin
with the best characteristics was selected to manufacture a biofilm by mixing pectin
with glycerin as a plasticizing agent. The biofilm was subjected to an aerobic
biodegradability test, with which a weight loss of 18.8% and a production of 53 mg of
C 2in5 days were obtained, showing a good biodegradability capacity.

Keywords: Acid hydrolysis; Pectin; Biofilm; Respirometry; Biodegradability; Natural
sciences.

INTRODUCCION

El cultivo de cacao (Theobroma Cacao L.) ha venido creciendo en los ultimos afios en Colombia
debido a la demanda nacional e internacional de su grano y sus subproductos, asi como a proyectos
productivos impulsados en las regiones cacaoteras del pais. Se estima que la produccién de cacao en
Colombia para el afio 2021 fue de aproximadamente 69 000 toneladas, mientras que las
exportaciones del grano seco de cacao y de sus productos crecieron en un 4,9% y 7,1%
respectivamente, marcando un récord histérico de produccion para el subsector cacaotero
(Fedecacao, 2022).

En el beneficio del cacao solo es aprovechable el grano o semilla, mientras que la cdscara o
mazorca es descartada y se convierte en el mayor residuo del proceso, lo cual es relevante ya que la
cascara representa entre el 74% y el 76% del peso del fruto de cacao (Vriesmann y de Olivera, 2017).
Esto implica la produccion de toneladas de residuos organicos que actualmente son aprovechados
principalmente como abono en los cultivos; sin embargo, la degradacién de la cascara es lenta por lo
que no es un fertilizante muy efectivo, ademas esta es un vector para las enfermedades causadas
por Phytophora spp. y Monilophora roreri, las cuales causan importantes pérdidas econdmicas al
sector cacaotero (Gil, 2016).

Otra problematica asociada a las practicas de manejo de los residuos del cacao es que la cascara
vacia en temporadas lluviosas sirve como depdsitos de agua que facilitan la incubacién de huevos del
mosquito Aedes aegypti, el cual esta asociado a la transmision de enfermedades como el dengue
(Sanchez et al., 2009).

Actualmente se han propuesto distintos usos y aplicaciones para la cascara de cacao desde
diferentesenfoques técnicos, como la fabricacién de suplementos alimentarios para ganado lechero
(Garcia, 2012), la bioadsorcion de metales pesados en aguas residuales teniendo como lecho
adsorbente la cdscara de cacao (Lara et al., 2016) y también la obtencion de pectinas para distintos
usos (Guerrero et al., 2017; Suarez y Orozco, 2014; Barazarte et al., 2008).

Entre los posibles usos de la corteza del fruto de cacao, se destaca la extraccion de pectina, una
sustancia importante en la produccién de alimentos como salsas, mermeladas, jaleas y bebidas por
sus propiedades gelificantes (Cedefio, 2019). Esta potencialidad es un hecho de poco conocimiento
en Colombia y se presenta como una oportunidad para evaluar fuentes alternativas para la extracciéon
desustancias pécticas a base de materias primas encontradas en el medio local y regional frente a los
productos comerciales importados que suplen la totalidad de la demanda de la industria alimentaria
colombiana (Montoya y Penagos, 2011).
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La pectina es una sustancia con potencial para la fabricacion de peliculas de empaquetado por
sus propiedades fisicoquimicas (Villacrés et al., 2018). En este aspecto se destaca la investigacién de
Del Aguila y Zegarra (2016) como una alternativa en la fabricacién de fibras plasticas biodegradables
quesirvan para el embalaje de productos agricolas. El procesamiento de los residuos es hoy en dia
una tendencia ambientalmente beneficiosa que toda agroindustria debe implementar para la
obtencion de diversos subproductos con un alto valor monetario contribuyendo a la disminucion de
los problemas ambientales generados por la falta de medidasacertadas. De esta manera, la extraccion
de las pectinas contenidas en la mazorca de cacao supondria un valor agregado para este
subproducto.

MATERIALES Y METODOS

Seleccidn del material vegetal

Se tomd una muestra de cdscaras de cacao de variedad criolla en la finca La Floresta del
municipio de Falan, Tolima (Colombia) (latitud 5° 7'54.01"N, longitud 74°59'1.92" O, altitud 1170
msnm), las cuales habian sido descartadas tras realizar el proceso de despulpado del cacao, una
semana antes de la seleccidn, por lo que se escogieron las cascaras directamente del sitio destinado
a la disposicion de estos residuos dentro de la finca.

Las cascaras de cacao fueron lavadas con agua pura para remover las particulas contaminantes
de mayor tamafo como tierra e insectos; después fueron desinfectadas con solucidn de hipoclorito
de sodio diluido al 2% para terminar de eliminar los contaminantes que pueden afectar el proceso
de extraccidn de pectina. Posteriormente, fueron secadas durante una semana en una marquesina
alcanzando temperaturas de hasta 45°C para luego ser empacadas y enviadas hacia la ciudad de
Bogota D.C., en donde se realizaron los ensayos de laboratorio. Se utiliz6 un molino manual para
triturar las cascaras deshidratadas hasta obtener un tamafio de particula de 420 um (Malla 40) para
facilitar la hidrélisis. Las muestras se almacenaron en un desecador hasta su uso.

Caracterizacion muestras de cascaras de Cacao

Se midid la densidad de la muestra utilizando el método del Picndmetro, el cual se peso primero
vacioy luego lleno con un liquido de guia de una densidad conocida (agua destilada); luego se afiadio
la muestra al picndmetro (vacio y seco) y se volvié a pesar esto con el fin de conocer el peso de la
muestra, para luego llenar la muestra con el agua destilada. Finalmente, se pesé por ultima vez el
picndmetro y asi se logré determinar el peso del agua destilada que se desplaza y calcular la
densidad de la muestra utilizando la Ecuacién 1:

p= ::TB x (p0 —pL) + pL (Ec.1)
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Donde:

p = densidad de la muestra

A = peso de la muestra

B = peso de la muestra en liquido
p0 = densidad del liquido

pL = densidad del aire

Se determind el contenido de humedad de la cascara seleccionada por el método gravimétrico,
colocando la muestra en un horno a 105 °C durante 24 horas, registrando asi la pérdida de masa de
la muestra. El contenido de humedad se calculdé haciendo uso de la Ecuacion 2.

wi-w?2

%Humedad = *100% (Ec.2)

w1

Donde:
W1 = peso inicial de la muestra
W2 = peso de muestra deshidratada

Se realizd un analisis termogravimétrico en un equipo Mettler Toledo en atmédsfera inerte de
nitrégeno a una tasa de calentamiento de 10 °K/min entre 25 y 850 °C. En este analisis se determina
la pérdida de masa de la muestra en funcion de la temperatura.

Extraccion de pectina

En los ensayos de hidrdlisis dcida se evaluaron dos factores de estudio: el tipo de acido (acidos
citricoy clorhidrico) y los valores de pH (pH = 2.0, pH = 3.0 y pH = 4.0), por lo que se tuvieron seis
tratamientos para cada una de las variables respuesta, como se observa en la Tabla 1.

Tabla 1. Tratamientos del disefio experimental.

Tratamiento Tipo de acido Valores de pH
T1 Citrico 2,0
T2 Citrico 3,0
Ts Citrico 4,0
Ta Clorhidrico 2,0
Ts Clorhidrico 3,0
Te Clorhidrico 4,0

Fuente: elaboracién propia.

Para cada ensayo se tomaron 40 g de cascara deshidratada de cacao diluidos en 500 ml de agua
acidulada ajustada a su respectivo pH (Relacion 1/12,5). Las hidrdlisis se realizaron en bafio
termostatado durante 90 minutos y agitacién constante. Investigaciones previas muestran la
temperatura como un factor clave para la reaccion de hidrdlisis y se ha identificado que la
temperatura optima es de 90 °C (Guevara et al., 2020; Del Aguila y Zegarra, 2016). Posteriormente,
las muestras fueron enfriadas hasta llegar a T=10 °C para disminuir la velocidad de la reaccién de
hidrdlisis y evitar la degradacién de la pectina por efecto de la temperatura. Una vez enfriadas las
muestras, procedieron a ser filtradas por tela de liencillo. Se obtuvo la pectina en fase humeda por
precipitacion alcohdlica adicionando una cantidad de etanol al 96% equivalente al 80% del volumen
recuperado tras la filtraciéon. Por ultimo, la pectina se secd a 55 °C durante 96 horas para su
caracterizacion.
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Caracterizacion fisicoquimica de pectina
La pectina en peso seco se caracterizd en términos de acidez libre, porcentaje de metoxilo (%ME),
grado de esterificacion (%GE) y porcentaje de acido galacturdnico (%AGG) mediante la técnica de
Owens (Owens et al., 1952; en Mendoza et al., 2017). Ademas, se realizd andlisis de FTIR con equipo
Shimadzu IRAffinity-1s por método de transmisidn (muestra sdlida) de las pectinas obtenidas para
conocer los grupos funcionales presentes graficados por el software Origin Pro.

La acidez libre es el inverso del peso equivalente, estas propiedades se cuantificaron mediante la
titu- lacion con NaOH 0,1 mol/L y se calcularon relacionando el peso de la muestra y los
miliequivalentes de hidroxido de sodio gastados en la titulacion (Owens et al., 1952; en
Mendoza et al., 2017) (ecuaciones 3 y 4).

mg Componente Acido

peso Equivalente = meq (@NaOH

(Ec.3)

Donde:

Meq A (NaOH) = meq de NaOH utilizados en la titulacién
Componente acido = mg de pectina

Acidez Libre: meq4 (Naoh) (Ec.4)

g Componente Acido

Dénde:
Meq A (NaOH) = meq de NaOH utilizados en la titulacién
Componente acido = mg de pectina

El % de metoxilo se determind con la solucion empleada para la definicion del peso equivalente
y acidez a la cual se agregd hidréxido de sodio 0,25mol/L para desesterificar la pectina. Luego se
neutralizd la solucion con acido clorhidrico 0,25mol/L y se titulé con hidroxido de sodio 0,1mol/L
hasta el cambio de color a rojo, y se calculé por medio de la Ecuacién 5.

meq B-31-100

mg Componente Acido

% Metoxilo: (Ec.5)

Dénde:
31=peso molecular del metdxido (CH30) expresado en mg/meq
meq B = meq de NaOH utilizados en la titulacion
Componente acido = peso de la muestra (mg)

El porcentaje de metoxilo indica la proporcién de unidades de acido anhidro galacturdnico (AGG)
cuyos grupos carboxilos han sido esterificados por metanol (Mejia, 2010). El grado de esterificacion
se midié relacionando los meq B gastados en la titulacién de determinacidén del porcentaje de
metoxilacidn y la suma del total de los meq A gastados en la titulaciéon de determinacion del peso
equivalentey meq B; se empled para su célculo la Ecuacion 6.
meq B

% Grado De Esterificacion:
meq A+meq B

(Ec.6)
Donde:
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meq A = miliequivalentes utilizados en la primera titulacién NaOH 0,1 mol/L
meq B = miliequivalentes utilizados de NaOH 0,1 mol/L en la segunda titulacion para determinar
elcontenido de metoxilo

El % de acido anhidro galacturdnico esta altamente relacionado con la pureza de la sustancia
péctica. La determinacién de la acidez libre y de las unidades metiladas se relaciona mediante la
Ecuacion 7.

. o . 176-100— A B
% Acido Anhidrido Galacturonico: (meq A+meqB)

(Ec.7)

mg Componente Acido

Dénde:
176 = peso molecular del dcido anhidrido galacturénico expresado en mg/meq
meq A = miliequivalentes utilizados en la primera titulacién con NaOH 0,1 mol/L
meq B = miliequivalentes utilizados de NaOH 0,1 mol/L en la segunda titulacién para determinar
el contenido de metoxilo
Componente acido = peso de la muestra (mg)

Elaboracién de la biopelicula

La solucién para la formaciéon del biopolimero se prepard con la pectina seleccionada
(Tratamiento T2), teniendo en cuenta el andlisis del disefio experimental. Se utilizé agua destilada y
glicerina vegetal como agente plastificante. Ensayos previos sobre la obtencidn de biopolimeros a
partir de la pectina del cacao sugieren concentraciones del 3% de pectina molida y 1,5% de glicerina
diluidas en agua destilada a fin de mantener la mejor proporcion entre elongacion y resistencia del
material (Del Aguila y Zegarra, 2016). Se prefiere un contenido de glicerina intermedio ya que, a
mayor porcentaje de glicerina, aumentara el espesor de la pelicula, pero ira perdiendo capacidad de
elongacién (Escribano, 2020). Se preparo la solucion con dichas proporciones con la ayuda de una
plancha de agitacion magnética a 1000 RPM hasta que la mezcla presentd una viscosidad adecuada.
Posteriormente, la mezcla se esparcié sobre laminillas de microscopio que sirvieron como molde y
fueron llevadas al horno a T =55 °C durante 24 horas para su secado. La pelicula obtenida se observo
a través de un estereoscopio Milligram con aumento 25X con el fin de observar su estructura y la
mezcla de sus componentes.

Ensayo de Biodegradabilidad

Se realizd un montaje de sistema respirométrico de acuerdo con lo previsto por la norma 150
17556 de 2019, la cual establece una metodologia para la determinacion de la biodegradacion
aerobia de materiales plasticos en el suelo mediante una prueba que permite medir la cantidad de
dioxido de carbono liberado por la accion microbiana sobre el material.

La Figura 1 muestra el diagrama del montaje respirométrico utilizado, cuyo sistema consistio en
una bomba de aire conectada a una serie de frascos en los que se dio la degradacion aerobia, tanto
de la biopelicula como de dos materiales de prueba utilizados. Finalmente, se dio una posterior
captura del didxido de carbono emitido por la accion microbiana y se utilizdé un calibrador de burbuja
Gillibrator para determinar el caudal de aire suministrado por la bomba.
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Figura 1. Diagrama del sistema respirométrico para la captacién de COz: (1) Bomba de aire; (2) Frasco con NaOH en escamas;
(3) Frasco con compost y material de prueba; (4) Frasco con Solucién Ba (OH). 0,0125M; (5) Bafio termostatado.
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Fuente: Elaboracién propia.

Un flujo de aire se dirigid inicialmente a un frasco con escamas de NaOH para eliminar el CO2
presente; posteriormente, fue conducido al siguiente frasco de ensayo donde se encontraba la
muestra de compost con el material de prueba (fibra de polietileno no lineal de baja densidad y filtro
de celulosa). Este frasco mantuvo en un bafio termostatado a temperatura constante de 25 °Cy se
posiciond de manera que se evitara al maximo posible la incidencia de luz solar sobre el compost.
Finalmente, el flujo de aire se dirigié a un ultimo frasco con una solucion de Ba (OH),, cuyo propésito
fue el de capturar elcontenido de CO, resultante de la biodegradacion de los materiales en el frasco
de ensayo para su posterior medicion por titulacién.

Como medio de degradacion se utilizé un compost de residuos de poda y jardin con una
maduracion de tres meses que teniendo en cuenta su preparacion estaria en el rango de
caracterizacion tipico de este tipo de materiales resultantes de un compostaje aerobio con una
relacién C/N de 150 (Ministeriode Vivienda, Ciudad y Territorio, 2012), el cual fue enriquecido con
microorganismos activados a base de una mezcla de bacterias, levaduras, hongos entre otros
microorganismos beneficiosos.

Tras cinco dias de prueba de biodegradabilidad para cada material, se procedidé a la medicién
del CO, capturado mediante titulaciéon con HCI 0,05 M y fenolftaleina como indicador. La masa de
CO, se determind mediante la Ecuacidn 8.

m=1,1x%x(50—VA) (Ec.8)

Ddonde:

m = masa de CO; en mg
VA = vol. Acido usado en titulacién

Analisis estadistico

Los datos fueron interpretados utilizando un andlisis de varianza ANOVA con dos factores: el tipo
de acido a dos niveles (acido clorhidrico y acido citrico) y el pH a tres valores (2, 3 y 4) teniendo
como variable respuesta: rendimiento de pectina, % de metoxilo (realizando los ensayos por
duplicado) y % de esterificacién, % de acido galacturdnico y % de acidez, para los cuales se hicieron
ensayos por triplicado. El nivel de significancia fue evaluado para un valor p < 0.05, empleando el
software Minitab 17.3.1.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La caracterizacion del material de cascaras de cacao arrojo valores acordes con la literatura. En
particular, el contenido de humedad es comparable con lo reportado por Ortiz & Alvarez (2015) y
Herrera et al. (2020), los cuales obtuvieron porcentajes de humedad del 85 y 84.35%
respectivamente. Los resultados obtenidos para la cascara seleccionada se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Resultados de humedad y densidad de la Céscara de cacao

Variable Valor
Humedad (%) 82,12
Densidad (g/ml) 1,08

Fuente: Elaboracién propia.

Los resultados del andlisis termogravimétrico se muestran en la Figura 2. Teniendo en cuenta el
contenido de celulosa y lignina se observa una primera zona de pérdida de masa desde la temperatura
inicial hasta 120 °C aproximadamente, que se atribuye a una pérdida de volatiles y deshidratacion,
posteriormente se observa una segunda zona hasta aproximadamente 400 °C en la cual se realiza la
descomposicidn de la celulosa y la hemicelulosa y el desprendimiento de materia volatil, en donde
realmente se dala mayor pérdida de masa. La temperatura de maxima descomposicion de la
biomasa de cascara de cacao se da a una temperatura de 304 °C, lo cual la hace una biomasa muy
estable, cuyo comportamiento es corroborado con la caracterizacion de este tipo de materiales en la

literatura (Adjin-Tetteh et al., 2018).

Figura 2. Andlisis termogravimétrico cascara de cacao

=~ DTG Cascara de cacao

50 150 250 350 450

550

750

850

950 C

Fuente: Elaboracion propia.

Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica, segun la técnica de Owens de la pectina extraida

se presentan en la Tabla 3 y las figuras 3(a) y 3(b).
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Tabla 3. Resultados de la caracterizacidn fisicoquimica de la pectina.

Tratamiento | % Galacturonico | % esterificacion Acidez % Metoxilo | Rendimiento
T1 35.4+0.61 35.8+7.96 0.9+0.19 1.4+ 0.06 1.3+0.28
T2 42.5+1.30 55.0+3.23 0.8+0.10 2.4 +0.06 1.1+0.07
T3 42.4+£1.19 40.5+6.72 0.4+0.02 0.9 £0.05 1.1+0.10
T4 35.4+0.88 57.2+5.90 0.4+0.02 1.5+1.47 1.9+1.88
T5 34.8+0.26 75.1+7.37 0.3+0.06 24+244 1.5+1.51
T6 39.1+3.54 60.6 +5.25 0.2+0.09 0.9+0.93 0.8+0.82

Fuente: Elaboracién propia.

Figura 3. Resultados de la caracterizacién de pectina. Variables analizadas por duplicado (a) y por triplicado (b)
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Fuente: Elaboracion propia.

Para el analisis de los datos experimentales se comprobaron los supuestos de distribucidon
normal delos residuos, homogeneidad de varianzas y aleatorizacion de las corridas experimentales.
Para conocer la influencia del tipo de acido y el pH en las variables respuesta, se plantearon las
siguientes hipétesis nula Ho y alternativas Hi:
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Ho: el factor experimental (j) no tiene influencia sobre la variable respuesta (i).
Hi: el factor experimental (j) tiene influencia sobre la variable respuesta (i).

Para determinar el rechazo o aceptacion de la hipdtesis nula se empled un nivel de significancia

del 5% (Tabla 4).

Tabla 4. Prueba de hipdtesis para determinacién de la influencia del tipo de acido y pH en las variables de respuesta

Variable de respuesta (i) Factor Experimental (j) P-Valor
Acido 0.022
% Rendimiento pH 0.003
Acido*pH 0.010
Acido 0.466
% Metoxilo pH 0.000
Acido*pH 0.979
Acido 0.000
Acidez pH 0.001
Acido*pH 0.017
Acido 0.001
% Acido Galacturénico pH 0.000
Acido*pH 0.006
Acido 0.000
% Esterificacion pH 0.001
Acido*pH 0.979

Fuente: Elaboracién propia.

Teniendo en cuenta el andlisis ANOVA, el tipo de acido y el pH, asi como también la interaccion de
los dos factores ejercen influencia sobre el % de rendimiento. En el caso del % de metoxilo se
rechaza lahipédtesis nula para el factor experimental pH, indicando que la variacion del pH incide
sobre el % de metoxilo. El porcentaje de acido galacturdnico y la acidez se ven modificados por
todos los factores experimentales. El porcentaje de esterificacion no se ve afectado por la
interaccién entre el tipo de acido y el pH (Figura 4).
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Figura 4. Graficas de efectos principales para a) % de rendimiento; b) % metoxilo, c) % de esterificacién, d) % 4cido galacturdnico, e)

Acidez.
a) b)
25 3.0 )
20 Ta Acido citrico 25 1 o
° Acido Clorhidrico Acido citrica
- T5 2.0 . .
= = Acido Clorhidrico
g 15 T ]
T4
E 3P 3 é 15 =
=
1.0
& 16 # 10 13 T6
® ’
0.5 0.5
0.0 0.0
2 3 4 2 3 4
) ™ o
C dJ
90.0 P 700
cido citrico
80.0 5 Acido citrico
700 Acido Clorhidrico 60.0 . o
- - Ta T6 Acido Clorhidrico
g 600 7 g 300 n L=
% 50.0 . 1 E 400 1 T4 5
2 400 £ 300
4 300 8
# o0 £ 200
10.0 10.0
0.0 - 0.0
2 3 4 2 3 4
pH pH
e)
1.00
T1
0.90 T2 Acido citrico
0.80 . o
Acido Clorhidrico
3 0.70
g 060
E\ 0.50
b T4 =
E 0.40 T5
= 0.30 T6
0.20
0.10
0.00
2 3 4
pH

Fuente: Elaboracion propia.

Los resultados de la interaccidon de los factores se muestran en la Figura 4. Para evaluar el
efecto deltipo de acido y pH en el rendimiento de pectina se encontré que, de los tratamientos
realizados en ellaboratorio, el de mayor rendimiento fue 1,88%, el cual corresponde al uso de HCl
como tipo de acido donde sus condiciones fueron pH= 2; Temperatura 90 °C y 90 minutos de
extraccion pvalor < 0.005. Los valores obtenidos son inferiores a lo reportado por Del Aguila &
Zegarra (2016), quienes encontraron un rendimiento promedio de 4,1%, utilizando acido citrico a
pH= 3,0, temperatura de 90 °C y 90 minutos de hidrdlisis. Cabe resaltar que para la elaboracion de la
biopelicula se tomd también la pectina correspondiente al tratamiento T2 (acido citrico pH=3,0) el
cual se escogiod teniendo en cuentalas demds variables analizadas, distintas al rendimiento, ya que
estas reflejan la calidad de la pectina.

Respecto a la acidez libre, Guidi y Arandia (2010) reportaron una acidez libre de 0,79 meq/g
para pectina extraida de cascaras de maracuya. Un valor cercano fue obtenido en el tratamiento T2
(0,78 meq/g). Se presenta una relacién directa entre la acidez libre y el pH de extraccion, cuyo
patron también lo describen Cabarcas et al. (2012). En la Figura 4e se muestra que el tipo de 4cido y
el pH influencian la acidez libre (a<0.05) encontrandose la mayor acidez a pH 2 y extracciéon con
acido citrico.
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El grado de esterificacion fue del 55,02%; es decir, que mas de la mitad de los grupos carboxilos
de lasunidades de AGG que conforman la cadena de pectina se esterificaron con metanol (Posada,
2019), clasificandose como una pectina de alto metoxilo (Sdnchez-Aldana et al., 2011). Otros analisis
de pectinas extraidas por hidrélisis acida de cacao muestran resultados de 51,31% (Rengifo et al.,
2019). Los resultados muestran (0<0.05) que los efectos principales del tipo de &acido y pH
influencian la variable respuesta, pero la interaccidon entre los dos factores no ejerce influencia
sobre el grado de esterificacion. Por lo que se encuentra favorecido a un pH 3 y uso de acido
clorhidrico (Figura 4c).

El porcentaje de metoxilo de la pectina seleccionada fue de 2,38%, clasificandose como una
pectina de gelificacién, lo cual coincide con otros autores. Mendoza et al., (2017) obtuvieron
pectina con un grado de metoxilo del 1,58%. Estos resultados corresponden a estados de
maduracion avanzados enlos frutos seleccionados, las pectinas de alto grado de metoxilo provienen
de frutos con menor tiempo de maduracién ya que a mayor maduracion disminuye el contenido de
pectinas solubles (Puay Barreto, 2015). El analisis de los resultados muestra (a<0.05) que sdlo el pH
influencia el porcentajede metoxilo como se muestra en la Figura 4b.

Por ultimo, se caracterizé el contenido de acido anhidrido galacturénico (AGG), el cual es el
componente fundamental de la cadena molecular de las pectinas, que a veces también estan
acompafiados por otros azucares y por impurezas tales como minerales y pigmentos propios del
material vegetal utilizado en la extraccién (Paredes et al., 2015), por lo cual es uno de los indicativos
del grado de pureza de éstas (Chasquibol et al., 2008), ya que permite conocer el grado de pureza
de la sustancia péctica debido a que la pectina es un polisacarido constituido principalmente por el
AGG con algunosde sus grupos carboxilo esterificados, aunque también en su estructura alrededor
del 10% de la cadena puede representar otros azlcares, como arabinosa, glucosa y ramnosa
(Mendoza, Jiménez y Ramirez, 2017). Para este parametro se obtuvo un valor de 42,48%, lo cual es
un resultado mayor al reportado por Mendoza et al (2017). En este caso, con un grado de
significancia de 0.05 se determind que tanto el tipo de dcido como el pH y la interaccidn entre estos
dos factores experimentales tienen influencia en el contenido de acido anhidrido galacturdnico
(AGG) (Figura 4d).

FTIR

El espectro infrarrojo de la pectina extraida con el tratamiento T. (Figura 6) muestra bandas
caracteristicas de esta sustancia, aunque algunos picos varian ligeramente de lo reportado por otros
autores.
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Figura 6. Espectro infrarrojo de pectina T2 (Acido citrico, pH= 3,0)
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Fuente: elaboracién propia.

Se identificé el pico presente a los 3630 cm™ como caracteristico de grupos hidroxilo (O-H),
segln Mufioz, (2016) se localiza tipicamente entre los 3600 y 3500cm™. Entre las bandas 3000 y
2900 cm™* se localizan las vibraciones de enlaces C-H pertenecientes a grupos alquilo (PUa y Barreto
2015). La region entre los 1750 y 1650 cm™ es indicadora de grupos carboxilos libres y esterificados
(Bravo y Condo, 2015), especificamente los picos de menor tamafio 1620 y 1650 cm™, son
identificados por Manriquez et al., (2020) como la banda de tensidn asimétrica del grupo C-O-0, lo
cual es caracteristico de las pectinas de alto metoxilo. Otra de las bandas relevantes para la
caracterizacion corresponde al acido poligalacturdnico, el cual forma la cadena principal de la
estructura de la pectina. Santos et al., 2013 (en Hennessey-Ramos et al., 2021) identifican este
grupo entre 1623 y 1428 cm™. Por ultimo, la regién entre los 1200 y los 950 cm™ se considera como
la huella dactilar del compuesto ya que en ella se encuentran sefiales tipicas de diferentes
polisacaridos (Hennessey-Ramos et al., 2021), y también se encuentran en esta region grupos éter y
enlaces carbono-carbono (Mantilla, 2020).

Caracterizacion de la biopelicula

Tras el proceso de secado, se obtuvo una biopelicula de color café oscuro, elastica, pero al
mismo tiempo algo quebradiza; la vista estereoscopica de la pelicula obtenida muestra manchas
oscuras correspondientes a trozos de pectina no solubilizados por completo en la mezcla del biofilm
(Figura 7).
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Figura 7. Vista estereoscopica de la biopelicula obtenida a partir de pectina de las cédscaras de cacao. (Aumento 25X).

Fuente: elaboracién propia.

En cuanto al espectro infrarrojo de la biopelicula (Figura 8), se encontraron varias similitudes
con el espectro de la pectina extraida como los enlaces O-H en 3353 cm’? y el pico caracteristico de
las cadenas de AGG a los 1629 cm™. Por su parte, Meza (2016) encontro picos en 3324 em®t y 1640
em™ enun bioplastico hecho a partir de almidon de yuca y glicerina como agente plastificante.
También se puede observar que desaparecen los picos de los grupos carboxilos libres y esterificados
a 1750 cm™,asi como cambios en los picos pertenecientes a la “huella” de la pectina. En la pelicula se
encuentranestos picos en 1387 cm™, perteneciente a grupos carboxilos (Mufioz, 2016) y en 1034 cm’
Y que surgen por la reaccién con el glicerol formando enlaces éter C-O-C (Meza, 2016).

Figura 8. Espectro infrarrojo de la biopelicula obtenida a partir de la pectina de las cascaras de cacao.
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Fuente: elaboracién propia.
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Ensayo de biodegradabilidad

Se observo un flujo relativamente constante con una variacion menor al 10% como recomienda
la norma ISO 17556. Se determind un flujo promedio de 1257,6 cc/min £ 9.1815, como se muestra
en la Tabla 5.

Tabla 5. Determinacién del caudal de aire suministrado por la bomba para el ensayo de biodegradabilidad de la biopelicula.

Lectura Flujometro (cc/min) Flujo promedio (cc/min)
1246
1267
1251 1257,6+£9.1815
1266
1258

Fuente: elaboracidn propia.

Las pruebas respirométricas de cada material tuvieron una duracion de 5 dias, tras los cuales se
observé en cada uno de los 3 casos que en el frasco de solucién de Ba(OH)2 habia pasado de ser
incoloraa tener un color blanquecino y se observaron también precipitados en el recipiente, claro
indicador de la formacion de carbonato de bario (BaCO3) tras la captura de CO, producido por la
degradacién de los materiales. En la Tabla 6 se presenta la masa de CO, (mg) capturada para los tres
materiales deprueba.

Tabla 6. Masa de CO; capturado en pruebas respirométricas

Material CO, capturado (mg)
Polietileno de baja densidad 38,46
Filtro de celulosa 48,84
Bioplastico 53,13

Fuente: elaboracién propia.

El biofilm elaborado a partir de la pectina de la cdscara de cacao tuyo la mayor produccién de
CO, seguido de cerca por el filtro de celulosa y por ultimo el polietileno de baja densidad presentd
una cantidad considerablemente menor de produccién de CO,. Estos resultados presentan una
tendencia similar a lo reportado por Meza (2016) que obtuvo una biopelicula a partir del almidén de
yuca y es este material el que tiene una mayor biodegradabilidad por encima de la celulosa vy el
plastico tradicional.

Los resultados presentados por Meza (2016) muestran que, a pesar de que la cantidad de
dioxido de carbono acumulado sigue creciendo con el tiempo para todos los materiales alrededor
del dia 25 de compostaje, la celulosa aumenta considerablemente la produccion de CO,, mientras que
el bioplasticode almidéon de yuca empieza a mostrar un comportamiento de meseta. Por su parte
Del Aguila y Zegarra (2016) reportaron una degradacién del 35,57% en 5 dias para una pelicula
plastica hecha a partir de pectina de cascara de cacao cuantificando la pérdida de peso de la
pelicula en el suelo, mientras que en este trabajo se evidencié una pérdida de peso de
aproximadamente 18,8% tras 5 dias en condiciones de montaje respirométrico, pues se iniciaron con
0,101 g de bioplastico y se recuperaron alrededor 0,082 g al final de la prueba.
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La importancia de las biopeliculas obtenidas a partir de residuos del cacao como de la cascara
de la mazorca o cascarilla se deben a las abundantes plantaciones del fruto, pues las composiciones
de sus residuos permiten el aprovechamiento en la obtencidn de bioplastico donde se prevé menor
costo de materia prima (Lema, 2021).

CONCLUSIONES

Se observaron diferencias significativas en las pectinas extraidas debido a la influencia del tipo
de acido y valores de pH. Las hidrélisis con HCL presentaron mayor rendimiento en la extraccion a
valores bajos de pH (2,0 y 3,0) respecto a las hidrdlisis realizadas con 4cido citrico. Sin embargo, las
pectinasextraidas con HCL presentaron coloraciones mucho mas oscuras que las extraidas con dacido
citrico locual indica una mayor presencia de residuos de la cdscara del cacao que afectan la calidad
de las pectinas; esto se presentd en las caracterizaciones en las que las hidrdlisis con acido citrico
presentaron mayores contenidos de acido galacturdnico, principal indicador de la calidad de la
pectina, razén porla cual se escogio la pectina T2 (acido citrico, pH= 3,0) para la elaboracién de la
pelicula plastica.

Las caracterizaciones fisicoquimicas mostraron valores similares a otros autores en varias de las
propiedades analizadas, la pectina escogida se clasific6 como alta en metoxilo y de baja gelificacidn
al igual que otras de las pectinas de estudios previos que usaron cacao como materia prima.

Para la elaboracién de la biopelicula es importante tener en cuenta las proporciones de pectina
y glicerina para obtener la mejor relacidon entre elongacion y espesor de la pelicula. También es
importante tener en cuenta los tiempos de secado y el recipiente en el cual se va a moldear la
pelicula para asegurar le gelificacidn. La capacidad de biodegradacion de la biopelicula fue superior a
la del polietileno y el filtro de celulosacon una pérdida de peso cercana al 20% luego de 5 dias de la
prueba. Los resultados de la respirometria también indican un potencial de biodegradacién de la
biopelicula de pectina, teniendo una buenacaptacién de CO, en la prueba respirométrica respecto a
los demas materiales ensayados.

RECOMENDACIONES

El color de la pectina es un indicador de la pureza de esta y se prefieren pectinas que tiendan a
tonos blancos para pectinas comerciales. En este sentido, se recomiendan técnicas de
blanqueamiento previas a la hidrdlisis que no solo mejoren el color, sino que también contribuyen a
la desactivacion de enzimas pectinesterasas.
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