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RESUMEN

En la actualidad la contaminacion de agua potable por fluoruro representa una gran
problematica mundial debido a la alta prevalencia del flor en su estado i6nico
dentro de la naturaleza. Sin embargo, la actividad humana ha impactado también
en dicha contaminacion, sobre todo en paises &ridos, como lo es México, donde la
sobreexplotacion de mantos acuiferos que abastecen el 75 % de su poblacion ha
generado la necesidad de obtener agua potable de pozos cada vez mas profundos.
De tal forma que resulta en un aumento de la concentracion de fluoruro debido a la
precipitacion de este ion en las profundidades de las fuentes de suministro de agua
que abastecen a la poblacién. La problematica surge debido a que el alto contenido
de fldor en dichas aguas ha causado enfermedades dentales y Oseas en la
poblacién de algunas zonas del pais, por ejemplo, en los estados de San Luis
Potosi, Aguascalientes, y en el centro de México. Sin embargo, investigaciones
recientes alrededor del mundo han demostrado que estas no son las Unicas
afecciones a la salud humana ocasionadas por el consumo de agua con
concentraciones de fldor superiores a 1.5 ppm. En este sentido el uso de métodos
de desfluoracion de agua representan una urgencia a nivel nacional. Entre los varios
métodos de desfluoracion existentes, la adsorcion es una tecnologia bien estudiada
y ampliamente utilizada debido a su disefio simple, operacion conveniente y bajo
costo, dentro de la cual destacan los materiales preparados a partir de biomasa ya
que representan una alternativa altamente viable y novedosa. Dentro de este
contexto, la pectina ha sido usada como biosorbente de iones catidnicos de diversos
elementos, sobre todo de metales pesados; sin embargo, se han presentado pocas
investigaciones en torno a su uso en la remocién de aniones. Por lo que en este
proyecto de investigacion se desarroll6 una metodologia compuesta de 3 etapas
generales para la creacion del biosorbente las cuales fueron; la extraccion de
pectina a partir de cascaras de naranja mediante hidrolisis acida, el proceso de
desesterificacion de pectina de alto grado de esterificacion (DE%), el cual pasé de
un alto grado de esterificacion (%DE) promedio inicial del 50.74%, a un porcentaje
final de bajo grado de esterificacion (%DE) promedio del 31.70%. La obtencion de

dicha pectina de bajo grado de esterificacion (DE%) se usé para para la elaboracion



de pectinato de calcio, un biosorbente a base de pectina y calcio, que removié hasta
el 48% de fluor en las muestras analizadas, tales muestras fueron analizadas
mediante espectrofotometria UV-Vis basada en el uso de indicador de alizarina-
circonio, la cual represent6 una alternativa al método espectrofotométrico basado
en el uso de SPADNS utilizado actualmente para el analisis de fluoruro en agua.
Por ultimo La caracterizacion de la pectina previo y posterior a los procesos de
adsorcion se realizé por espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR) donde cada muestra fue comparada con la pectina comercial para su

posterior discusion.
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1. INTRODUCCION

El fluoruro puede definirse de forma estricta como la forma ionica del fldor, es el
decimotercer elemento mas abundante en la corteza terrestre. Este se libera al
medio ambiente de forma natural tanto en el agua como en el aire [1]. Como el fltor
elemental es un oxidante fuerte, el flior en la naturaleza existe principalmente en
forma de compuestos, como fluorita, sellaita, fluorapatita, criolita, entre otros [2]. Sin
embargo, en la actualidad es comun asociar el fluoruro con la practica de agregar
fluoruro de forma intencional a suministros publicos de agua potable con la intencion
de prevenir la caries dental, esto debido a que el flior es uno de los oligoelementos
necesarios para la salud humana y tiene un impacto significativo en la misma. El
fluoruro en el cuerpo humano proviene del contacto dérmico, la inhalacion de aire y
la ingestion de alimentos, bebidas, medicamentos y agua potable. Entre estas
fuentes de fluoruro, el agua potable es la principal via de entrada al cuerpo humano
[3]. Por lo tanto, la concentracién de fluoruro en el agua potable es un parametro
importante de la calidad de esta, que determina si el fluoruro causa efectos nocivos
o benéficos para la salud humana. La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha
establecido 1.5 mg/L como el limite maximo permisible del contenido de fluoruro en
el agua potable [4]. En México el valor establecido como Limite Maximo Permisible
en la modificacion a la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994, Salud
Ambiental Agua para uso y consumo humano es, también, de 1.5 mg/L. Sin
embargo en nuestro pais es comun encontrar concentraciones de fluoruro por arriba

de la norma [5].

Actualmente se afirma que el fluoruro es un veneno acumulativo y biolégicamente
muy activo incluso en bajas concentraciones porque interfiere con enlaces de
hidrogeno e inhibe numerosas enzimas. De hecho, solo el 50% del fluoruro ingerido
diariamente se excreta a través de los rifiones, el resto se acumula en los huesos,
la glandula pineal y otros tejidos [6]. Ademas, la intoxicacién aguda por fluoruro
puede tener complicaciones neuroldgicas [7]. Por lo tanto, esto plantea la necesidad
de investigar y aplicar tecnologias eficaces para la remocion de fluoruro en diversas
ciudades y asentamientos de México. En la actualidad existen diversos métodos de

defluoracion [8]., entre los cuales la adsorcion es una tecnologia bien estudiada y
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ampliamente utilizada debido a su disefio simple, operacién conveniente y bajo
costo. En este sentido, los materiales de biomasa han tenido un enorme potencial
en el campo del tratamiento del agua debido a su bajo costo, naturaleza renovable
y ecoldgica, alta eficiencia y disponibilidad en abundancia [9]. Muchos materiales de
biomasa tienen estructuras flexibles y porosas, ademas suelen presentar
sustituyentes carboxilo, hidroxilo, aminas y amidas, los cuales permiten que dichos
materiales realicen los siguientes cuatro tipos de mecanismos para la remocion de
flaor: intercambio de ligandos, intercambio idnico, interaccion electrostatica e
interaccion acido-base de Lewis. Por lo que en los ultimos afios, se han desarrollado
y utilizado adsorbentes de biomasa para la remocion de fluoruro, en los que destaca
la pectina, el carbon animal, el quitosano y los desechos agricolas [10—13]. Dentro
de este contexto en el desarrollo del presente trabajo se llevaron a cabo
experimentos para la remocion de fllor a partir del tratamiento de pectina a pectinato
de calcio, presentando asi una metodologia alternativa a las reportadas por otros
autores como H. Paudyal [61]. Quimicamente la pectina es un tipo de polisacarido
i6nico de plantas naturales, bio-renovable, biodegradable, econédmico y no toxico
[14], constituido principalmente de acido D-galacturénico con enlace a-(1—4) [15].
Puede extraerse en grandes cantidades de la pared celular vegetal de la cascara
de los citricos, la remolacha azucarera y la pulpa de manzana. Se ha utilizado como
agente gelificante, agente espesante o agente estabilizante [16-17]. No obstante las
propiedades que puede tener la pectina dependen de los grados de esterificacion
de metilo (%DE) [18]. Por ello las pectinas se clasifican como pectinas de alto
metoxilo (HM; DE> 50%) y bajo metoxilo (LM; DE <50%) [43]. Especificamente la
pectina de bajo metoxilo (DE<50%) presenta mayor interés ya que puede formar
geles rigidos o polimeros insolubles por la accién de cationes multivalentes como;
Ca?*, Zn?*, Cu?*, Pb?*, APP*, La%", Zr**, que entrecruzan las cadenas de &cido
galacturonico, algunas referencias denominan al acomodo de estos polimeros como
modelo “caja de huevos”, [19-20]. Debido a esta cualidad la mayor parte de
publicaciones acerca del uso de pectina como biosorbente estan orientadas en la
eliminacién de metales pesados, sin embargo, la investigacion sobre el uso de la

pectina para la eliminacion de fluoruro es mas limitada [21]. Por lo que en el presente
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trabajo de investigacion se describe una metodologia basada en tratamientos
acidos y alcalinos para la obtencion de un biosorbente alternativo, elaborado a partir
de cascaras de naranja, que posteriormente fue cargado con iones de calcio y que
fue capaz de remover iones fluoruro del agua en condiciones de laboratorio.
Ademas, se realizaron las pruebas de caracterizacion quimica mediante el analisis
de espectroscopia de infrarrojo por transformada de fourier (FTIR) para la
identificacion del tipo de pectina obtenida, mientras que la cuantificacion de fluoruro
remanente en las muestras de agua después del uso del biosorbente se realizo

mediante espectrofotometria UV-Vis.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Contaminacion por fluoruro, breve historia

El fluoruro es un mineral de origen geoldgico que se encuentra naturalmente en la
mayoria de suministros de agua. Los cinturones de fluoruro conocidos en tierra
incluyen uno que se extiende desde Siria a través de Jordania, Egipto, Libia, Argelia,
Sudan y Kenia y otro que se extiende desde Turquia a través de lIrak, Iran,
Afganistan, India, el norte de Tailandia y China. Hay cinturones similares en América
y Japoén [22]. Recientemente, numerosos estudios han informado que la
concurrencia de fluoruro, principalmente en areas semiaridas y aridas del planeta,
es mas frecuente de lo que se suponia anteriormente, lo que representa un grave
riesgo para la salud [23-26]. Sin embargo la investigacion sobre el fluoruro se origind
en 1901 cuando Frederick McKay noté manchas marrones en los dientes de nativos
de Colorado Springs. Posteriormente, en colaboracion con GV Black, identificaron
estas manchas en la mayoria de los nifios de la ciudad, relacionandolas con una
alta resistencia a las caries. McKay sugirioé la presencia de un componente en el
agua que causaba estas manchas. Aunque no identific6 este componente, sus
hallazgos inspiraron a H.V. Churchill a llevar a cabo analisis mas avanzados
mediante el empleo de analisis fotoespectrografico, concluyendo que los niveles

altos de fluoruro en el agua causaban la decoloracién del esmalte dental.

En 1931, Treadley H. Dean investigé los niveles de fluoruro en el agua potable y
sus efectos. Desarroll6 un método para medir estos niveles y encontré que hasta
1.0 ppm de fluoruro en el agua no causaba fluorosis en la mayoria de las personas,
solo en un pequefio porcentaje [27]. Estas investigaciones permitieron abrir el
debate sobre los beneficios y riesgos del consumo del fluoruro por lo que
actualmente la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha establecido 1.5 mg/L
como el limite maximo permisible del contenido de fluoruro en el agua potable [4].
En México el valor establecido como Limite Maximo Permisible en la modificacion a
la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994, Salud Ambiental Agua para uso
y consumo humano es, también, de 1.5 mg/L; sin embargo, en nuestro pais es

comun encontrar concentraciones de fluoruro por encima de la norma [5]. En
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México, como en otros paises aridos, el agua subterranea es la principal fuente de
abastecimiento de agua [28]. Por lo que, la compleja geologia de México con rocas
igneas, sedimentarias y metamorficas y un entorno tectonico activo predispone al
medio ambiente a la contaminacién “natural” de las aguas subterraneas [23]. La alta
prevalencia de fluoruro en el subsuelo ha llevado a México, no sélo a convertirse en
el segundo productor a nivel mundial de fluorita, sino también a presentar en la
region arida del pais (centro y norte) aguas que superan el LMP para fluoruro,
destacandose los estados de Durango, San Luis Potosi, Chihuahua, Zacatecas y
Jalisco [29]. En Durango, Alarcon-Herrera et al. Reportaron concentraciones de
fluoruro que van desde 0.3 a 24.1 mg/L [30-31].

2.2. Uso de adsorbentes en laremocién de contaminantes como el flaor

Existen diferentes tecnologias pueden eliminar estos contaminantes y prevenir
dafios a la salud humana; sin embargo, la selecciéon del método de tratamiento
dependera del volumen a tratar, el tipo de agua y los recursos disponibles. La Figura
1 muestra los métodos de tratamiento mas utilizados para eliminar As y F~ del agua
potable [32- 37].

Precipitacion- Procesos basados Intercambio

. Adsorcion
Coagulacion en membranas de Iones
- Carbon activado
o Osmosis inversa Resinas de =
Precipitacion . . Oxidos metalicos
R . . intercambio
quimica Ultrafiltracion P
1onico Deshechos industriales
Nanofiltracién Deshechos organicos
Electrocoagulacion Electrofiltracién Resinas quelantes Arcillas
Dialisis Zeolitas

Figura 1. Tecnologias utilizadas para la eliminaciéon de F— en agua potable [38].

Actualmente, se han dirigido esfuerzos continuos hacia la remocion de fluoruro de
muestras de agua mediante adsorcion, utilizando diversos materiales adsorbentes
de bajo costo, es decir, alternativas econdmicas y respetuosas con el medio
ambiente [73-75]. Sin embargo, en la revision mas reciente sobre agentes
defluorantes econdémicos y eficaces, se encontr6 que los residuos de naranja

cargados con iones metalicos multivalentes (AI®*, La®*, Ce?®*, Ti**, Sn** y V#*) han
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sido utilizados en la adsorcion de fluoruro en soluciones acuosas. Estos residuos se
prepararon como geles mediante saponificacion para adsorber los iones de fluoruro
[61].

2.3. Pectina

Las pectinas son una familia de polisacaridos presentes en la pared celular vegetal,
ricos en acido galacturénico y unidos por enlaces covalentes [40]. Se encuentran
sobre todo en los tejidos blandos como en las frutas. Hoy en dia la pectina se
produce principalmente a partir de cascaras de citricos (85.5%) y orujo de manzana
(14%), es decir, dos subproductos de la elaboracién de jugos frutales, y una fraccion
menor se obtiene de la remolacha azucarera (0.5%) [41]. Sin embargo, esta se
puede obtener de diferentes fuentes naturales. Sus propiedades se definen por la
fuente de extraccion, ya que la pared celular de las plantas no presenta las mismas
caracteristicas y contenido de este polimero, obteniéndose pectina con peso
molecular y grado de metoxilacion diferente [42]. El principal componente de la
pectina son las unidades de acido D-galacturénico unidos en cadena por enlaces a-
1,4 (glicosidicos, dichas unidades de acido D-galacturénico pueden estar
parcialmente esterificadas formando enlaces metiléster como se observa en la

Figura 2 donde se presenta la estrutura quimica de la pectina.

COOCH; COOCH;

AP

COOH COOH COOCH,

Figura 2. Pectina estructura quimica [72].

Aunqgue los ésteres son los componentes mas importantes de la columna vertebral
del acido galacturonico debido a que su distribucion afecta la densidad de carga
electrostatica local del polimero y, por tanto, su interaccién con otras moléculas
cargadas, ya sean iones como calcio, proteinas u otras moléculas de pectina [72].

Lo cierto es que la pectina es una mezcla compleja en la cual algunos azucares
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neutros que se incluyen en la columna vertebral homogalacturonica [43,72] por lo
gue cuando se explica su existencia dentro de la pared celular es generalmente
representada con tres zonas principales, las cuales se describen a continuacion y
se presentan en la Figura 3

e Homogalacturonanos (region lisa): unidos por — a-1,4D-AGal.
e Xilogalacturonanos (region peluda): corresponde a la union de xilosa y el

acido galacturonico.

e Ramnogalacturonanos: esta es la unidon de ramnosa y acido galacturénico.

Hairy region

« Galacturonic acid
< Methylated galacturonic acid
% % 0O Rhamnose
% @ Arabinose or galactose
%é ’5“5, g

- @b ? & Xylose (high content in apple pectin)

] 1 Acetyl group (high content in sugar
best pectin)

OH o) ' 1
OH
OH
o4 S,
; COOH ™" Ry e
OH O
OH
OH,
OH Rhamnogalacturonan

Figura 3. Estructura primaria y secundaria de la pectina [72].

En la actualidad la pectina es ampliamente utilizada por diversas industrias debido
a su capacidad para formar geles, dicha capacidad se encuentra directamente
relacionada el grado de metil-esterificacion (%DE) y por ende a su clasificacion.
Las pectinas se clasifican como pectinas de alto metoxilo (HM; DE> 50%) y bajo
metoxilo (LM; DE <50%) [43]. La Figura 4 muestra la estrutura quimica de ambos
tipos de pectina.
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COOCHjs OH COOH

Figura 4. a) Estructura quimica de la pectina de alto grado de esterificacion, b)
Estructura quimica de la pectina de bajo grado de esterificacién

La pectina HM puede formar geles en condiciones acidas o de azucar, mientras que
la pectina LM puede formar gel mediante gelificacién ionotrépica con iones de baja
valencia, como los iones calcio [44]. Las pectinas LM contienen una gran cantidad
de grupos carboxilicos ionizables, por lo tanto, tienen una fuerte afinidad por los
iones calcio [45]. La gelificacidén ionotropica para la pectina LM y los iones de calcio
conduce a la reticulacion inespecifica y aleatoria de las cadenas moleculares y la
formacién de gel, que podria describirse como el modelo de "caja de huevos
desplazada" [46-49], como lo presenta la Figura 5. En este modelo, las cadenas de
pectina podrian estar unidas por iones de calcio, que incorporan en sus capas de
coordinacién dos atomos de oxigeno polianion de una molécula de pectina y tres de
otra cadena. Aungue varios iones positivos pueden unir moléculas de pectina,
especialmente magnesio y potasio, el calcio es particularmente eficaz formando
complejos con carbohidratos, porque en gran medida su radio i6nico (0.1 nm) es lo
suficientemente grande como para coordinarse con muchos atomos de oxigeno y

debido a su flexibilidad con respecto a la direccidén de sus enlaces coordinados [72].
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Figura 5. Esquema del mecanismo establecido por el gel de pectina con bajo
contenido de éster, modelo “caja de huevo”, que muestra las zonas de union
inducidas por calcio. El recuadro muestra detalles de los distintos tipos de posibles
enlaces de hidrégeno que participan en la zona de union, junto con la quelacién del

calcio (extremo izquierdo) [72].

No obstante, no solo son importantes estas variables quimicas, ya que las
propiedades de gelificacion de la pectina se ven afectadas por factores internos y
externos. Los factores internos predominantes son, como ya lo mencionamos, el
grado de metil-esterificacion (DE), peso molecular (Mw) y distribucién del éster
metilico a lo largo de la cadena principal. Ademas de los factores intrinsecos, los
factores externos, como la concentracion de pectina y calcio, el tiempo de
gelificacion y el pH también influyen en las propiedades gelificantes de la pectina
[50]. La Tabla 1 muestra los factores que intervienen en la gelificacion de la pectina
de bajo grado de esterificacion y la de alto grado de esterificacion.

Teniendo en cuenta esto y debido a que México ocupa el quinto lugar en el mundo
en la produccion de citricos [39], el uso de pectina de bajo %DE como agente
complejante de cationes de Ca?* para la formaciéon de una matriz sélida que sea
capaz de abstraer al ion fluoruro mediante diversas interacciones representa una

propuesta viable debido a la buena afinidad del calcio por el anion fluoruro [51].
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Tablal. Factores que intervienen en la gelificacion de la pectina segun su tipo [72].

Ambas

Especifico para pectinas de alto grado de esterificacién Especifico para pectinas de bajo grado de esterificacién

Cadena de unidades de acido galacturénico unidas por enlaces
glicosidicos a-1,4. La cadena del acido galacturonico esta parcialmente
esterificada en forma de ésteres metilicos. El porcentaje de unidades de

acido galacturénico del nimero total de unidades de acido
galacturénico en la molécula se definen como el grado de
esterificacion (DE),

Estructura

Cuando el DE es menor al 50% la pectina se clasifica como

Cuando el DE es mayor al 50% la pectina se clasifica como pectina
pectina de alto grado de esterificacion

de alto grado de esterificacion

Si se tiene una alta concentracion y un peso molecular se incrementa la

El aumento en la concentracion y el peso molecular incrementa la
resistencia del gel ya que aumentan el nimero de zonas de union.

Concentracion de
pectina y peso molecular

Si se tiene una alta concentracién y un peso molecular alto, se
requiere menos cantidad de calcio para puentear ya que existe una
mayor reticulacion por parte de las interacciones entre puentes de

hidrogeno

reticulacion del polimero en zonas de union, en la que intervienen:
enlaces de hidrogeno, atracciones hidrofobicas entre los grupos metil-
éster y puentes de calcio si los ésteres estan distribuidos en bloques,
dejando grandes partes de la molécula como acidos libres.

El grado de esterificacion del acido galacturdnico afecta tanto la
densidad de carga del polimero como el nimero de interacciones
hidrofébicas, puentes de hidrogeno y de calcio

Grado de esterificacién

se formen mayores zonas de union con interacciones hidrofobicas entre

Firmezas altas cuando se tiene un grado de esterificacion alto y/o estian

. X X . L Ya que los enlaces con el calcio ocurren en zonas libres de
aun pH bajo, debido a que ¢l alto grado de esterificacion propicia que au u “ !

esterificacion, que el grado de esterificacion sea bajo hara un gel
mas resistente. Sin embargo si las zonas de unién que se forman
con el calcio son demasiado largas, puede formarse un precipitado
de pectina.

los grupos metil-ester, el pH bajo mantendra una repulsion
suficientememte baja para formar enlaces entre cadenas ya sea de
hidrogeno o de calcio

La presencia del grupo acetilo decrece la habilidad de formar geles,
siendo un obstiaculo estérico en la interaccion intermolecular que
disminuye la capacidad de la pectina para formar geles. Los azucares

Acetilacion y neutros presentes en la molécula de pectina podrian provocar un

ramificacién obstaculo estérico en la interaccion intermolecular y disminuir la
capacidad de la pectina para formar geles. Sin embargo, también
podrian participar en la gelificacion a través de la interaccion
hidrofébica y contribuir a una mayor cohesion del gel.
Un optimo pH para gelificacion esta controlado por el grado de . . .. . . Cuando el pH baja, las moléculas de pectina son neutralizadas con
X s, . . . . Entre mas bajo el pH, la repulsion serda menor entre las moléculas de A - -
esterificacion. Cuando el pH es bajo, los grupos ionizables estan R . | . P . protones, disminuyendo la posibilidad de que se formen zonas de
pH Lo pectina e interactian mejor. Esto significa que un pH bajo genera una .. . . . PP
protonados: Cuando el pH es el alto, los grupos ionizables estan clificacion mas répida union a través del calcio, lo que provocaria un gel mis flacido y se
desprotonados g pica. necesitaria mas cantidad de calcio que agregar.
A mayor fuerza idnica, mas resistente el gel. Esto porque cuando se . < .
- - A . . . . X A mayor fuerza idnica, mas resistente el gel. Esto porque cuando
Una fuerza idnica elevada desplaza el rango de pH optimo hacia neutraliza el polimero con los iones extra (como el calcio), puede . . . K
- ; . - . . . . se neutraliza el polimero con los iones extra (como el calcio),
Fuerza i6nica valores mis altos, donde un pH alto propicia que los grupos ionizables  formarse un puente sobre las moléculas de pectina de alto éster en . . . .
permite que las cadenas de pectina se acerquen mas, haciendo el gel

estén desprotonados y puedan formar puentes de calcio

zonas con una baja densidad de éster, produciendo un posible aumento

- . . mis organizado y cohesivo.
de las zonas de unién. y una mayor resistencia del gel

El agua no permite que se formen més interacciones por lo que

Actividad del agua y
disminuir su actividad a través de azucares es lo ideal.

tipos de azicar

Los azucares reducen la actividad del agua en el sistema,
permitiendo que se formen mas interacciones de tipo puente de
hidrogeno o de calcio provocando un gel mas fuerte

Los azucares reducen la actividad del agua en el sistema, permitiendo
que se¢ formen mas interacciones hidrofobicas provocando un gel mas
fuerte

Si la velocidad de enfriamiento aumenta también lo hara la
gelificacion, Pero, si hay un enfriamiento muy rapido, la gelificacion
se vuelve muy lenta. Lo ideal es una velocidad y temperatura media.

Velocidad de
enfriamiento y
temperatura
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2.3.1. Métodos de extraccidon de pectina
Actualmente existen diversos métodos de extraccion de pectina; el método
convencional consiste en llevar a cabo la hidrolisis acida de la pectina con ayuda de
calor usando una parrilla eléctrica, mientras la hidrélisis con microondas calienta la
reaccion usando, como su nombre lo indica, microondas permitiendo reducir los
tiempos de reaccion, y por ultimo la hidrolisis por ultrasonido se lleva a cabo en un
bafio ultrasénico a temperatura y vibracion constantes. A continuacion, la Tabla 2
compara los diferentes métodos reportados y sus resultados en torno al rendimiento
y grado de esterificacién (%DE). Donde se observo que el método convencional es
el método que requiere mayor gasto de energia y tiempo para su realizacién; sin
embargo, la facilidad de uso de este método representa una ventaja dentro del
trabajo de laboratorio ya que no requiere de equipos especializados como
microondas o bafio ultrasonico, siendo capaz de presentar rendimientos intermedios

respecto a los arrojados por el resto de articulos reportados.
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Tabla 2. Tabla comparativa de diferentes métodos de extraccion de pectina.

l\;[)z:it;r;a Metodo Condiciones Resultados Referencia  Interés del estudio
Rendimiento
T=90 °C, t=90 min, 19.16%,
Convencional pH=1.5, cantidad 1 DE=75.6%,
/30 mL Viscosidad=3.98 .
. Investigar el efecto
dL/g Bagherian, de la potencia de las
Rendimiento Zokaee nf;crol:)nl das as
Albedo de PW=0.9Kw, t=06 min, 27.81%, Ashtiani, el tiempo de
: Microondas pH=1.5, cantidad ~ DE=79.35%, Fouladitajar, _* € "¢
Toronja . o calentamiento sobre
1g/30m Viscosidad=2.61 & -
el rendimiento v la
dLl/g Mohtashamy, . .
. calidad de la pectina
Rendimiento 2011 [76] extraida del pomelo
Sonicacién 17.92%, P
Ultrasonido intermitente, DE=75.12%,
T=70 °C, t=25 minutos Viscosidad=3.23
dL/g
Extraer y
Cascara de caracterizar pectina
. Vasquez, . .
platano Ruesea de bajo metoxilo, a
(Musa HCI pH=2.0, T=85°C, - £a, partir de cascaras de
- . Rendimiento Daddosio,
AAB . t=60 minutos , platano, para
Convencional 20.68 % Paez, & .
subgrupo No reporta la - , concluir si poseen
. ., . DM=1.47 % Marin, L
platano, concentracion de acido. carateristicas
2008 [77] .
clon competitivas en la
Harton) industria de
alimentos
Evaluar el efecto
del pH y tipo de
Rendimiento acido (organico e
, 54%, inorganico), en
Caslgf;iode DE=78,7%, David variables de
P . HNO3 0.01 M pH=2.0, Viscosidad Humberto  respuesta como el
(Harton . o -, . .
Musa Convencional T=85°C, dinamica Valencia porcentaje de
aradisiac t=60 minutos (mPa*s)=61,2, Arias, 2019 rendimiento de
P a) ! Viscosidad [42] extraccion,
cinematica solubilidad, grado
(mm2*s)=62,0 de
metoxilacion, y
viscosidad.
CsHsO pH=2. 17,
T=91°C, Rendimiento= Establecer los
Convencional t=45 minutos 20,1 %, DE= valores 6ptimos de
0 e
Residuos No rep’orta la’ ) 67,7% pH, pro?orcmg
. concentracion de acido. solvente:materia
de naranja Vanesa Y. prima, tiempo y
(all?edo, PW= 540 W, Zegada solvente para la
semillas y B Franco, 2015 .
membrana Frecuenca= 2450 MHz, (78] operacion de
CsH:O7 pH=2.17, - hidrélisis mediante
s) . e Rendimiento= .
Microondas T=91°C, los métodos
. 16,3 % DE= - .
t=15 minutos convencional y
No reporta la HMO
concentracion de acido.
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2.4. Adsorcion de fluor

La remocién de fluoruro por adsorcién es un proceso complejo que involucra
diversas interacciones fisicas y quimicas entre el fluoruro y el adsorbente. Como se
muestra en la Figura 6, la remocion de fluoruro mediante adsorcion generalmente
implica cuatro mecanismos; el intercambio de ligandos, intercambio de iones,
interaccion electrostatica e interaccion acido-base de Lewis. El intercambio de
ligandos se produce cuando el fluoruro reacciona con los grupos hidroxilo presentes
en la superficie del adsorbente, reemplazando a otros iones presentes en el
adsorbente. Esto ocurre cuando el metal presente en el adsorbente tiene una mayor
afinidad por el fluoruro que por los grupos hidroxilo. Este mecanismo se caracteriza
por la formacion de enlaces entre el fluoruro y el adsorbente, lo que resulta en la
adsorcion del fluoruro en la superficie del adsorbente. Por otro lado, el intercambio
i6nico implica que los aniones presentes en la superficie del adsorbente son
reemplazados por iones de fluoruro presentes en la solucién acuosa. Esto ocurre
cuando el adsorbente tiene una mayor afinidad por el fluoruro que por los aniones
presentes en su superficie. El intercambio i6nico puede ocurrir entre diversos
aniones, como sulfato, carbonato y nitrato, y el fluoruro. La interaccion electrostatica,
por su parte, se basa en la atraccion electrostatica entre el adsorbente y los iones
de fluoruro presentes en la solucion acuosa. La interaccion electrostéatica puede ser
especialmente relevante cuando el adsorbente tiene una carga eléctrica opuesta a
la de los iones de fluoruro, lo que facilita su adsorcién en la superficie del
adsorbente. Por ultimo, la interaccion acido-base de Lewis ocurre cuando se forma
un complejo entre el adsorbente y los iones de fluoruro a través de interacciones
acido-base de Lewis. Esto implica la transferencia de un par de electrones entre el
fluoruro y el adsorbente, lo que resulta en la formacion de un enlace entre ellos.
Esta interaccidon puede ser especialmente importante en adsorbentes que contienen

metales de transicion, que pueden actuar como acidos o bases de Lewis [33]

Estos mecanismos pueden confirmarse mediante diversas técnicas analiticas como
la espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS), la espectroscopia

fotoelectronica de rayos X (XPS), la espectroscopia infrarroja por transformada de
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Fourier (FTIR), la resonancia magnética nuclear (RMN) y el andlisis de potencial
zeta [52, 53].

Adsorbente Adsorbente

Antes de la defluoracién Después de la defluoracion

O rporo ® r @ Carga positiva @ Aniones (S0, €O >, NO,, C,0,%)

Figura 6. Mecanismos de remocion de fluoruro por adsorbentes en solucion acuosa
[33].

2.5. Métodos analiticos para la determinacién de fluoruro en agua

Junto con los esfuerzos para ayudar a eliminar el fluoruro del agua potable, también
se ha prestado mucha atencién a la medicion precisa del fluoruro en el agua.
Actualmente, los métodos analiticos que se utilizan para la determinacién de

fluoruro se pueden clasificar en los siguientes cinco métodos, [54]:

1. Electroquimicos se basan en la medicién de la corriente eléctrica generada
por la reaccion quimica entre el flior y los electrodos. Algunos ejemplos son
la potenciometria, voltametria y polarografia. Son econémicos y rapidos, pero
pueden ser afectados por cambios en las condiciones y la presencia de iones

interferentes.
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2. Cromatograficos se fundamentan en la separacién de las especies quimicas
presentes en la muestra de agua mediante una fase estacionaria y una fase
movil, por lo que se emplean técnicas como la cromatografia idnica (IC), la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y la cromatografia de gases-
espectrometria de masas (GC-MS). Son efectivos pero pueden tener
limitaciones técnicas y de costo.

3. Espectroscopicos se basan en la absorcion o emision de radiacion
electromagnética por parte del flior presente en la muestra, dentro de estos
métodos se incluyen la espectrometria de absorcién atémica (AAS), la
espectrometria de emision Optica de plasma acoplado inductivamente (ICP-
OES) y la espectroscopia de absorcidon molecular (MAS). Sin embargo,
aunqgue selectivos y sensibles, pueden ser costosos.

4. Microfluidicos se utilizan dispositivos miniaturizados para realizar analisis
quimicos automatizados con pequefias cantidades de muestra para ello se
utilizan técnicas como la andlisis de inyeccién en flujo (FIA) y andlisis de
inyeccion secuencial (SIA), que son automaticas y econémicas.

5. De sensado, se basan en la interaccion especifica entre el fldor y una
sustancia quimica que produce un cambio medible, como un cambio de color
o fluorescencia, para ello se han desarrollado sensores colorimétricos y de
fluorescencia, son econémicos y permiten una deteccion rapida y sensible de

fldor en agua potable.

Con base a esta informacion, para el desarrollo de este trabajo se utilizé el método
de sensado-espectrofotométrico empleando el indicador alizarina-circonio para la

cuantificacion del fluoruro remanente.

2.5.1. Principio del método espectrofotométrico usando indicador
Alizarina-Circonio (Alizarina 1.5x10* M, Circonio 1.9x10* M)

La cuantificacion espectrofotométrica esta basada en que el complejo formado por

el rojo de Alizarina S (Amax 430 nm, color amarillo) y el oxinitrato de circonio IV

(Amax 520 nm, color naranja) forman un complejo de coordinacién Zr—O con los

hidroxilos de la alizarina de coloracion roja (Aabs= 430 y 520 nm). La adicion de
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iones fluoruro abstrae el Zr de la coordinacion establecida con la alizarina formando
una sal de oxifluoruro de circonio liberando asi la alizarina y recuperando la
coloraciéon amarilla del rojo de Alizarina S (Amax 430 nm). En la Figura 7 se
muestran las ecuaciones para la formacion del complejo circonil-alizarina y su

posterior “blanqueo” por el ion fluoruro,

Las Figuras 8a-c muestran los espectros UV-Vis de la alizarina y el del indicador
alizarina-circonio, asi como la variacion en la absorbancia del indicador con respecto

a la concentracion de fluoruro.

O—ZrO
oo QL UL omo
SO3Na SOgNa
Amanllo R()JO M
O—ZrO
QO e — 000
SO3N3 SO3Na
RO]O Amanllo (IT)

Figura 7. Formacion del complejo zirconil-alizarina y su posterior “blanqueo” por el
ion fluoruro, imagen modificada de acuerdo con la reportada por Ashley y

colaboradores [59].
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Concentracion de fluoruro

= 0 ppm
0.6 =+ 0.3ppm
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Figura 8. a) Espectro UV-Vis de la Alizarina 1.5x104 M, b) Espectro UV-Vis del
indicador Alizarina-Circonio (Alizarina 1.5x104 M, Circonio 1.9x10* M), c) Espectro
de Uv/vis. Variacion de la absorbancia del indicador Alizarina-Circonio (Alizarina
1.5x104 M, Circonio 1.9x10# M) en funcion de la adicion de diferentes

concentraciones de fluoruro después de 72 h de interaccion.
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3. JUSTIFICACION

Como se comento en parrafos anteriores, el fllor tiene propiedades nocivas para la
salud humana. Diversos asentamientos humanos presentan niveles de
concentracion de fluoruro en agua para consumo humano que superan los 1.5 mg/L
recomendados por la OMS. Debido a esto actualmente se encuentra clasificado
como un elemento altamente toxico, ya que, biolégicamente, el flior es sumamente
reactivo incluso en bajas concentraciones porque interfiere con enlaces de
hidrogeno e inhibe numerosas enzimas [55]. Por ello, la contaminacion de los
mantos acuiferos por la presencia de flior constituye un problema de salud publica
y es motivo de preocupacion. En México la sobreexplotacion de mantos acuiferos,
gue abastecen el 75 % de la poblacion, ha tenido como consecuencia la necesidad
de obtener agua potable de pozos cada vez mas profundos, situacién que ha
resultado en un aumento de la concentracion de fluoruro debido a la precipitacion
de este ion en las profundidades de las fuentes de suministro de agua que
abastecen ala poblacion [5]. Por tales razones es importante buscar formas seguras
gue protejan el medio ambiente y a la vez constituyan mejores vias para tratar el
agua contaminada sin alterarla. En este contexto la pectina es un biosorbente
prometedor que puede ser empleado para la remocién de fluoruro a través de la

obtencioén inicial del pectinato de calcio (PCa?").
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4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo general

Preparar pectinato de calcio a partir de cascaras de naranjay utilizarlo para remover

fluoruro del agua en condiciones de laboratorio.

4.2. Objetivos especificos

I. Obtener y caracterizar pectina de bajo contenido de metoxilo de cascaras de
naranja.

Il.  Preparary caracterizar pectinato de calcio a partir de geles de pectina de origen
natural.

[ll.  Evaluar la capacidad del material obtenido para remover el fluoruro en agua bajo

condiciones de laboratorio.
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5. METODOLOGIA

5.1. Reactivos

En el desarrollo de este proyecto, se usaron una variedad de reactivos para
asegurar la calidad de los resultados. Por ello se seleccionaron residuos de naranja,
los cuales fueron recolectados de un puesto ambulante de jugos y desayunos
ubicado en Avenida Universidad en Cuernavaca, Morelos, el 6 de febrero de 2022.
Ademas, se emplearon reactivos de alta pureza, como NaOH (hidréxido de sodio)
marca Sigma-Aldrich, NaF (fluoruro de sodio) de calidad analitica marca
Mallynckrodtr, y HCI (acido clorhidrico) de alta pureza suministrado marca High
Purity y H2SO4 @cido sulfurico) de grado reactivo marca por J.T. Baker. Ademas,
se utilizaron disolventes como isopropanol y etanol de alta pureza, ambos de la
marca High Purity. También se emplearon compuestos especificos como el
oxinitrato de circonio IV octahidratado (Zr(NO3)4-8H20 ) de marca Sigma Aldrich y
sulfonato de alizarina sédica (C,4H,NaO,S) de calidad analitica de la marca Merck,
Adicionalmente se utilizo cloruro de calcio (CaClz) de calidad analitica de la marca
Meyer. Por dltimo, se empled pectina comercial de alto grado de esterificacion
marca Sigma-Aldrich. Todos estos reactivos fueron utilizados sin purificacion previa
y de acuerdo a los procedimientos experimentales detallados en las secciones

posteriores de esta tesis.

5.2.Equipo

Los equipos empleados fueron: un horno convencional marca Felisa, un a
centrifuga, una licuadora Oster, un potenciometro marca Thermo Orion modelo 420
A, un Espectrofotometro FT-IR modelo Nicolet 6700, una balanza analitica marca
Ohaus, el agua fue obtenida de un destilador de agua marca Thermo Scientific, y
de un desionizador de agua marca Nanopure. Las mediciones espectrofotométricas
se registraron en un espectrofotometro Uv-vis HP 8452A (190-1100 nm, resolucion
de 1 nm).
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5.3. Metodologia experimental

5.3.1. Extraccion convencional de pectina a partir de las cascaras de
naranja

Para llevar a cabo la extraccion convencional de pectina a partir de las cascaras de
naranja, se tomo como referencia principal el método propuesto por D. Valencia
[42], con ligeras modificaciones, las cuales fueron: La relacion alcohol: pectina, para
la precipitacion alcohdlica, el tiempo y rpm (revoluciones por minuto) para la
centrifugacion de la solucion péctica, la concentracion de las soluciones de HCI, el
tipo de filtro empleado durante el proceso de filtracién y la materia prima usada para

la extraccion. Se siguieron los siguientes pasos:

En primer lugar, se realiz6 la inactivacion enzimatica. Para ello se prepard una
solucion con 1 litro de agua destilada y 300 gramos de materia prima, en este caso,
cascaras de naranja limpias y rebanadas. La mezcla se calenté a 95°C durante 15
minutos. Posteriormente, se filtré la solucién y se secé la materia prima de cascaras
de naranja a 50°C hasta alcanzar un peso constante. Una vez seca, la materia prima
pre-tratada (mpp), o sea las cascaras de naranja obtenidas en el paso anterior, fue
triturada para su uso posterior. Seguidamente, se llevé a cabo la hidrélisis acida. Se
tomo6 una porcion de 20 gramos de materia prima pre-tratada (mpp) seca, y se
mezclé con 500 ml de solucién acida con un pH=1.5. Esta mezcla se calentd y agité
a 95°C durante 90 minutos. Luego, se filtrd la mezcla y la solucién obtenida fue
etiquetada como Solucion péctica (SP) para ser almacenada en el refrigerador.
Posteriormente, la Solucién péctica (SP) fue centrifugada a 13500 rpm durante 1
hora para separar los solidos insolubles y desecharlos. Finalmente, se realizé la
precipitacion alcohdlica. Para ello en un bafio de hielo, se afiadi6 etanol a la
Solucién péctica (SP) en una proporcion de 3/2:1 (etanol:SP). La mezcla se agitd
durante 15 minutos y luego se filtro. El filtrado se lavé con etanol en una proporcion
de 80/20 v/v hasta obtener un tono ligeramente amarillo. Finalmente, el precipitado
se secO a 50°C hasta alcanzar un peso constante y se tritur6. La pectina seca y

molida resultante se almacend en un lugar libre de humedad para su posterior uso.
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A continuacion, en la Figura 9 se observa el esquema de la representacion grafica
de la metodologia descrita anteriormente, por otro lado en el apéndice F se puede
encontrar el diagrama de flujo de la metodologia para la extraccion de pectina
mediante el método convencional.

Metodologia de extraccién convencional de pectina a partir de la
cascara de naranja: Pre-tratamiento de la materia prima

Recoleccion de 4.5 Kg de deshechos de naranja, separacion y
limpieza de céscaras

!

Inactivacion
enzimatica

Filtrado, secado y triturado de la materia prima pre-
tratada (mpp)

Metodologia de extracciéon convencional de pectina a partir de la
cascara de naranja: Hidroélisis acida

20 g de mpp se disolvieron
en 500 ml de solucién
acidapH=3 a92°Cy

agitacion magnética
constante por 90 min

La solucién se filtrd Erm—

A
Precipitacion alcéholica del P
sobrenadante (etanol, NG
isopropanol) < 4

C ’ecupemda
se centrifugd durante 1
ha 13500 rpm.

Figura 9. Representacion grafica de la Metodologia para extraccion
convencional de pectina a partir de la cascara de naranja.
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5.3.2. Proceso de desesterificacion
Para llevar a cabo la metodologia de desesterificacion de pectina de alto grado de
esterificacion mediante una hidrolisis alcalina, se siguio el procedimiento propuesto

inicialmente por Lei Ji et al. [56], con ligeras modificaciones.

Para ello se disolvié 1 gramo de pectina en 100 mililitros de agua desionizada. La
solucion de pectina se enfrié en un bafo de hielo hasta alcanzar una temperatura
inferior a 4°C. Posteriormente, se ajusto el pH de la solucion a 13 mediante la adicion
de NaOH 10 M y se mantuvo la temperatura y el pH constantes durante 48 horas.
Transcurrido el tiempo de reaccion, se ajustd el pH de la solucién alcalina a 3.5

agregando HCI 2 M, esto para detener la saponificacion.

Seguidamente, se llevé a cabo la precipitacion alcohdlica. En donde la solucién de
pectina se coloc6 en un bafio de hielo y se afiadié isopropanol en una proporcion
de 1:3/2 (solucién de pectina:isopropanol). La mezcla se agité durante 15 minutos y
luego se filtrd. El precipitado obtenido se secé a 50°C hasta alcanzar un peso
constante y se tritur6. La pectina de bajo porcentaje de esterificacion resultante se
almacend en un lugar libre de humedad para su posterior uso. La Figura 10 muestra
un esquema de la representaciéon grafica para la metodologia de desesterificacion
descrita, en el Apéndice G se puede encontrar también el diagrama de flujo de esta

metodologia.
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Metodologia: Desesterificacion alcalina de pectina de alto grado de esterificacion

a
g Llevar el pH a Filtracion y
3.5 con secado (50°C)
Disolver la pectina de solucion acida hasta peso
agua destilada (10 mL 3 con HCI2 M constante
deaguaporcada0.1g o
de pectina) I , E
—

Enfriar la solucién en un
bafio de hielo a una
temperatura <4°C, llevar el
pH a 13 con NaOH 10 M, alcohoélica con
mantener temperatura y pH 1sopropanol, relacion
constantes durante 48 hrs 1:32(1 de sol
pecticay 3/2 de
isopropanol)

Precipitacion

Figura 10. Representacion gréafica de la Metodologia para el proceso de

desesterificacion alcalina de pectina de alto grado de esterificacion.

5.3.3. Preparacion del pectinato de calcio

El pectinato de calcio fue preparado a partir de tres muestras de la pectina
desesterificada, las cuales fueron: del lote 1A-Des posteriormente etiquetado
como PCa?*, los lotes combinados 1B-Des y 2A-Des etiquetados como
2PCa?* y a partir de la combinacién de los lotes 4A-Des y 8A-Des surgié
3PCa?*.

Se siguid la metodologia reportada por Lei Ji et al. [56], con ligeras
modificaciones. Se disolvi6é 1 g de pectina de bajo grado de esterificacion en
49 ml de agua y se ajusto el pH a 5 con NaOH 10 M. Posteriormente se
agregaron gota a gota 10 ml de una solucion de CaCl2 0.1 M y se agitd
vigorosamente. Finalmente el gel de pectinato de calcio se filtr6 y se secé en

horno hasta peso constante para almacenarlo en un lugar libre de humedad.
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La Figura 11 presenta las imagenes de la preparacion de pectinato de calcio
a partir de pectina de bajo grado de esterificacion, mientras que el Apéndice

H muestra el diagrama de flujo correspondiente a esta metodologia.

Metodologia: Pectinato de calcio

Filtracién y secado

I — =
) hasta peso constante
E e en uun horno a 40°C

Soluciéon 0.1 M con

0.0111 g de CaCl,

Disolver 0.1 g de pectina en
4.9 ml de agua destilada a
temperatura ambiente

Afiadir gota a gota la
solucion de CaClya la
solucién de pectina y
agitar vigorosamente

Ajustar el pH de la
solucion de pectina a 5

Figura 11. Metodologia general para la preparacion de pectinato de calcio,

representacion gréfica.

5.3.4. Determinacion de iones fluoruro en agua mediante
espectroscopia UV-Vis

Para llevar a cabo la determinacion de iones fluoruro en agua mediante

espectroscopia UV-Vis se siguio el procedimiento reportado por por R. P.

Ashley et al. [58] con modificaciones en torno a la concentracion del

indicador, asi como en los tiempos 6ptimos de medicidén y en el intervalo de

concentraciones de los estandares preparados para la construccion de la

curva de calibracion. Para ello se siguieron los siguientes pasos:

Se prepararon dos soluciones &cidas: la primera combinando 4 ml de H2SO4
36 N con 26 ml de agua desionizada, y la segunda mezclando 12 ml de HCI

12 N con 18 ml de agua desionizada. Por otro lado se prepararon soluciones
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de alizarina y circonio disolviendo 0.030 g de circonio en 10 ml de agua
desionizada, y 0.035 g de alizarina en 10 ml de agua desionizada. A
continuacion, se preparo la solucion madre de indicador Alizarina-Circonio
combinando las soluciones de H2SOa4, HCI, circonio y alizarina. Esta solucion
se aforé a 100 ml con agua desionizada y se almacend durante 48 horas en
un frasco oscuro y tapado. La concentracion final de alizarina fue de
1.02x103 My la de circonio fue de 1.3x103 M. Posteriormente se prepararon
8 muestras de indicador empleando 8 alicuotas de 1470.58 pL de la solucion
madre de indicador a las que se les afiadid, a cada una, 6 ml de agua
desionizada. Estas soluciones se dejaron reposar durante 48 horas en un
lugar fresco y oscuro. Por otro lado la solucibn madre de NaF con una
concentracion de 5x1023 M se prepar6 afadiendo 0.00525 g de NaF a agua
desionizada y aforando a 25 ml. Esta solucién se almacené en un frasco de
polipropileno en un lugar fresco y oscuro. Finalmente, se prepararon los
estandares afiadiendo a cada una de las 8 muestras de indicador volumenes
especificos de la solucion madre de NaF. Estos estandares se aforaron a 10
ml con agua desionizada y se midieron inmediatamente en el
espectrofotémetro. Las concentraciones finales fueron 1.5 x 104 M (alizarina)
y 1.9 x10“ M de oxinitrato de circonio (IV). Los estandares se almacenaron
en frascos de plastico lejos de la luz solar, se dejaron reposar durante 120
horas y se volvieron a medir. La absorbancia registrada a las 120 horas a
520 nm se grafico en funcion de la concentracion del ion florero para obtener

la curva de calibracion correspondiente

El Figura 12 muestra la metodologia usada para la cuantificacién del ion
fluoruro mediante el uso del método espectrofotométrico, adicionalmente en

el Apéndice | se puede encontrar el diagrama de flujo.

También fueron evaluadas las metodologias propuestas por Melak, Fekadu
et al. [59]y la propuesta por J. M. Sanchis et al [60] para la cuantificacién de
fluoruro mediante espectrofotometria UV/Vis. Sin embargo, no se obtuvieron

resultados satisfactorios.
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Metodologia: Determinacion
espectrofotometria de fluoruro en agua

Preparacion de la soluciéon madre indicador Circonio-Alizarina.

4m1deHSO.\36\——-‘_6dee 12 ml. de HC1 12N + ~18 mL de
agua desionizada Se deja enfriar. agua desionizada. Se deja enfriar.
—_
Solucwnes acidas : =
- Solucién de H.SO, + solucién de Aforar a 100 ml.. Almacenar 48 hrs
0.035 g de sulfonato de alizarina 0.030 g. de sal de circonio HCL - solucién de circonio + antes de usarse
sodica + 10 ml de agua (Oxinitrato de zirconio) + 10 mL solucion de alizarina -
desionizada de agua desionizada. Z
Z 4
Vo N
\ ) -
Y Solucién madre de indicador Alizarina-Circonio.

. . . . . Alizarina 1.02x103M y Circonio 1.3x102 M
Solllclo’les, alizarina Y circonio

Preparacion de los estandares de fluoruro

—_

Solucion madre de NaF
5x10-M, 25 mL:
0.00525 g de NaF + agua desionizada,
aforar a 25 ml.. Almacenar en un frasco de
plipropileno en un lugar fresco y oscuro

iy
W
. . Afadir a cada alicuota de indicador los '
siguientes 14 volimenes (microl) de
solucién madre de NaF: 0, 47.6, 71.4, Medir en el
] 142.9, 190.5, 238.1, 285.8, 333.4. Aforar a espectrofotémetro alas 0 y
e 10 mL con agua des-ionizada. 120 h en absorbancia de 520

Construir la
. . . _4 curva de
Solucion de indicador 1.5x10-M e calibracion
Tomar 7 alicuotas de 1470.58 microL de conla
solucién madre de indicador y afiadir i
aproximadamente 6 mL de agua desionizada. abso;izaca) r;\cm 2
Dejar reposar 72 h en un lugar fresco y oscuro
ESRE

Figura 12. Metodologia general para cuantificacion de fluoruro en agua mediante

espectrofotometria UV-Vis, representacion grafica.
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5.3.5. Pruebas para la adsorcidon de flaor y su cuantificacion

Las pruebas para la adsorcion de fldor se realizaron de acuerdo con la metodologia
propuesta por H. Paudyal et al. [61] y se usé el tiempo Optimo de interaccion
reportado por A. Robledo-Peralta et al. [62].

Se prepararon 50 ml de una solucion de NaF de concentracion 14 ppm. Se tomaron
8 ml de NaF 14 ppm se agitaron con 32 mg de pectinato de calcio por 1 h.
Posteriormente se extrajo el gel de pectinato de calcio mediante filtracion, se seco,
trituré y se almacend. Se tomaron 5 mL de la solucién remanente y se transfirieron
a soluciones de indicador preparadas de acuerdo con lo descrito en la seccién
anterior, se aforaron a 10 ml y se registro el espectro de UV/vis, se almaceno en un
frasco de polipropileno lejos de la luz y se repitié la medicién a las 48 h. Con la
absorbancia registrada a 520 nm se calcula la concentracién de fluoruro empleando
la curva de calibracion.

La Figura 13 presenta las imagenes de la metodologia para las pruebas de la
adsorcion de fluoruro mediante el uso de pectinato de calcio y su cuantificacion.

Adicionalmente en el Apéndice J se puede encontrar el diagrama de flujo.
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Metodologia: Pruebas de adsorcion con pectinato de

Calcio

Solucién de NaF 14 ppm 50mL : Prueba de absorcién:

Aforar a 50 mL una alicuota de 3334.1 Blanco; 8 ml de solucién de NaF 14 .
microlL de solucién madre de NaF. Aﬁa’dir ppm + 0 mg de pectinato de calcio g:;l];?alztg?deebg’l::?(:gg:: :11

NaOH 0.097M hasta afustar el pH 2.5 Prueba: 8 ml de solucién de NaF exceso de agua), recuperar la
Almacenar la solucién en un frasco de 14 ppm + 0.032 g de pectinato de [~ soluci6a de NaF

polipropileno lejos de la luz solar. P : calcgio L }

Agitar durante 2 h ambas muestras k

Blanco + solucién de indicador 1.
Prueba + solucién de indicador 2.
Aforar a 10 mL y medir inmediatamente en el espectrofotémetro.
Almacenar las muestras en frascos de plastico lejos de la luz solar.
Dejar reposar 48 hrs y volver a medir, calcular la concentracion de
ambas muestras.

(®

Figura 13. Metodologia general para las pruebas de adsorcion de flor mediante

pectinato de calcio, representacion grafica.
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5.4.Metodologia de analisis

5.4.1. Rendimientos
Para calcular los porcentajes de rendimiento se tomdé como referencia la
metodologia de Mendoza Vargas, Jiménez Forero, & Ramirez Nifio, (2018) [63], a
la cual se le hicieron ajustes dependiendo de la prueba realizada, en las secciones

siguientes se presentan las formulas empleadas para cada determinacién

5.4.2. Analisis cualitativo por FTIR
Se siguid el método propuesto por E. Cabarcas Henao et al. [64] en el cual se utiliza
una muestra de pectina de grado analitico, con grado de esterificacion conocido,
como referencia para la obtencion de un espectro donde se puedan observar las
diferentes picos correspondientes a los grupos funcionales caracteristicos de una
pectina; sin embargo, para la determinacion de la clasificacidén de la pectina los picos
de particular importancia son aquellos que aparecen alrededor de 1630 cm™y 1749
cm? ya que son indicadores de grupos -carboxilos libres y esterificados
respectivamente, por lo que se suelen usar para determinar si la pectina es de alto

0 bajo grado de esterificacion.

5.4.3. Analisis cuantitativo por FTIR

Se siguid el método propuesto en la literatura por G.D. Manrique, F.M. Lajolo [65] y
Lin Sun et al. [66]. El cual indica que la relacién del area de la banda a 1749 cm*
sobre la suma de las areas de las bandas a 1749 y 1630 cm™ debe ser proporcional
al grado de esterificacion [30]. Por lo que se puede construir una curva de
calibracion a partir de pectinas con %DE conocido. De esta forma Manrique et al.
[65] construyeron una curva de calibracion y obtuvieron la siguiente ecuacion lineal
con un coeficiente de determinacion igual a 0.9967

MED = 124.7R + 2.2013
r? = 0.9967

Dicha regresion lineal permitié el calculo del grado de esterificacion de las pectinas

extraidas durante el desarrollo de este proyecto.
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5.4.4. Analisis cuantitativo: Determinacién del %DE mediante titulacion
Con la intencién de corroborar el grado de esterificacion presente en las muestras
de pectina se uso el método titrimétrico para la determinacion del %DE propuesto
por Azhar Mat Easa et al. [67], la Figura 14 muestra el esquema de la metodologia

que se siguiod para la realizacion de las titulaciones.

Titulacién con NaOH
:EI{;;EI ?; Disolver la muestra ]
100 ml de Primera titulacion:
agua 1 Cuantificacion de acidos
carboxilicos
Valorar la muestra con NaOH 0.5 M (titulacién
5 gotas de inicial) v agitar vigorosamente hasta el cambio de
- coloracién
fenolftaleina
Afiadir 10 mil . .
EZ |l.|raOHm E——— ‘ Reposar por 15 min; afiadir NaOH ‘
l Saponificacion de los esteres
;((}:In;Lsd:I' E— ‘ Afiadir acido y agitar hasta desaparecer el color ‘
- - _ Segunda titulacién:
5 gotas de . Titular nuevamente con NaOH 0.5 (titulacion final) Cuantificacion de acidos
fenalftaleina hasta desaparecer el color carboxilicos generados a partir

de la saponificacion

Figura 14. Esquema de la Metodologia para la determinacion del %DE mediante

titulaciones.
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6. RESULTADOS y DISCUSION

6.1. Rendimientos

A continuacion, se presentan los rendimientos correspondientes a cada una de las

metodologias desarrolladas.

6.1.1. Materia prima (cascara de naranja)
A partir de los 4500 g de residuos de naranja (cascaras sin limpiar) se obtuvieron
2100 g de cascaras limpias (mp). Después de someter las cascaras limpias (mp) al
proceso de inactivacion enzimatica y secado se obtuvo una cantidad de 559.65 g
de materia prima pre-tratada (mpp) seca y pulverizada, que fue igual al 26.7%
promedio de la materia prima inicial. La Tabla 3 resume los rendimientos
porcentuales obtenidos de materia prima pre-tratada, donde €l % de rendimiento de

materia prima pre-tratada (mpp) fue calculado con la siguiente férmula:

peso (g) de la materia prima pretratada (mpp) o

% del rendimiento = 100

peso (g)de las cascaras limpias (mp)

Cabe mencionar que el lote 6 se desechd debido a un problema entorno a su

procesamiento.
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Tabla 3. Rendimiento porcentual de materia prima por lotes y promedio.

Cascaras

Residuos Ciscaras % Rendimiento mpp= -
s pretratadas Rendimiento sy
de limpias (peso (g) de la mpp)/peso . Desviacion
Lote . secas 'y j Promedio ,
naranja (mp) molidas (mpp) (g) de la mp sin [%] estindar
[g] [g] le] PP pretratamiento) x 100 ’
Lote 1 ~300 78.4 26.1
Lote 2 ~300 70.15 234
Lote 3 ~300 76.4 25.5
Lote 4 ~300 74.3 248
4500 26.7 3.27
Lote 5 ~300 73 243
Lote 6 ~300 - -
Lote 7 ~300 91.7 30.6
Lote 8 ~300 95.7 31.9

6.1.2. Extraccion de pectina
Para la extraccién de la pectina, la materia prima pretratada se dividio en los 8 lotes,
sin embargo, solo se extrajo pectina de los lotes 1, 2, 4, 5, 7 y 8. Por cada lote de
materia prima pre tratada (mpp) se realizd una extraccion de pectina mediante la
metodologia descrita en la seccién 5.3.1 a excepcion del lote 1 de materia prima
pretratada (mpp) del cual se obtuvieron dos muestras de pectina que fueron
etiquetadas como, pectina lote 1A (PL1A) y pectina lote 1B (PL1B). En la Tabla 4
se muestra el % rendimiento obtenido de pectina para cada lote, el calculo del %

rendimiento se realizé con la siguiente formula.

eso de la pectina
% del rendimiento = p (9) p x 100

peso (g) de la materia prima pretratada (mpp)

El rendimiento promedio de pectina fue del 6.01%, sin embargo la cantidad de
pectina extraida de cascaras de naranja puede variar segun varios factores, como
el método y las condiciones de extraccién, la variedad de naranja y las condiciones
de cultivo [83]. Se estima que el rendimiento tipico de pectina obtenida de frutos
citricos como limon y naranja se encuentran entre el e 11.1 a 21.3%. % tal como

sefala Diez Carrion A. [84]
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En general los bajos rendimientos obtenidos pueden deberse, en gran medida, al
proceso de molienda ya que durante este se pueden perder cantidades
considerables de pectina debido a la dificultad que puede presentar moler el gel
deshidratado. La molienda de las muestras fue uno de los problemas principales al
momento de la recuperacion de pectina; sin embargo, se observo que el rendimiento
también puede estar relacionado con el recipiente usado durante el calentamiento
de la hidrolisis acida, ya que se obtuvo mayor recuperacion de solucion péctica con
el uso de un matraz Erlenmeyer, debido a una menor evaporacion, en comparacion

a la cantidad de solucion péctica recuperada con el uso de un vaso de precipitados

Tabla 4. Rendimiento porcentual de pectina obtenida por lotes y promedio.

% Rendimiento de pectina =

Materia Rendimiento

Lote prima Pectina  (peso (g) dela pe.ctina-)/(peso promedio de DeS\:iaci{')n
[g] (g)de la materia prima . N estandar
pretratada [g] pretratada)x100 pectina [%]

Lote1 A 20.0004 0.4994 2.4970

Lote1 B 20.0007 0.6213 3.1064

Lote 2 A 20.0009 2.2881 11.4400

Lote3 A - - -

Lote 4 A 19.9998 1.3874 6.9371 6.02 2.93
Lote S A 20.0001 1.232 6.1600

Lote 6 A - - -

Lote 7 A 20.0007 1.2664 6.3318

Lote 8 A 20.0005 1.128 5.6399

6.1.3. Desesterificacion
De igual forma que los rendimientos porcentuales obtenidos anteriormente, se
calcul6 el porcentaje de rendimiento de pectina desesterificada con la siguiente

formula:

o peso (g) de pectina desesterificada obtenida
% del rendimiento = x 100
peso (g) de Pectina alto %DE usados

La Tabla 5 muestra el porcentaje de rendimiento de pectina en cada uno de los lotes
desesterificados. Se desesterificaron todos los lotes de pectina extraida, ya que
para una mejor adsorcion es preferible una pectina de bajo grado de esterificacion,
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de esta forma habria suficiente pectina de bajo grado de estratificacion para la
preparacion del pectinato de calcio. El rendimiento promedio de pectina
desesterificada fue del 91.81%. Es importante mencionar que uno de los
rendimientos fue del 104% debido a un problema de hidratacion de la muestra, pese

a ello en general el resto de los lotes presentaron un buen rendimiento.

Tabla 5. Rendimiento porcentual de pectina desesterificada obtenida por lotes y

promedio.
% Rendimiento de pectina
g de Pectina g Pectina desesterificada=(peso (g) % Rendimiento de Desviacién
Lote alto %DE desesterificada Pectinadesesterificada)/(peso pectina estandar
usados obtenidos (g)de Pectina alto %DE desesterificada
usados)x100
Lote 1 A 0.3071 0.2681 87.30
Lote 1 B 0.4004 0.3526 88.06
Lote 2 A 1.2003 1.1945 99.52
Lote 3 A - - -
Lote 4 A 0.8323 0.7435 89.33 91.81 8.497
Lote 5 A 0.74 0.7764 104.92
Lote 6 A - - -
Lote 7 A 0.7602 0.6031 79.33
Lote 8 A 0.6766 0.6374 94.21

6.1.4. Pectinato de calcio
Para la obtencién de pectinato de calcio no se usaron todos los lotes de pectina
desesterificada, solo se uso el lote 1A, 2A, 1B, 8Ay 4A. Sin embargo se combinaron
los lotes 2A y 1B (2A-1B) vy los lotes 8A y 4A (8A-4A), con la intencidn de tener
mayor gramaje inicial para la preparacion del pectinato de calcio.

El porcentaje de rendimiento de pectinato de calcio obtenido se calculé con la

siguiente formula

eso de pectinato de calcio (PCa?*) obtenidos
% del rendimiento = p (g)dep ( ) x 100

peso (g) de pectina desesterificada usados
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La Tabla 6 presenta el rendimiento de cada una de las muestras de pectinato de
calcio asi como el promedio y su desviacion estandar. El rendimiento promedio fue
del 87.94%, un rendimiento bastante razonable que podria mejorarse si se mejora

el proceso de molienda

Tabla 6. Rendimiento porcentual de pectinato de calcio obtenido por lotes y

promedio.
. . % Rendimiento de pectinato % Rendimiento
g de Pectina g Pectinato de L 2+ . . L
. R »+. de calcio=(peso (g)de PCa promedio del Desviacion
Lote desesterificada calcio (PCa™) \ . . .
usados obtenidos obtenidos)/(peso (g) de Pectina pectinato de estandar
desesterificada)x100 calcio (PCa®)
Lotel A 0.1 0.0799 79.90
2A-1B 1.07 0.8987 83.99 87.94 10.58

SA-4A 1.0266 1.0258 99.92

6.1.5. Pectinato de calcio recuperado de las pruebas de adsorcion de
fluoruro

La Tabla 7 muestra el rendimiento porcentual de pectinato de calcio después de ser

sometido a las pruebas de adsorcion de fluoruro, para el calculo de dicho

rendimiento se uso la siguiente férmula.

peso (g) de PCa®* recuperados después de la defluoracién

% del rendimiento =
peso (g) de de PCa?* usados

Si bien este es uno de los rendimientos mas bajos, con un rendimiento promedio
igual a 45.25%, en comparacion con los porcentajes obtenidos para las

metodologias anteriores, resultd suficiente para poder analizar las muestras.
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Tabla 7. Rendimiento porcentual de pectinato de calcio recuperado de las pruebas

de adsorcion de fluor y promedio.

% Rendimiento del

g de 2 PCa® despuésdela  %Rendimiento
. g PCa . .
Pectinato recuperados deﬂuoracmnH pro?zedm de’l Desviacién
Prueba Mouestra de calcio . =(peso (g) PCa” PCa™" después .
2+, despueésdela , estandar
(PCa™) defluoracion recuperados después de dela
usados la defluoraciéon)/(peso (g) defluoracion
de PCa”* usados)x100
1 1 0.0100 0.0049 49
1 0.0200 0.0063 315
2 2 0.0102 0.0029 28.43
3 0.0190 0.0047 24.74
1 0.0201 0.0111 55.22
3 2 0.0201 0.0088 43.78 43.25 1244
3 0.0301 0.0161 53.49
4 0.0402 0.0218 54.23
4 1 0.0800 0.0455 56.88
5 1 0.0800 0.0442 55.25

6.2. Caracterizacion de las pectinas

6.2.1. Analisis cualitativo por FT-IR de las diferentes pectinas
Una vez realizada la metodologia propuesta para la extraccion de pectina a partir
de cascaras de naranja, se obtuvieron los siguientes resultados a partir del analisis
de infrarrojo. La Figura 15 se presentan los espectros de infrarrojo correspondientes
a dos muestras de pectina: la primera, con un espectro marcado de color rojo,
corresponde a la pectina comercial (PC) de alto grado de esterificacion y la segunda
es la muestra extraida a partir del lote 1A (PL1A). Comparando los espectros de la
Figura 15a se observa que existe coincidencia en las bandas, lo que sugiere que la
pectina extraida (PL1A) es una pectina de alto grado de esterificacion, esta figura
contiene también la asignacion de las principales bandas observadas. EI mismo

hecho se muestra en el resto de los lotes de pectina extraida, Figura 15b.
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Figura 15. a) Espectro de infrarrojo: Comparacion de la Pectina Comercial (PC) con
la Pectina del Lote 1A (PL1A). b) Espectro de infrarrojo: Pectina Comercial vs
Pectinas de diferentes lotes (1, 2, 4, 5, 7y 8).

Los lotes de pectina extraida (L1A-L8A) fueron sometidos a un proceso de
desesterificacion. La Figura 16 muestra los espectros de la pectina extraida del lote
1A antes (PL1A) y después (PL1Abes) del proceso de desesterificacion con todas

las bandas asignadas. Los principales cambios son una reduccién en la intensidad



de la banda de estiramiento del grupo carbonilo (C=0) de los ésteres, lo cual indica
una disminucién en la cantidad de grupos éster presentes en la estructura de la
pectina como resultado del proceso de desesterificacion. Ademas, se observé un
aumento en la intensidad de la banda correspondiente a las vibraciones de
estiramiento del grupo carboxilato (COO-), sugiriendo la generacion de mas grupos
carboxilato como consecuencia de la desesterificacion. Por otra parte el aumento
en la intensidad de la banda correspondiente a las vibraciones de estiramiento del
enlace O-H puede indicar un incremento en la cantidad de grupos hidroxilo
presentes en la estructura de la pectina después del proceso de desesterificacion,
ocasionados por la presencia de &cidos carboxilicos. Este aumento puede estar
asociado con la ruptura de los enlaces éster y la consiguiente exposicion de mas
grupos hidroxilo en la cadena polimérica de la pectina. Ademas, una mayor
intensidad en esta banda podria sugerir una mayor disponibilidad de grupos
hidroxilo para formar enlaces de hidrégeno con otras moléculas. Por lo que la
deteccién de estos cambios significativos en las bandas caracteristicas de los
espectros de infrarrojo corrobora la efectividad del proceso de desesterificacion
propuesto y confirma una modificacion exitosa de la estructura quimica de la

pectina.
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Figura 16. Analisis de infrarrojo. Espectros de pectina de alto grado de esterificacion
extraida del lote 1A (PL1A) y pectina lote 1A sometida al tratamiento de

desesterificacion (PL1A-pes).

La Figura 17 muestra el espectro de infrarrojo de la pectina lote 1B-2A sin
desesterificar (PL1B-2A) y el espectro de la pectina del mismo lote después del
tratamiento de desesterificacion. La Tabla 8 compara los nUmeros de onda en cm-
de los diferentes espectros de pectinas. Los espectros de infrarrojo del resto de lotes

desesterificados y usados para este trabajo se encuentran en el Apéndice K.
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Figura 17. Analisis de infrarrojo. Espectros de pectina de alto grado de esterificacion
extraida del lote 1B-2B (PL1A-2B) y pectina lote 1B-2A sometida al tratamiento de
desesterificacion (PL1A-2Bpes).
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Tabla 8. Numero de onda de las sefales caracteristicas en las diferentes muestras

de pectinas.
C-H COO- C-O-C
) O-H C=0 C-O-H C-O
Muestra/Banda (cm’) Stretch Stretch Stretch Stretch Bend Stretch Stretch
As As As
Pec“”?;g)“erc'a' 3339 2925 1735 1605 1439 1227 1142
Pectina Lote 1A
(PL1A) 3350 2935 1735 1603 1439 1227 1142
Pectina Lote 1A
desesterificada 3324 2938 1728 1601 1413 1230 1141
(PLlADes)
Pectina Lote 1B-2A
(PL1B-2A) 3331 2938 1737 1601 1439 1226 1142
Pectina Lote 1B-2A
desesterificada 3343 2937 1730 1600 1413 1236 1141

(PL1B-2A0)

La pectina desesterificada del lote 1B-2A fue utilizada para preparar el pectinato de

calcio. La Figura 18 muestra los espectros de infrarrojo de la pectina desesterificada

del lote 1B-2A (PL1B-2A0es) y del pectinato de calcio preparado a partir de este

mismo lote (2PCa?"), sin embargo el resto de espectros de pectinato de calcio

(PCa?* y 3PCa?") se pueden encontrar en el Apéndice L. La Tabla 9 resume los

nameros de onda de los diferentes espectros de pectinas usadas en esta muestra

para una mejor comparacion de datos.
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Figura 18. Espectros de infrarojo de la pectina lote 1B-2A desesterificada (PL1B-
2Apes) Y del pectinato de calcio preparado a partir de la pectina lote 1B-2A

desesterificada (2PCa?").

Tabla 9. Numero de onda de las sefiales caracteristicas en las muestras de pectina
desesterificada, y pectinato de calcio.

C-H COO- C-0-C
O-H Cc=0 C-O-H C-O0
Muestra/Banda (cm-) Stretch Stretch Stretch Stretch Bend Stretch Stretch
As As As
Pectina Lote 1B-2A
(PL1B-2A) 3331 2938 1737 1601 1439 1226 1142
Pectina Lote 1B-2A
desesterificada 3343 2937 1730 1600 1413 1236 1141
(PLlB'ZADes)
Pectinato lote 1B-2A | 3549 2936 1737 1596 1416 1239 1140
(2PCa™)
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Como se muestra en los espectro de FT-IR, el cambio observado en el espectro del
pectinato de calcio (2PCa?*), respecto al espectro de la pectina desesterifica, ocurrié
con la disminucion en la intensidad y el desplazamiento de la banda de vibracion de
estiramiento asimétrico del carboxilato (COO-), ocasionada por la capacidad de los
iones de calcio para formar enlaces de coordinacion con los grupos carboxilato
(COO). L