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INTRODUCCION

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Desde hace varias décadas los residuos agroindustriales han sido un foco de atencion para

varios investigadores a nivel mundial, debido a que parte de sus constituyentes pueden ser
materia prima para generar diversos productos de interés. Esta situacion sigue

prevaleciendo en la actualidad y se prevé que continuara en el futuro (Saval, 2012).

México es lider en produccion de citricos, al ubicarse como el quinto productor a nivel
mundial (4.6% del total) detras de China (21%), Brasil (18%), Estados Unidos (8%) y la
India (6%). La citricultura en México es una actividad de gran importancia econémica y
social. Se realiza en poco mas de medio millon de hectareas en regiones con clima tropical
y sub-tropical en 23 entidades federativas. De esa superficie, aproximadamente 80% se
destina a los denominados citricos dulces, cuya produccién es del orden de 4.9 millones de
toneladas por cosecha, principalmente de naranja (83% del total), toronja (8%), mandarina
(5%) y tangerina (4%) (SAGARPA, 2012).

Cabe sefialar que el estado de Veracruz es lider en la produccion de lima persa, naranja,
mandarina y toronja, destinando 215 mil hectareas al cultivo de los citricos (CONCITVER,
2009).

El sureste de México es una de las principales regiones productoras de citricos del pais,
donde se genera un gran volumen de desechos solidos de citricos (cascaras y bagazo). Este
desecho proviene de la obtencion de jugos y, normalmente se envia a tiraderos a suelo
abierto, por lo que genera un problema serio de contaminacion. Esta situacién hace
deseable el aprovechamiento de los desechos agroindustriales citricos para la generacion
de productos de alto valor agregado como la obtencidn de aceites esenciales que se extraen

de las células localizadas en el flavedo de los frutos citricos (Chavez, 2012).



El problema al que se enfrentan los residuos agroindustriales es que no existe una clara
conciencia ambiental para su manejo, ademéas de faltar capacidad tecnoldgica y recursos
econdmicos para darles un destino final, asi como una legislacion especifica para promover
la gestidn de este tipo de residuos y que asegure un buen manejo desde su generacion hasta

su disposicion final (Saval, 2012).

HIPOTESIS
El rendimiento de extraccion de pectina de residuos de cascara de toronja por medio de una

hidrolisis alcalina en un reactor termo-mecano-quimico se vera afectado por la influencia
simultanea de dos factores: la concentracion (0.25 N, 0.5 N, 0.75N y 1N) de la base
utilizada para la hidrolisis y la temperatura (50 °C, 70 °C y 90 °C) dentro del reactor.

JUSTIFICACION
Durante las Gltimas décadas ha aumentado la industrializacion de subproductos de citricos

con los siguientes objetivos:

- Aprovechamiento de la pulpa para mejorar el aroma y la sensacion bucal de zumos
reconstituidos.

- Aprovechamiento de las cortezas de citricos como ingredientes de piensos para
alimentacion animal.

- Extraccién de aceites esenciales empleados como aromatizantes.

- Extraccién de terpenos para aplicaciones en la industria quimica.

- Obtenciodn de pectinas empleando como materia prima el albedo.

- Extraccién de los flavonoides hesperidina y naringina presentes en la corteza, los
cuales son empleados en la industria farmacéutica.

- Extraccién de carotenoides como pigmentos naturales (Elias, 2012).

Las pectinas son en la actualidad ingredientes muy importantes en la industria de los
alimentos, para hacer gelatinas, helados, salsa, queso, etc. También se emplean en otras
industrias, como la farmacéutica, que requieren modificar la viscosidad de sus productos
(Devia, 2002). Existen diversos procesos patentados para obtener pectinas; en cada uno de
ellos se obtienen productos de diferente calidad; asi sus aplicaciones dependen mucho del
método de obtencion (Guidi, 2010).



El proyecto comprende la extraccion y caracterizacion del material péctico presente en la
cascara de toronja, misma que fue sometida a un tratamiento previo para la extraccion del
aceite esencial a través de un reactor termo-mecano-quimico, tratando de aprovechar al
méaximo los compuestos de interés y de alto valor que los residuos agroindustriales nos
pueden brindar, y al mismo tiempo minimizar el impacto ambiental que estos pueden

ocasionar.

OBJETIVOS

Objetivo general
e Determinar las condiciones de extraccién Optimas para la extraccion del

material péctico presente en residuos agroindustriales de céscara de toronja,

sometida previamente a un tratamiento para extraccion de aceite esencial.

Objetivos especificos
e Llevar a cabo la caracterizacién de la matriz que presenta la materia prima

(cascara de toronja desengrasada).

e Establecer las condiciones Optimas de extraccion del material péctico presente
en la cascara de toronja, tomando como factores la temperatura y la
concentracion de la base durante el tratamiento en el reactor termo-mecano-
quimico.

e Observar y comparar el comportamiento reolégico de la pectina extraida de la
cascara de toronja contra una pectina comercial citrica.

e Evaluar los residuos provenientes de la hidrolisis alcalina de la materia prima

(determinacion de fibra insoluble).



MARCO TEORICO
El género citrus

Se le da el nombre de citricos a todas las especias de los géneros Citrus, Fortunella y
Poncirus. De estos tres géneros, el que ha alcanzado mas importancia comercial es el
Citrus (Baraona, 1992).

Actualmente no hay acuerdo undnime sobre la taxonomia de los citricos, aunque son dos
las clasificaciones que mas se utilizan, la de Swingle que considera 16 especies y la de
Tanaka que contempla 162. La clasificacion de Swingle se aproxima mas a la realidad
aunque a veces es insuficiente. La de Tanaka es en algin caso demasiado minuciosa y
detallista, pero resulta mas practica desde el punto de vista de la taxonomia botéanica y se
utiliza con mayor frecuencia (Zaragoza, 2011).

Swingle dividié al género Citrus en dos subgéneros, Papeda y Eucitrus que presentan
diferencias anatdmicas, pero sobre todo se distinguen por la contestabilidad de sus frutos.
Los del subgénero Papeda contienen agregados de aceites esenciales, que proporcionan al
jugo un sabor amargo muy desagradable que los hace incomestibles, mientras que los del
subgénero Eucitrus contienen en las vesiculas de la pulpa un jugo mas o menos agradable,
exento de aceites esenciales, de sabor ligeramente amargo, acido o dulce. En el subgénero
Eucitrus, que engloba 10 especies, se encuentran las 8 mas importantes desde el punto de
vista comercial: C. medica (cidros), C. aurantium (naranjos amargos), C. limén (L.) Burm
(limoneros), C. aurantifolia (Christm.), Swing (limeros), C. grandis (pummelos o
zamboas), C. sinensis, (naranjos dulces), C. reticulata (mandarinos) y C. paradisi
(pomelos) (Zaragoza, 2011).

Toronja (Citrus paradisi)

La toronja o pomelo es un arbol cultivado por su fruta. Es un hibrido, probablemente
producido de forma espontanea entre la pampelmusa (Citrus maxima) y la naranja dulce
(Citrus sinensis) (Escobedo, 2013).



La toronja se distingue entre las frutas citricas por: 1) fruto grande redondo de color
amarillo palido en la madurez, de 3.5-5 in de didmetro, liso, con pulpa generalmente de
color amarillo claro, a veces rosada y de sabor que combina el dulce, el &cido y el amargo
(Little, 2001).

Produccién de Toronja en México

La produccion de toronja ha tenido un comportamiento de altas y bajas, pero sin
representar tendencias importantes, su produccion oscila entre 250 y 400 mil toneladas a
nivel nacional. EI consumo de toronja en fresco muestra un ligero comportamiento a la
baja, sin embargo, el sector industrial esta ganando terreno al suministrar mayor cantidad
de toronjas para la extraccién de jugo procesado, pudiendo mencionar que a partir del 2004
la toronja tiene mayor aceptacion en la agroindustria superando las 100 mil toneladas de

fruta procesada.

Se destina al cultivo de toronja una superficie de 7 mil hectareas, las cuales generan una

produccién de 168 mil toneladas.

En la figura 1 se pueden apreciar los estados productores de toronja en México. EIl primer
productor de toronja en el pais es el estado de Veracruz con 168 mil toneladas, en segundo
lugar se encuentra el estado de Michoacan con 52 mil toneladas, en tercer lugar el estado
de Tamaulipas con 28 mil toneladas y en cuarto lugar el estado de Nuevo Leon con 24 mil
toneladas (CONCIRVER., 2009).

Produccién (Ton)

Menos de 600

De 601 a 5,000
I De 5,001 4 10,000
B 0e 10,001 3 97,400
NS No significativo

Figura 1. Principales estados productores de toronja en México (SIAP, 2010).
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México ha pertenecido tradicionalmente al grupo de los productores lideres. En la
actualidad, nuestro pais se ubica como el quinto productor de citricos en el mundo. México
al pertenecer al grupo de los paises productores lideres en cuanto al cultivo de citricos y
teniendo en cuenta que una gran parte de su produccion se destina a consumo interno
(88%), lo convierte en un generador importante de desechos sélidos de citricos (SIAP,
2012).

Este desecho proviene, principalmente del procesado de la fruta para la obtencién de jugos.
Dicho residuo normalmente se envia a tiraderos a suelo abierto, lo que genera un serio
problema de contaminacion. Esta situacion hace deseable el aprovechamiento de los
residuos citricolas para la generacion de cantidades abundantes de aceites citricos a bajo

costo, para ser usados en proceso biocataliticos.

Del exocarpo (cascara) puede extraerse hasta un 95% del aceite esencial, destacando el
monoterpeno limoneno, componente principal del aceite esencial. Este es ampliamente
utilizado como sustrato puro para la sintesis quimica de otros compuestos ya que es
susceptible a la oxidacion, para generar compuestos de interés en la industria farmacéutica,

de los alimentos y la agricultura (Chavez, 2012).

Los residuos provenientes de este tipo de agroindustria también pueden presentar un
contenido importante y significativo de celulosa, hemicelulosa, lignina y pectina, que son
sustratos atractivos para la produccion de enzimas de aplicacion industrial. O bien, ser
utilizados con otras finalidades, como es el caso de la extraccion de la pectina, un
polisacarido ampliamente utilizado en distintas industrias tales como la alimentaria y la

farmacéutica.
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Generalidades de la pectina

La pectina es un polisacarido de origen natural que en los ultimos afios ha ido ganando
importancia. Los beneficios de la pectina natural son cada vez més apreciados por los
cientificos y los consumidores, debido a su biodegradabilidad. El éster metilado del &cido
poligalacturdnico se extrae comercialmente de cascaras de citricos y pulpa de manzanas en
condiciones ligeramente acidas. Son sustancias intersticiales, de efecto cementador
intercelular en los vegetales. De ahi su principal propiedad la de formar con el agua geles
elasticos, que es consecuente con su estructura, que responde a formas poliméricas del
acido galacturdnico en parte salificado por calcio o magnesio, o esterificado por grupos
CH5. Las pectinas se dividen en dos grupos principales sobre la base de su grado de

esterificacion (Ortufio, 1994).

La asociacion de cadenas de pectina con el agua conduce a la formacion de las redes

tridimensionales, que es la formacién de un hidrogel (Sriamornsak, 2003).

La pectina fue aislada por primera vez por el quimico francés Henri Braconnot en 1825,
quien la designé como “pectina”, que deriva del griego peptikos, que significa congelar o
solidificar. Forma coloides por excelencia, ya que tiene la propiedad de absorber una gran
cantidad de agua, pertenece a la familia de los oligosacéridos y polisacaridos de alto peso

molecular.

Estas sustancias tienen una gran importancia en sus aplicaciones biotecnoldgicas y en
diversos campos de la industria agroalimentaria. Se usa como agente gelificante, espesante,
emulgente y estabilizante, en la elaboracion de mermeladas, jaleas y confituras, frutas en
conserva, productos de panaderia y pasteleria, bebidas y otros alimentos, porque les
confiere las caracteristicas reoldgicas y la turbidez deseadas por el fabricante y el

consumidor.

Asi mismo, la pectina tiene efectos benéficos en la salud; por ello, tiene importantes
aplicaciones en la industria farmacéutica y cosmética. Es empleada como ingrediente en
preparaciones farmacéuticas como antidiarréicos, desintoxicantes. Algunos farmacos son
encapsulados con una pelicula de pectina para proteger la mucosa gastrica y permitir que el

componente activo se libere en la circulacion de la sangre.
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Para fines industriales, las fuentes de obtencion de las pectinas se restringen
principalmente a las céscaras de los frutos citricos (20-35%), infrutescencia del girasol (15-
25%), remolacha (10-20%) y pulpa de manzana (10-15%) (Chasquibol, et al, 2008;
Navarro, 1985).

Las sustancias pécticas son mezclas complejas de polisacaridos que constituyen alrededor
de un tercio de la pared celular de las plantas dicotiledéneas y algunas plantas
monocotiledoneas. Estas sustancias se encuentran en las paredes celulares de las gramineas

en proporciones mucho mas pequenas.

La pectina se localiza en la lamina media de la pared celular y dicha ubicacion ha sido
conocida desde los primeros trabajos sobre este polimero. Las concentraciones mas altas se
encuentran en la lamina media, con una disminucion gradual a medida que se pasa a través
de la pared primaria hacia la membrana plasmatica. La digestion de los tejidos con enzimas
pectinoliticas conduce a la disolucién de la lamina y a la separaciéon de la celda con el
medio. (Van Buren, 1991).

Estructura de la pectina

La pectina presenta una estructura complicada, que contiene al menos 65%
de acido galacturonico. Contiene largas cadenas formadas por unidades de 1,4-a-D-4cido
galacturénico. Tres polisacaricos pécticos: homogalacturona, rhamnogalacturona-l y
galacturonas sustituidas que han sido separadas y caracterizadas, todas contienen acido
galacturonico en mayor o menor cantidad (Guidi, 2010). Hasta hace poco se ha aceptado
que los polisacaridos homogalacturona y rhamnogalacturona-1 son los constituyentes
principales de los polimeros pécticos, como se muestra en la figura 2a. Sin embargo, en
una estructura alternativa propuesta recientemente, el polisacarido homogalacturona es una

larga cadena de rhamnogalacturona-1 (figura 2b) (Chasquibol, et al, 2008).
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Homogalacturona T

Rhamnogalacturona Il T

Rhamnogalacturona |

b)

9 Ester aceuhco' Ester etilico

©® Acido galacturdnico (GalA)

© Rhamnosa (Rha)

® Apiosa (Api)

0 Fucosa (Fuc)

0 Acido acérico (AceA)

@ Galactosa (Gal)

© Arabinosa (Ara)

0 Xylosa (Xyl)

O Acido glucoronico (GlcA)

@ Acido cetodioximanno-octulopi-
ranosilénico (CDO)

° Acido heptulopiranosildrico (Dha)
acd (Dha)
Acido deoxilixo

Figura 2. Estructura bésica de la pectina: (a) Representacion esquematica

convencional; (b) Representacion nueva (Chasquibol, et al, 2008).

La homogalacturona es una cadena lineal de 1,4-a-D-&cido galacturonico, en el cual

algunos de los grupos carboxilos estan metil esterificados (figura 3).

La rhamnogalacturona-1 (RG-I) es una familia de polisacéaridos pécticos que contiene
disacéridos con unidades repetidas de [->4-a-D-AGAL-(=>2)-L-Rhamnosil(Rhap)-(1->1].

Los oligosacaridos lineales y ramificados estan compuestos predominantemente de o-L-
Arabinofuranosilo (Araf) y B-D-Galactopiranosilo (AGAL) y estan unidos al carbono C4
de algunos de los residuos de ramnosilo (figura 4) (Chasquibol, et al, 2008).
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metilicos

OH
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OH
HO
0~/ COOCH;,
0

Figura 3. Estructura primaria del polimero

lineal homogalacturona unido con 1,4-a-
acido galacturénico (GalpA).

Clasificacioén de las pectinas

3-3, B-unido 4-4 B-unido _/ )

|s D galadano [i-D-galactano J _‘/'—/
\ ’_</_/
\
\ 1 a-L-Araf
\/\ ’
4-AGal(1-2)-Rha-1 ™
-D- G3§/V m ai(1-2)-Rha- J

¢
pD-Glep

3-3,5-unido a-L-arabinano

Figura 4. Estructura principal del
polisacarido péctico de la
rhamnogalacturona-1 (RG-I).

Las pectinas se dividen en dos grupos principales, en funcion de su grado de esterificacion,

clasificandolas en: pectinas de alto grado de metoxilacién (HM, por su siglas en inglés),

pectinas de bajo grado de metoxilacién (LM, por sus siglas en inglés) y otras sustancias

pécticas desmetiladas. Las pectinas HM presentan valores de metoxilacion comprendidos

entre el 60 y 75%, mientras que este valor disminuye hasta en un 20-40% en las pectinas

LM (figura 5). Esta diferencia en el grado de metoxilacion influye directamente en la

capacidad formadora de geles de cada pectina (Mamani, 2011).

(TP AP

Pectina de Alto Metoxilo

Pectina de Bajo Metoxilo

Figura 5. Estructuras de la pectina de alto metoxilo y bajo metoxilo respectivamente.
(Serrano, 2015)
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Con base en estos dos grupos y al numero de grupos carboxilicos que se encuentran

esterificados en la cadena del polimero, la pectina se dividen en:

Protopectinas: Si todos los grupos carboxilos estan esterificados. Estas son insolubles en

agua y se hallan en mayor cantidad en los tejidos de los frutos no maduros o verdes.

Acidos pectinicos: Si la parte mayoritaria de los grupos carboxilos esta esterificada. Estos
compuestos son capaces de formar geles si las condiciones de sélidos solubles y el pH son

adecuadas. A las sales de estos acidos se llaman pectinatos.

Pectinas: Son los 4&cidos pectinicos solubles en agua caliente, con un contenido
significativo de ésteres metilicos. La principal caracteristica es su capacidad de formar

geles en presencia de sélidos solubles suficientes, &cidos o iones polivalentes.

Acidos pécticos: Estos compuestos no poseen grupos carboxilicos esterificados. Las sales
de estos se denominan pectatos y reaccionan facilmente con los iones calcio de las células
para producir compuestos insolubles en jugos de fruta, dando un precipitado visible comin
en la separacion de fases o mediante el ablandamiento de los néctares.

Asi, existen dos caracteristicas quimicas fundamentales que definen las propiedades de las
pectinas: 1) grado de esterificacion, 2) longitud de la cadena. EI comportamiento y las
aplicaciones practicas de los diferentes tipos de pectinas se explican segln los valores de

estas dos caracteristicas (Londofio-Lonofio, 2012).

Propiedades de la pectina

A valores de pH por encima del valor del pK de los grupos acidos, la molécula de pectina
posee carga negativa suficiente para evitar la gelificacion bajo condiciones practicas en los
sistemas de agua y sacarosa. A medida que el pH se reduce gradualmente, la pectina es

capaz de formar un gel con cantidades muy altas de azucar (May, 1990).

En este caso, el azicar deshidrata, mientras que la presencia de un &cido favorece la
formacion de puentes de hidrdgeno, porque la acidez del medio evita la ionizacion de los

grupos carboxilatos y reduce la repulsidn electrostatica entre las cadenas pécticas.
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Se organiza asi una red tridimensional, que se estabiliza gracias a las interacciones

hidrofébicas de los grupos éster metilicos.

Son varios los factores implicados en la fijacion de las condiciones éptimas para una buena

gelificacion péctica:

a)

b)

d)

f)

El porcentaje de pectina: la solidez del gel aumenta con la concentracion de sustancia
péctica.

El pH de la solucidn: los geles de pectinas suelen ser estables en el intervalo de pH
entre 2.5 y 5.0, segun la naturaleza de la pectina. Sin embargo, una acidez extrema (pH
inferiores a 2.5)) puede conducir a una sinéresis del gel.

El peso molecular de la pectina: un peso molecular elevado favorece que las moléculas
se puedan distribuir en una red tridimensional y atrapar en su interior a las moléculas
que se encuentran en la disolucion. Para la buena formacién de un gel es necesario que
las moléculas estén dispersas en forma coloidal.

La temperatura: es un factor que influye en el tiempo de gelificacion, que resulta lenta
por debajo de los 55°C y muy répida por encima de los 85°C.

El grado de esterificacion: las pectinas con un indice de metilacion superior al 50%
necesitan un medio acido (pH entre 2.5 y 3.5) para gelificar, asi como un contenido en
solidos solubles superior al 55%, generalmente de azlcar. Las pectinas escasamente
metiladas exigen de la presencia de iones Ca?* para gelificar, asi como un 10-20% de
solidos solubles y un margen de acidez mas amplio (pH entre 2.5y 6.5).

El porcentaje de sacarosa: el azUcar debe estar presente por encima de una
concentracion minima, que viene determinada por la relacién pectina/azucar (Bello,
2000).
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Aplicaciones de la pectina en la industria

Industria alimentaria

Los productos alimenticios tienen contenido variable de humedad, y esto constituye uno de
los factores esenciales de su consistencia y conservacion. Uno de los papeles principales de
la pectina es justamente mantener esta consistencia, fijando la humedad, es decir,
uniéndola a los otros constituyentes, sea bajo la forma de un gel o un semigel. La tasa de
humedad es por lo tanto uno de los pardmetros que determinan el tipo de pectina a utilizar

para obtener la textura deseada, mas o menos gelificada segln el caso.

La diversidad de los productos y la pluralidad de empleo hacen que las pectinas sean
utilizadas en las diversas ramas de la industria agroalimentaria, y muy particularmente en
confituras, jaleas y mermeladas, rellenos a base de frutas, postres variados, cremas heladas,

productos dietéticos, bebidas, etc. (Navarro, 1985).
Industria farmacéutica

La pectina se encuentra inscrita en la Administracion Federal de Farmacos de Estados
Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) como un aditivo seguro sin limites de consumo
diario, por lo que ha sido ampliamente utilizada como excipiente en la formulacion de

comprimidos matriciales, geles, cubiertas de forma farmaceéutica, etc.

Se han realizado investigaciones para el desarrollo de formulaciones de pectina, con
capacidad de gelificar “in-situ”, con el objetivo de llevar a cabo un liberacion sostenida de

los farmacos administrados al organismo (Mamani, 2012).
Empaques de alimentos

Se han realizado investigaciones sobre el uso de las pectinas en la fabricacion de empaques
y recubrimientos comestibles. Algunas de ellas han usado mezclas de biomateriales para
fabricar peliculas biodegradables comestibles, mezclando pectina, almidon y glicerol; se
obtienen buenas propiedades mecéanicas, ademas de obtener buenas propiedades de

permeabilidad al oxigeno (Coffin, 1995).

18



Extraccion de pectinas

Generalmente la extraccion se lleva a cabo en reactores con agitacion lenta seguida por
separacion usando filtracion. El paso final de purificacion consiste en precipitar y lavar las
pectinas con alcohol, secado y pulverizado del precipitado. Actualmente se han reportado
otros meétodos alternativos para la extraccion de pectina citrica como: el uso de
membranas, la extraccion asistida por microondas, fluidos supercriticos, entre otros
(Londorio, 2012).

Hidrdlisis Acida

La pectina es extraida basicamente por una hidrélisis acida caliente, Barazate y cols.,
(2008) comprobaron que 90°C es una temperatura adecuada para extraer pectinas de la
cascara de cacao. Comercialmente las pectinas se extraen a altas temperaturas para
hidrolizar la protopectina usando acidos como el sulfurico, fosférico, nitrico, clorhidrico o
citrico. En este proceso se ha observado que el pH més &cido produce una mayor

extraccion, pero también una menor metoxilacién, debido a que en medio acido la pectina

puede hidrolizarse y se vuelve por tanto mas hidrofilica y mas soluble (Fredes, 2009).
Hidrolisis basica

Proceso de extraccion de pectina en un proceso alcalino empleando hexametafosfato,
hidréxido de sodio o hidroxido de amonio. La hidrdlisis se lleva a cabo en la misma forma

que en la hidrdlisis &cida, en un reactor con una temperatura determinada y con agitacion

continua durante un lapso de tiempo determinado (Hoondal, 2002).
Meétodos alternativos
- Intercambio i6nico

Es un proceso amigable con el medio ambiente, consiste en hacer reaccionar una
suspension acuosa de una fibra comestible con una disolucion de metal alcalino-térreo y
luego separar la suspensién resultante en una fraccion solida rica en pectina y la fraccion
liquida con menor cantidad de ésta. EI material obtenido (suspension) se hace pasar por
una columna de intercambio i6nico para cambiar los iones H* por los iones metalicos

agregados previamente y proceder a recuperar la pectina (Devia, 2003).
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- Extraccion asistida por microondas

Las condiciones de extraccion convencional provocan la degradacion térmica, lo cual
genera pérdidas en la cantidad del polimero y en la calidad de la pectina extraida. Debido a
esto, se han establecido nuevos métodos, en donde la pectina puede extraerse en menores
tiempos y con mejor calidad y rendimiento, como es el caso de la extraccion asistida por
microondas. Se sugiere que el efecto del calentamiento por microondas sobre el
rendimiento y la calidad de las pectinas extraidas, produce una desintegracion parcial del
tejido vegetal y una hidrdlisis de la protopectina y en segundo lugar, una rapida

inactivacion de las enzimas pectinoliticas (Fishman, 2006).
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

En la figura 6 se muestra el diagrama general del proceso; desde la recoleccion de la
materia prima, hasta la obtencion y caracterizacion de la pectina.

N e

a N
Recoleccién de Materia Prima
(Residuo de cascara de toronja
desengrasada)
\ S
a N
.. - Determinacion de Fib
Analisis Fisicoquimicos Materia Prima eterminacion ce Fibra
(Insoluble)
\ J
Determinacionde &
humedad ( A
— Hidrolisis Basica
Determinacion de
Proteina \ y
Determinacionde
Ac. Galacturdnico i v
Sobrenadante
Residuo sélido
v
2 Precipitacion
Determinacion de
Fibra (Insoluble) Y
Obtencidon de
Pectinas

Determinacionde
Viscosidad

L

Espectroscopia FTIR

Figura 6. Diagrama general del proceso
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METODOLOGIA

Recolecciéon de Materia Prima
La materia prima utilizada para la extraccion del material péctico, es el residuo proveniente

de un proceso de extraccion de aceite esencial por medio de arrastre de vapor “in-situ” en
un reactor termo-mecano-quimico, proyecto en desarrollo en el laboratorio de Ingenieria
Agroindustrial de la Facultad de Quimica UNAM.

Este pretratamiento que sufre la céscara de toronja, tiene un doble propdsito, lograr la
extraccion de los aceites esenciales presentes y realizar una inactivacion enzimaética,

evitando asi la degradacion del material péctico presente, a causa de las pectinasas.

El material semi-sélido obtenido a la salida del reactor se coloco en bolsas plésticas (figura
7), las cuales fueron confinadas en un congelador (Utech, USA) para su preservacion a

- 4°C.

Para llevar a cabo los experimentos necesarios de extraccion del material péctico la materia

prima se retiraba de congelacion cuando era requerida.

Figura 7. Aspecto de la materia prima, cascara de toronja (albedo y flabelo) libre de

aceites, a la salida del reactor termo-mecano-quimico.
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Determinacion de Humedad por Termobalanza
Para determinar la humedad presente en la materia prima, se pesaron entre 0.5 a 1 gramos

de muestra y se colocaron en una charola de aluminio formando una capa homogénea del
material. La lectura de porcentaje de humedad es determinada automaticamente por la
termobalanza (AND, Japon) cuando se alcanza un peso constante de la muestra a una
temperatura de 105°C (Kirk, 1996).

Determinacién de ceniza
Se acondicionaron crisoles de porcelana a peso constante. En cada crisol se pesaron de 2 a

2.5 gramos de muestra seca y se colcaron dentro de una mufla (Termo Scientific, USA) a
550°C por 3 horas, posteriormente fueron colocados en el desecador para que se enfriaran
y se pesaron para registrar la perdida de peso durante el procedimiento. Los resultados

obtenidos se reportaron en porcentaje de cenizas (AOAC, 1990).

Determinacién de fibra insolube (celulosa, hemicelulosa y lignina)
Se colocaron crisoles de vidrio (porosidad intermedia) a peso constante y se pesaron 2

gramos de muestra seca en cada uno. Los crisoles se colocaron en un equipo analizador de
fibra (Luzeren, China) y se procedio a realizar las hidrélisis correspondientes: primero una
con detergente neutro y posteriormente otra con detergente acido a temperatura de
ebullicion, con duracion de 1 hora cada una. Después de cada hidrolisis se filtré el
detergente sobrenadante y se realizaron 3 lavados con agua en ebullicion. Los crisoles se
secaron en un horno por conveccién (Lindberg/blue, USA) a 105°C por 4 horas, concluido
el tiempo se retiraron y se dejaron enfriar en un desecador para determinar el peso de los
mismos. Realizado lo anterior, se afiadi0 permanganato de potasio y buffer de &cido
acético en una proporcion 2:1 a los crisoles y se dejaron reposar una noche, se filtré el
sobrenadante y se realizaron 3 lavados con etanol al 80% v/v, y uno adicional con acetona.
Los crisoles se colocaron en el horno por conveccion a 105 °C por 2 horas, hasta tener
peso constante. El resultado se expresa en porcentaje de celulosa, hemicelulosa y lignina
respectivamente (AOAC, 1990; FAO, 1993).
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Determinacién de carbohidratos reductores (glucosa) por reactivo de DNS
Se tom6 1 gramo de la muestra y se colocé a reflujo con 100 mL etanol al 80% v/v durante

1 hora. Transcurrido el tiempo se filtro el sobrenadante y se tom6 un 1 mL del mismo y se
colocé en un tubo de ensayo, se adiciond6 1 mL de reactivo de DNS (Nilsen, 2003),
enseguida se llevo a un bafio de agua en ebullicion, y se dejo reaccionar durante 5 minutos.
Se colocaron los tubos en hielo para detener la reaccion y después se adicionaron 10 mL de
agua destilada. Se leyd la absorbancia del color producido a 540 nm en un
espectrofotometro (Perkin Elmer, USA) y se incorpord un blanco o tubo testigo tratado de
la misma forma que la muestra conteniendo los azucares reductores. Se prepard una curva
estandar de glucosa en contentraciones de 0.2 a 2 mg/mL usando el mismo procedimiento.
Los resultados se expresaron en porcentaje de azlcares reductores (Nielsen,2003).

Determinacién de acido galacturénico
Del residuo solido filtrado en la determinacion de azucares reductores, se pesaron 0.3

gramos Yy se colocaron en un vaso de precipitados, al cual se le agregaron 5 mL de HCI
0.25N y se introdujo en un bafio Maria en ebullicion durante 5 minutos. Al enfriarse el
liquido se afiadié NaOH 0.25N hasta neutralizar la disolucion, se filtr6 con papel Whatman
No.1 y finalmente se llevé a un aforo de 25 mL con agua destilada. Posteriorente se tomo 1
mL de la solucion anterior y se coloco en un tubo de ensayo, se adicionaron 5 mL de
tetraborato de sodio 0.025M, se mezclaron en el tubo durante un minuto, se calent6 en un
bafio Maria en ebullicion por 10 min. Concluido el tiempo se afiadieron 0.2 mL de carbazol
(0.125% m/v), se agitd para lograr la homogeneizacién de las sustancias en el tubo y se
mantuvieron en el bafio de agua durante 5 minutos y se dejo enfriar. Se leyo la absorbancia
del color producido a 530 nm frente a un blanco de reactivos, tratado de igual forma que la
muestra. El &cido galacturonico se cuantifico interpolando los valores de absorbancia
obtenidos a partir de una curva estandar preparada con acido galacturénico anhidro, en
concentraciones de 0.4 a 40 pug/mL. Los resultados se expresaron en porcentaje de acido

galacturonico (Nielsen,2003).
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Determinacién de proteina por método Kjeldahl
Se pesaron 0.2 g de muestra y se introdujeron en un tubo Buchi, posteriormente se

agregaron 0.15 g de sulfato de cobre pentahidratado, 2.5 g de sulfato de potasio y 10 mL de
acido sulfarico concentrado. Los tubos se colocaron en el portatubos del equipo Kjeldahl
(Thermo, USA) vy éste se introdujo en el bloque de calentamiento. Se mantuvo una
temperatura de 360°C durante 45 minutos hasta la total destruccion de la materia organica,
es decir, hasta que el liquido quedara con una coloracion azul verdosa. Posteriormente el
tubo se coloco en un equipo analizador (Buchi, Suiza), para determinar la concentracion de
proteina, se adicioné NaOH al 40% hasta que el contenido del tubo virara a color azul, se
inicio la destilacion y los gases fueron recibidos en un matraz Erlenmeyer de 250 mL con
50 mL de &cido bdrico, la muestra se destil6 hasta que el volumen del matraz fuera de
aproximadamente 125 mL y el color fuera verde claro. Enseguida se llevd a cabo la
titulacion con HCI previamente valorado hasta que la disolucion presentara una coloracion
rojo brillante. Los mililitros gastados fueron empleados para realizar el célculo y
determinar el porcentaje de nitrdgeno, el cual fue multiplicado por un factor 6.25 para
obtener la cantidad de proteina. Los resultados se expresaron en porcentaje de proteina
(AOAC, 1990).
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Extraccidn de pectina

En la figura 8 se muestra tanto el proceso, como las condiciones con las cuales se llevé a cabo la
extraccién basica de la pectina a partir del residuo de toronja.

Residuo pre-tratado

. . . 5008
Hidréxido de Sodio
[0.25]N = = = =
[0.5]N Hidrdlisis Alcalina I
[0.75]N -p | Tiempo: 1 min
[1IN I Temperatura: 50-90° C I
—-— - I —-— -
Acido citrico -
[0.25]N -p I Ajuste de pH I
[0.5]N l
[0.75]N
[N | Filtracion | - Bagazo
Solucion acuosa de S
alcohol al 80% - I Precwplltacwon I
Enfriado
Tiempo: 12 h
Temperatura: 4° C
Agua Destilada I Lavado I
: i Agua Destilada +
I F\Itriclon I i Acido citrico
Secado
f M Tiempo: 12 h =  Vapordeaguay
e et Temperatura:. 40 °C alcohol
Proceso efectuado dentro del reactor l
termo-mecano-quimico I — I
Molienda
I Tamizado I

Pectina citrica

Figura 8. Diagrama de flujo de proceso para obtencidn de pectina de cascara de toronja por

hidrolisis basica.

La hidrolisis del residuo citrico se llevo a cabo en un reactor temo-mecano-quimico
(Figura 9), dicho equipo constituye una plataforma tecnoldgica disponible en el laboratorio
de Ingenieria Agroindustrial, de la Facultad de Quimica UNAM. Para poder llevar a cabo
la hidrolisis y posterior extraccion del material péctico fue necesario llevar a cabo el
acondicionamiento de los moédulos que éste presenta. Asi mismo fue necesario
acondicionar el doble husillo del reactor, en el cual se lleva a cabo la hidrolisis del material
(Figura 10) con la finalidad de dar un adecuado tratamiento mecanico a la muestra.
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La filosofia de disefio del doble husillo consiste en generar zonas de transporte,
compresion y cizalla en repetidas ocasiones, estos dos Ultimos pasos fueron implementados
con la finalidad de aumentar el &rea de contacto de la muestra con el hidréxido de sodio,

durante la hidrolisis.

Muestra

l H H H H
v : : i i : : i J
AA A AAN AN A ASAN Residuo semi-

sélido

[ : : 1 : ! i ]

: : i : i 1
Q—j Sosa Secciones para la hidrélisis Ac. Citrico

Figura 10. Disefio del doble husillo del reactor termo-mecano-quimico.

Posterior al acondicionamiento del reactor y para llevar a cabo la hidrélisis del material, se
prepararon 9 lotes de 500 gramos cada uno (cascara de toronja en base humeda) y se
introdujeron al reactor. Las temperaturas utilizadas fueron de 50°C , 70°C y 90°C. La
concentracion del hidroxido de sodio utilizado para realizar la hidrdlisis fue: 0.25 N, 0.50
N, 0.75 N y 1.0 N. Se emple6 &cido citrico acuoso en la misma concentracion que la sosa,

con el proposito de ajustar internamente el pH del material hidrolizado.

El material semisélido obtenido después del tratamiento en el reactor se coloc6 en
recipientes de plastico con capacidad de un gal6n y se le adicion6 1 L de agua destilada. En
caso de ser necesario se agregd acido citrico 0.5 N hasta tener un pH de 5, posteriormente

se filtré y se desechd el solido obtenido. Se recuper6 el sobrenadante obtenido de la
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filtracion y al volumen total se adiciond alcohol etilico al 80% v/v. Esta nueva disolucion
se dejo reposar durante 12 horas en refrigeracion a 4°C. Trascurrido el tiempo se recuperd
el material precipitado a causa del etanol agregado. Se realiz6 un lavado a los precipitados
obtenidos con 500 mL de agua destilada con la finalidad de disolver en ella los remanentes
de acido citrico que pudieran encontrarse. Los sélidos recuperados se secaron en el horno
por conveccion a un temperatura de 40 °C durante 12 horas. El material deshidratado se
pulveriz6 en un molino de cuchillas (Krups, USA) y se tamiz6 manualmente en una malla
del No. 80 (U.S.A Standard Sieve Series) para homogeneizar el tamafio de las particulas.
La pectina resultante se peso para determinar el rendimiento. Los resultados se expresaron
en unidades de porcentaje de pectina recuperada con respecto al material seco introducido
al proceso de hidrdlisis.

Determinacién de la viscosidad dindamica de la pectina
La viscosidad se midi6 en un viscosimetro Brookfield (USA) modelo DV-II+ Pro a

diferentes temperaturas: 30°C, 50°C y 70°C, las pruebas se realizaron con el husillo
namero 7 (para mezclas muy viscosas). Para poder realizar las pruebas se prepararon
disoluciones de pectina en agua destilada al 20 % m/v. Las determinaciones se realizaron
aumentando la velocidad de rotacion de 1.5 a 100 rpm, luego se descendio ésta desde 100
rpm y hasta 1.5 rpm. Cada 30 segundos se registré el valor de la viscosidad medida por el
equipo para cada una de las velocidades de rotacion elegidas. Los resultados de expresaron
en centipoises (Serrano, 2015).

Espectroscopia infrarroja (FT-IR) del material péctico
Para esta determinacion experimental se utilizaron las muestras extraidas para los

tratamientos que presentaron un rendimiento considerable, es decir: NaOH 0.5 N y las
temperaturas de reaccion 50, 70 y 90°C. También se analizaron las pectinas obtenidas bajo
las condiciones: NaOH 0.75 N y las temperaturas de reaccion 50, 70 y 90°C. Se agregd una
muestra testigo de pectina comercial y una muestra de acido citrico, este ultimo con la
finalidad de observar si en el material extraido se encontraban remanentes de éste, a causa

de la metodologia usada.
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Las muestas seleccionadas fueron llevadas a la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica de la UNAM para llevar a cabo los analisis

de espectroscopia infrarroja en un equipo Perkin Elmer, USA.

ANALISIS DE RESULTADOS

Resultados de analisis proximal
Con el fin de caracterizar la materia prima y conocer el tipo de matriz que ésta presentaba,

se realizé el andlisis proximal correspondiente, obteniéndose los resultados mostrados en la
Tabla 1.

Tabla 1. Analisis proximal de residuo de toronja®

Determinacién® /1009 muestra
Humedad 62.55
Cenizas © 5.09
Hemicelulosa® 0.69
Celulosa © 15.09
Lignina® 2.43
Solubles extraidos por el detergente neutro' 76.71

Detalle para la fase soluble:

Proteinas'® 1.01
Carbohidratos reductores®® (glucosa) 7.17
Ac. Galacturénico® 3.14

(a) Los datos se reportan en porcentaje (9/100g muestra)
(b) Resultados reportados como: promedio, n=2
(c) Muestra utilizada en base seca

En estos resultados se puede observar que la concentracion de los compuestos solubles
extraidos por el detergente neutro es muy alta. La composicion mayoritaria en la muestra
libre de compuestos solubles consta basicamente de celulosa, con un porcentaje de 15.09

%. Esto seria de esperarse pues se menciond anteriormente que la muestra consta

29



basicamente del albedo y flavedo de la toronja, que en conjunto con la hemicelulosa y la

lignina serian la parte de la fibra presente en la muestra.

Otro de los componentes mayoritarios en la muestra es el agua, con un 62.55% de
humedad relativa, en la literatura se reporta un promedio de humedad de 75% en el albedo
de toronja (CONCIRVER, 2009) Esta variacion en la humedad puede deberse al paso de la
muestra por el reactor durante la extraccion del aceite, el cual trabaja en un intervalo de

temperatura comprendido entre 120 y 160°C.

En cuanto al &cido galacturonico se observa que su contenido es de tan sélo 3.14%,
porcentaje que se encuentra muy disminuido. En la literatura se reporta un contenido
aproximado de 40% de este acido (Escobedo, 2013). Una posible explicacion a éste
resultado es que la secuencia de etapas de hidrolisis del material durante la determinacion
analitica pudo no haberse efectuado al 100%, liberando una menor cantidad de &cido
galacturonico cuantificable, afectando asi el rendimiento obtenido. Cabe mencionar que la
relevancia de esta determinacion permite sustentar de forma cualitativa la presencia de

pectina en la muestra.

Hidrdlisis basica

Se llevo a cabo un disefio experimental con la finalidad de determinar la combinacién de
los factores: concentracion de hidroxido de sodio y temperatura de hidrolisis, y asi evaluar
la respuesta, que en este caso corresponde al rendimiento de extraccién de la pectina
(Tabla 2).

El tratamiento mecénico aplicado en el reactor, asi como el tiempo de residencia dentro del
mismo, fueron los factores que se mantuvieron constantes durante el tratamiento de los

distintos lotes, al aplicar una velocidad de rotacion de 180 rpm.
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Tabla 2. *Rendimientos de extraccion del material péctico de cascara de toronja

Temperatura (°C)

Concentracion de 50 70 90
NaOH

0.25N 9.97 10.11 9.76
050N 23.18 23.97 24.64
0.75N 20.12 20.22 19.53
10N 0 0 0

*Resultado expresado en base seca (g/100g )

En la Tabla 2 se puede observar el efecto que tuvieron los distintos tratamientos sobre el
rendimiento de la extraccion. Se aprecia que los mayores rendimientos de pectina se
obtuvieron con hidroxido de sodio 0.5N, seguidos del tratamiento con hidréxido de sodio
0.75 N y por altimo 0.25 N. Por otro lado se ve, que con cada tratamiento llevado a cabo a
una misma concentracion de hidréxido de sodio, los rendimientos obtenidos son muy

similares entre si, a pesar de haberse aplicado distintas temperaturas de procesamiento.

Con los resultados anteriores se puede intuir que, durante el proceso de extraccion alcalino,
la temperatura parece no tener un efecto directo sobre éste, comportamiento que se puede
apreciar mas claramente en la gréafica de superficie de respuesta y las dos variables
independientes (Figura 11).

Rendimiento (%)

Temperatura (°C)

0.75

[NaOH] N

0-10 m10-20 m20-30

Figura 11. Grafica de superficie de respuesta de Rendimiento vs Concentracion de NaOH

y Temperatura.
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Con base en la figura anterior, se aprecia el rendimiento que se afecta en mayor medida de
acuerdo a la concentracion de hidroxido de sodio utilizada; ascendiendo entre 0.25 N y
0.5N para posteriormente descender entre 0.75 N y 1 N. La reduccién en el % de
rendimiento a partir de la concentracion de 0.75 N y hasta 1 N, podria ser debida a una

hidrolisis excesiva del material péctico.

Los resultados obtenidos en el analisis proximal demostraron que la materia prima presenta
un contenido considerable de material lignoceluldsico en el cual se sabe que funciona
como un ancla que mantiene unida la pectina a la pared celular de los vegetales (Medina,
2011). Al llevar a cabo el tratamiento con hidroxido de sodio 0.25 N es probable que la
hidrélisis entre el material lignoceluldsico y la pectina no se haya llevado a cabo a
profundidad, obteniéndose asi rendimientos de extraccion que oscilaron entre 9 y 10%.
Mientras que al aumentar la concentracion de la base (NaOH 0.5 N), se llevo a cabo una
mejor liberacion de la pectina del material lignocelulésico, aumentando los rendimientos
de extraccion hasta 23 y 24 %. Para los tratamientos con concentraciones de hidréxido de
sodio 0.75 N y 1.0N, es posible que sumado al trabajo mecanico aplicado por las paletas
presentes en los husillos haya propiciado una hidrolisis del material péctico extraido,
manifestado como una degradacion, explicAndose asi la nula extraccion de pectina para el

tratamiento con hidréxido de sodio 1.0 N.

En la literatura se encuentra reportado un estudio de extraccion de pectina a partir de
cascara de toronja de la regién de Zuliana (Camejo, 1996), a una temperatura de 90°C,
utilizando &cido clorhidrico suficiente para tener dos valores de pH distintos (2.0 y 3.0) y
dos tiempos de reaccion (60 y 90 min). EI mejor rendimiento (17.4%) se obtuvo con las

condiciones de hidrolisis de pH 2 y 90 minutos de calentamiento.

Los rendimientos generados en el reactor termo-mecano-quimico bajo los tratamientos con

NaOH 0.5N y NaOH 0.75N (Tabla 2) superan a los valores reportados en la literatura.

Como ya se menciong, el tiempo de hidrolisis reportado en la literatura es de 90 minutos,
mientras en este trabajo el tiempo de hidrdlisis dentro del reactor fue de tan solo 3 minutos
(Figura 8). En un trabajo previo desarrollado en el Laboratorio de Ingenieria Quimica se

estudiaron tiempos de hidrdlisis tipicos comprendidos entre 60 y 120 minutos, los
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rendimientos de extraccion de material péctico fueron del 12 al 37%, pero la purificacion

del carbohidrato obtenido no fue optimizada, existe sobre una estimacién (Serrano, 2015).

Para comprobar el efecto de los tratamientos descritos en la tabla 2 (concentracion de la
base y temperatura de hidrélisis) y la interaccion de éstos, sobre el rendimiento de
extraccion, se realizd un andlisis de varianza de dos factores con una sola réplica.
Posteriormente se realizd la prueba de hipotesis correspondiente para cada tratamiento asi
como para la interaccion entre estos; para las cuales se definieron las siguientes hipdtesis

nulas (Ho):
- Concentracion de NaOH

Hoc= La concentracion de la base, no tiene efecto significativo en el rendimiento de
extraccion.

H1¢= La concentracion de la base, tiene efecto significativo en el rendimiento de
extraccion.

- Temperatura

Hor= La temperatura, no tiene efecto significativo en el rendimiento de extraccion.

H17= La temperatura, tiene efecto significativo en el rendimiento de extraccion.

- Interaccion entre factores (Concentracion de Base, Temperatura)

Ho" = no hay interaccion entre los factores.

H 1 = si ha interaccion entre los factores.

Este analisis se presenta en la tabla 3.
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Tabla 3. Resultados analisis de varianza y prueba de hipotesis; Rendimiento de

extraccion vs. Temperatura, Concentracion NaOH

Suma de Grados de Cuadrado

F F crit

Fuente de Variacién cuadrados Libertad medio
[NaOH] N 1036.028 3 345.3426 1523.8840 5.41
Temp (° C) 0.13610 2 0.0681 0.3002 5.79
Interaccion 0.139 1 0.1390 0.6135 6.61
Error 1.1331 5 0.2266
Total 1037.4362 11
o= 0.05

C .
Concentracién F= > Ferit Se rechaza Ho¢

T .
Temperatura S Se aprueba Ho”

I .
Interaccion F* < Ferit No se rechaza Ho!

Como se puede apreciar en la tabla 3 el valor F¢ presenta un valor mucho mayor a su Fcrit,
con lo cual se rechaza Hoc es decir; la concentracion de NaOH tiene un efecto significativo
sobre el rendimiento de extraccidn de la pectina. Para el caso de la temperatura sucede lo
contrario, FT presenta un valor menor a su Fcrit, con lo cual se aprueba Ho” concluyendo
que la temperatura no tiene efecto significativo sobre el rendimiento de extraccion de la

pectina.

Por otro lado, para la parte de la interaccién de los factores sobre el rendimiento de
extraccion, se tiene que F! obtuvo un valor inferior al Fcrit, por lo cual no se rechaza Ho'y

se concluye que no hay evidencia de interaccion en estos datos.

Para observar mejor este comportamiento que tiene la concentracion se realizo la prueba de

Tukey, de agrupacion por pares, tabla 4.
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Tabla 4. Comparacion de medias de Tukey, Rendimiento de

Extraccion/Concentracion NaOH

Concentracion

NaOH Media Agrupacién
0.50N 2393 A
0.75N 19.9567 B
0.25N 9.94670 C
10N 0 D

En la comparacion de medias de la concentracion de NaOH vs el rendiemiento de
extraccion, cada una de las medias obtenidas presentan una agrupacion distinta (A, B, C,
D), indicando asi que: existe una diferencia significativa entre éstas; es decir la respuesta
en el rendimiento de extraccion se ve afectada a causa de las distintas concentraciones de

NaOH utilizadas durante la hidrélisis de la materia prima.

El comportamiento descrito anteriormente, se puede apreciar en la Figura 12.

23

20 4

131

10 1

Media de Rendimiento de Extracdén (%)

0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Concentradon NaOH (N)

Figura 12. Grafica de los efectos principales; Rendimiento de extraccién vs

Concentracion NaOH (Medidas ajustadas)

35



600000
< 500000

(c
D
o
o
o
o
o

300000
200000
100000

0

Viscosidad

Viscosidad dinamica

Con el fin de conocer si la pectina obtenida presentaba propiedades reologicas similares a
una muestra representativa de pectina citrica comercial (Farmacia Paris) se elaboraron las
curvas de viscosidad. Se tomo6 el material péctico obtenido con el tratamiento con
hidréxido de sodio 0.5 N, debido fue el que obtuvo un mayor rendimiento de extraccion,
obteniéndose los siguientes resultados.

Tabla 5. Comportamiento reolégico de la pectina comercial®

RPM Temperatura 30°C Temperatura 50°C Temperatura 70°C
Inicio Regreso Inicio Regreso Inicio Regreso

1 568000 544000 304000 300000 144000 112000

25 403200 400000 220800 202000 96000 91200

5 308800 296000 162400 159400 78400 74400

10 221600 217200 122800 118200 60000 61600

20 157400 152400 88400 80000 51000 51600

50 ND ND 58560 54080 38000 38800

100 ND ND 30200 29800 29880 29800

(a) Unidades de viscosidad reportadas en centipoises

ND- No determinado

En la tabla 5. Se muestra el comportamiento reoldgico de la pectina citrica comercial a
diferentes temperaturas. Se observa la disminucion de la viscosidad dindAmica a medida que

la velocidad rotacional aumenta.

350000
300000
250000
200000
150000
100000
50000
0

Viscosidad (cps)

1 2.5 5 10 20 50 100
1 2.5 5 10 20 Velocidad rotacional (RPM)

Velocidad rotacional (RPM)
Inicio Regreso Inicio Regreso

Figura 13.Viscosidad dinamica de la pectina comercial Figura 14. Viscosidad dindmica de la pectina comercial

a temperatura de 30°C a temperatura de 50°C
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Figura 15. Viscosidad dindmica de la pectina comercial a
temperatura 70°C
Las figuras 13 a 15 muestran que el sistema pectina/agua constituye un fluido no
newtoniano, con tendencia a presentar un comportamiento fluidificante al corte de tipo
pseudo-plastico. También se aprecia la influencia de la temperatura, a medida que ésta
aumenta, la viscosidad dindmica disminuye, una caracteristica tipica de los fluidos pseudo-

plasticos.
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Tabla 6. Propiedades reoldgicas del material péctico obtenido por hidrolisis
alcalina 0.5N y 90°C

RPM Temperatura 30°C Temperatura 50°C Temperatura 70°C
Inicio Regreso Inicio Regreso Inicio Regreso
1 56000 52000 49000 49200 24000 20000
2.5 48000 38200 42400 40000 12800 11200
5 29600 28800 21600 14200 7200 6400
10 20000 19600 10400 10000 3200 3200
20 11800 11200 7400 7200 1800 1600
50 5360 4880 4160 3360 880 880
100 3080 2960 2160 2040 480 460

(@) Unidades de viscosidad reportadas en centipoises

60000 60000
— 50000 — 50000
o o
£ 40000 £ 40000
© ©
78 30000 S 30000
é 20000 é 20000
> 10000 > 10000
0 0
1 2.5 5 10 20 50 100 1 2.5 5 10 20 50 100
Velocidad rotacional (RPM) Velocidad rotacional (RPM)
==@=—|nicio ==@==Regreso ==@=—|nicio ==@==Regreso
Figura 16. Viscosidad dindmica del material péctico Figura 17. Viscosidad dindmica del material péctico
obtenido por hidrélisis alcalina 0.5N y 90°C a 30°C obtenido por hidrélisis alcalina 0.5N y 90°C a 50°C

30000
25000
20000
15000
10000

5000

Viscosidad (cps)

1 2.5 5 10 20 50 100
Velocidad rotacional (RPM)

==@=|nicio ==@==Regreso

Figura 18. Viscosidad dindmica del material péctico obtenido por
hidrdlisis alcalina 0.5N y 90°C a 70°C
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Tabla 7. Propiedades reoldgicas del material péctico obtenido por hidrolisis
alcalina 0.5N y 70°C

RPM Temperatura 30°C Temperatura 50°C Temperatura 70°C
Inicio Regreso Inicio Regreso Inicio Regreso
1 484000 380000 288000 276000 108000 104000
25 280000 278000 158000 153600 94400 91200
5 201000 216000 108000 103200 63400 61200
10 134000 156000 81200 82000 55200 52800
20 94600 96000 70200 60400 39400 35800
50 48560 47120 34480 29280 20480 18480
100 30000 28880 19840 18040 10160 9080

(@) Unidades de viscosidad reportadas en centipoises

600000 350000
"@ 500000 — 300000
= 400000 & 250000
S 300000 T 200000
& 200000 2 150000
Q o
< 100000 &2 100000
0 = 50000
1 25 5 10 20 50 100 0
Velocidad de corte (RPM) 1 2.5 5 10 20 50 100
Velocidad rotacional (RPM)
==@=—|nicio ==@==Regreso ==@=|nicio ==@==Regreso
Figura 19. Viscosidad dindmica del material péctico Figura 20. Viscosidad dindmica del material péctico

obtenido por hidrélisis alcalina 0.5 Ny 70 °C a 30 °C obtenido por hidrélisis alcalina 0.5 Ny 70 °C a 50 °C

120000
100000
80000
60000
40000
20000
0

Viscosidad (cps)

1 2.5 5 10 20 50
Velocidad rotacional (RPM)

==@==|nicio ==@=Regreso

Figura 21. Viscosidad dindmica del material péctico obtenido por
hidrdlisis alcalina 0.5 Ny 70 °C a 70 °C
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Tabla 8. Propiedades reoldgicas del material péctico obtenido por hidrdlisis
alcalina 0.5N y 50°C

RPM Temperatura 30°C Temperatura 50°C Temperatura 70°C
Inicio Regreso Inicio Regreso Inicio Regreso
1 448000 412000 288000 264000 104000 100000
25 296000 278400 134000 163000 96000 88800
5 207200 224800 105200 92800 68800 68200
10 158400 154800 83200 83000 51800 50000
20 101400 81600 60600 58800 35200 31600
50 42400 36000 31200 31000 15040 13360
100 21920 20840 17080 16960 8200 7800

(a) Unidades de viscosidad reportadas en centipois

500000 350000
& 400000 - 300000
— [oX
S 300000 £ 250000
S S 200000
8 200000 2 150000
8 100000 S 100000
0 =~ 50000
1 2.5 5 10 20 50 100 0
Velocidad rotacional (RPM) 1 2.5 5 10 20 50 100
Velocidad rotacional (RPM)
=@==|nicio ==@==Regreso ==@==|nicio ==@==Regreso
Figura 22. Viscosidad dindmica del material péctico Figura 23. Viscosidad dindmica del material péctico

obtenido por hidrolisis alcalina 0.5 Ny 50 °C a 30 °C obtenido por hidrdlisis alcalina 0.5 Ny 50 °C a 50 °

350000
300000
250000
200000
150000
100000
50000
0

Viscosidad (cps)

1 2.5 5 10 20 50 100
Velocidad rotacional (RPM)

=@==|nicio ==@==Regreso

Figura 24. Viscosidad dindmica del material péctico obtenido por
hidrolisis alcalina 0.5 Ny 50 °C a 70 °C
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En las gréficas correspondientes a la viscosidad de la pectina extraida (Figuras 16-24), se
aprecia que la pectina extraida de la céascara de toronja presentd un comportamiento
cualitativo muy parecido al de la pectina citrica comercial. Las viscosidades determinadas
en los tratamientos con hidrolisis alcalina usando NaOH 0.5N a 70°C y NaOH 0.5N a 50°C
(Tablas 7 y 8 respectivamente), poseen valores de viscosidad muy similares a las
presentadas por la pectina citrica comercial (tabla 5). La viscosidad del tratamiento
efectuado con NaOH 0.5N a temperaturas superiores a 90°C (tabla 6) presenta valores muy
por debajo de todas las anteriores. Al utilizar una temperatura de 90°C para llevar a cabo la
hidrélisis, pueden ocurrir reacciones de despolimerizacion de la pectina, que afectarian su
estructura original, como por ejemplo, afectar el grado de esterificacion de ésta. Esto sera

mostrado mas adelante en la seccion de espectroscopia FTIR.

De acuerdo con los resultados obtenidos y lo presentado en las figuras 16 a 24, se aprecia
que el sistema pectina extraida/agua presenta un caracter pseudoplastico, y un ligero
caracter tixotropico (las curvas de viscosidad no se sobreponen) (Concari et al, 2001;
Quintanis, 2008), lo cual pone en evidencia que las temperaturas de extraccion
implementadas no tienen un efecto significativo en términos de los rendimientos de
extraccion obtenidos, pero si lo tiene en términos del caracter reoldgico presentado por las

mezclas pectina/agua.

Anteriormente se menciond que la pectina es un polisacérido de estructura compleja, que
presenta grupos hidrofilos que interaccionan con las moléculas del agua adyacente, y las
inmovilizan. Si la calidad de estos biopolimeros ramificados es suficientemente alta

pueden formar un gel.
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Espectroscopia FTIR

Con la finalidad de distinguir los diferentes grupos funcionales presentes en la pectina se
llevo a cabo el analisis por espectroscopia FTIR, obteniéndose el espectro presente en la
Figura 25.
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Figura 25. Espectro infrarrojo de la pectina comercial para distinguir los distintos

grupos funcionales.

La banda de absorcién cercana a 3600 y 3200cm™? indica las vibraciones de tension del
enlace O-H, con lo cual se confirma la existencia de multiples grupos hidroxilos presentes
en la molécula de las pectinas. En esta zona también debe encontrarse la banda que

corresponde a la tension del enlace C-H de los grupos CH, (~2900 cm™).

Las bandas de particular importancia son aquellas que son caracteristicas y presentan una
intensidad fuerte entre 1635cm ™1 y 1750cm™1; las cuales indican la absorbancia fuerte de
los grupos carboxilos libres (CO0™) y los esterificados (COOCHS) respectivamente. Estas
bandas son dtiles para determinar el grado de esterificaciéon metilica. En la region
comprendida entre 1420 y 1200 cm ™! puede apreciarse las sefiales correspondientes a las
vibraciones internas de los azicares monomericos que conforman al polisacarido. En la

zona de 950 a 500 cm~! se encuentran sefiales de absorcion de intensidad moderada
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denominados como la “huella de impresion” que es Unica para cada compuesto
(Chasquibol, 2008).

Debido a que se llevd a cabo una precipitacion del material péctico en un pH &cido y
posterior lavado del polisacarido con agua, se optd por realizar un andlisis para el control
interno del &cido citrico (Figura 26), para observar si en la pectina obtenida se detectaba la

presencia de éste compuesto organico empleado para ajustar el pH de las disoluciones.
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Figura 26. Espectro infrarrojo del &cido citrico para distinguir los distintos grupos

funcionales.

En este espectro se puede apreciar que en la region 3493.8cm™! se presenta una sefial
caracteristica del acido citrico, la cual no se observa en el espectro de la pectina comercial.
De igual manera, las sefiales comprendidas entre 1635 y 1745cm™! de cada espectro,
presentan intensidades distintas. Finalmente en la region de la “huella de impresion” se

observan sefiales muy diferentes entre ambos espectros.

Al igual que en la determinacion de la viscosidad dinamica, los espectros infrarrojos
obtenidos fueron los correspondientes a los tratamientos con concentraciones 0.5 N de
hidroxido de sodio, con sus respectivas temperaturas, obteniéndose los espectros

correspondientes en las Figuras 27 a 29.
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Figura 27. Espectro infrarrojo del material péctico extraido mediante hidrélisis alcalina

con NaOH 0.5 N a una temperatura de 50°C.
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Figura 28. Espectro infrarrojo del material péctico extraido mediante hidrdlisis alcalina
con NaOH 0.5 N a una temperatura de 70 °C.
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Figura 29. Espectro infrarrojo del material péctico extraido mediante hidrdlisis alcalina

con NaOH 0.5 N a una temperatura de 90 °C.

En los espectros anteriores, correspondientes a la pectina extraida en el laboratorio , se
puede apreciar que en la zona de absorcion comprendida entre 3600 y 2400cm™! no se
presentan las bandas caracteristicas del acido citrico, tampoco la region de 3450cm™1; de
igual manera en la region comprendida entre 1800 a 1600cm ™1 no se presentan las bandas
que se observan en la figura 26, correspondientes al &cido citrico. Realizando esta
comparacion se tuvo la certeza de que el &cido citrico no se encontraba presente en la

pectina extraida, como consecuencia de los lavados con agua destilada que se realizaron.

La mayor zona de absorcion de los 3 espectros anteriores (Figura 27-29), es decir de los
materiales pécticos obtenidos, se da en la zona comprendida entre 3600 y 3200cm™1, al
igual que en la pectina comercial, esta absorcion es la correspondiente a los enlaces O-H
presentes. También se puede observar que los 3 espectros presentan una sefial
aproximadamente en 2925¢m ™1 la cual, como ya se menciond, se encuentra relacionada
con la absorcion del enlace C-H y la vibracion del grupo metilo (CH3) propia del éster

metilico.
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En los espectros de las figuras 27 y 28 (temperaturas de 50 y 70°C) se aprecia una sefial
entre 1736.45 y 1739.14 ¢m™1, la cual corresponde a los grupos carboxilos esterificados
(COOCH) presentes en las moléculas de pectina. Por el contrario, esta sefial no se
distingue en la figura 29, expresandose asi que este material presenta un menor grado de
esterificacion (temperatura de 90°C). Con lo anterior se puede dar explicacion al
comportamiento obtenido en la determinacion de la viscosidad dindmica del tratamiento
realizado con NaOH 0.5 N a una temperatura de 90°C, la cual result6 ser mucho menor
para ésta muestra, en comparacion con los otros dos tratamientos (50 y 70°C) y con la

pectina comercial.

En las figuras 27 a 29 no se observa absorbancia en la region 1635¢m™1, la cual
corresponderia a los iones carboxilato, esto no quiere decir que no se encuentren presentes,
pues la sefial puede encontrarse enmascarada en la sefial comprendida entre 1600 y
1500cm™1, la cual es muy intensa e indica la presencia de acidos carboxilicos. De acuerdo
con la literatura los espectros FTIR de los &cidos carboxilicos presentan un par de bandas
de fuerte intensidad entre 1410 y 1300 cm™1, correspondientes a las vibraciones de
estiramiento asimétricas y simétricas del grupo carboxilo, mismas que se observan en los

espectros del material péctico obtenido (Chasquibol, 2008; Chasquibol, 2010).
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Figura 30. Comparativo de los espectros de infrarrojo de diferentes materiales pécticos y
acido citrico.

En la figura 30 se puede observar el comparativo de la pectina comercial (color azul), el
acido citrico (color rojo) las pectinas obtenidas en el laboratorio por hidrélisis basica 0.5N
para las temperaturas 50°C (color vino), 70°C (color verde) y 90°C (color negro).
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Determinacion de fibra en material residual de hidrdlisis

Una vez realizada la extraccion y la caracterizacion de la pectina, se optd por llevar a cabo
un analisis proximal al residuo solido post-hidrolisis, teniendo en cuenta los resultados
obtenidos en el anélisis detallado de la materia prima y teniendo conocimiento de que la

composicion mayoritaria es del tipo lignoceluldsico.

En la tabla 9 se puede apreciar que los porcentajes de celulosa, lignina y hemicelulosa son
muy similares al aplicar un pre-tratamiento u otro, es decir; la temperatura de extraccion y

la concentracion de la base utilizada para la hidrdlisis.
Tabla 9. Resultados de determinacion de fibra, en el material residual de hidrolisis.

Determinacion @ ®©

Tratamiento Celulosa Lignina Cenizas  Hemicelulosa  Solubles
extraidos

NaOH [0.5] N 215 6.5 8,9 0.0 63,1

50 °C

NaOH [0.5] N 21.7 7.6 8.7 0.0 62.0

70 °C

NaOH [0.5] N 23.2 6.6 8.8 0.0 61.4

90 °C

(@) Los datos se reportan en porcentaje (g/100g de residuo de hidrolisis)
(b) Resultados reportados como: promedio , n=2
(c) Muestra utilizada en base seca

Al comparar estos resultados con los obtenidos para la caracterizacion de la materia prima
(Tabla 1) puede observarse que hay un aumento relevante en el porcentaje tanto de
celulosa (~45%) como de lignina (~270%), mientras que el porcentaje de hemicelulosa se
mantuvo sin cambios. El aumento o ajuste en los porcentajes de celulosa y lignina en los
residuos post-hidrolisis se debe a la extraccion de pectina por la sosa, sin embargo, la
cantidad de compuestos solubles sigue siendo elevada, dejando una interrogante
interesante para un trabajo posterior, como llevar a cabo una segunda hidrdlisis alcalina

para removerlos y posiblemente extraer mas pectina.
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Actualmente se considera a los materiales lignocelulésicos como materia prima para la
produccion de distintos productos quimicos, entre los que se encuentran: biocombustibles,
etanol, xilosa, glucosa, etc., por lo tanto, el residuo post-hidrolisis obtenido presenta un
contenido considerable de material lignoceluldsico, el cual puede reprocesarse y
aprovecharse para la obtencion de los productos mencionados con anterioridad,

permitiendo dejar a la celulosa més expuesta para ser hidrolizada (Medina, 2011).
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CONCLUSIONES

En esta investigacion se logré determinar la composicion quimica de la muestra citrica
mediante un andlisis proximal. Asi mismo se encontré el efecto de la interaccion de las
variables relevantes: concentracion de la base y temperatura de procesamiento en la
extraccion del material péctico presente en los residuos de cascara de toronja libres de
aceites. Después de realizar las pruebas de hipotesis correspondientes, para determinar los
factores que afectaron el rendimiento de extraccion de la pectina, se encontrd que la
temperatura no tuvo un efecto significativo en el rendimiento de extraccion, caso contrario
a lo que ocurre con la concentracion de la base utilizada para la hidrolisis. Por otro lado se
también determind que durante el proceso de extraccion no hay interaccion entre las

temperatura y concentraciones de NaOH utilizadas sobre el rendimiento de extraccion

Con los rendimientos de extraccion obtenidos y haciendo uso de un gréfico de superficie
de respuesta, se pudo observar que el rendimiento de extracciobn aumenté para una
concentracion de la base en un valor de 0.5N. Por otro lado, se aprecié que una
concentracion mayor (0.7-1.0N) afectd el rendimiento de la extraccion, haciendo que este
disminuyera. Las condiciones dptimas seleccionadas fueron las efectuadas con un pre-
tratamiento utilizando sosa 0.5N a 50, 70 y 90°C, obteniéndose rendimientos de extraccion
de 23.3, 24.0 y 24.6 % respectivamente.

A pesar de que se observo que las temperaturas utilizadas en la hidrélisis no tuvieron un
efecto significativo en el rendimiento de la extraccion de las pectinas, se observé que las
temperaturas de 50 y 70°C produjeron una pectina de calidad similar a la muestra de
pectina citrica comercial. La pectina extraida con el tratamiento NaOH 0.5N y 90°C
presentd una viscosidad inferior a las extraidas con los otros tratamientos menos
intensivos. En este caso, la temperatura de hidrdlisis alcalina si tuvo un efecto notable en
términos de su capacidad de formar geles altamente viscosos, debido a una afectacién en el

grado de esterificacion del material péctico.
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Con los espectros de infrarrojo se comprobd que el material péctico extraido presentaba
similitud con la muestra representativa de pectina comercial, y se pudo constatar que la
pectina extraida con hidroxido de sodio 0.5 N y 90°C, presentaba un menor grado de

esterificacion, lo cual se relacioné con valores inferiores de viscosidad.

Con la caracterizacion del residuo sélido, obtenido posterior a la hidrolisis alcalina de la
cascara de la toronja, se comprobd que el material presentaba un contenido de material
lignoceluldsico enriquecido en celulosa, el cual puede ser aprovechable para la obtencion
de distintos compuestos quimicos de interés, quedando como perspectiva averiguar si este

residuo puede ser reprocesado.
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