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RESUMEN PECTINAS

RESUMEN

Las pectinas son macromolecuias cuva funcion fisiologica especifica es ser
cemento ceiular en frulas y vegetaies. Estas sustancias son imporantes porque
tiene las propiedades de formar emulsiones y geles en presencia de glucosa, otros
azucares de frutas y de iones metdlicos tanto monovaientes como bivalentes.
Debido a estas prepiedades las pectinas se emplean en diversas industrias como

la farmacéutica, la alimentaria, a quimica, ia del acero. ia textil y en medicina.

Actualmente las pectinas empleadas en México se imporian. Estas sustancias
pueden extraerse de ias pulpas molidas, secas o himedas, de diversas frutas vy
vegetales. Después se purifican para obtener las propiedades gelificantes

esperadas. La extraccion de las sustancias pécticas es econdémica.

Por ofra parte, los concepios de fisicoquimica aplicados a macromoléculas
plantean y resuelven problemas y cuestiones especiales como la determinacion de
su peso molecutar, forma, longitud de las cadenas poliméricas y los

comportamientes, tanto quimico, recldgico como espectroscopico.

En esta investigacion se encontraron métodos para el escaldado del fruto, la
conservacion y el secado de la pulpa de tejocote. También se obtuvieron métodos
para la extraccién. a purificacidn y el secado de pectina. Ademas se emplearon
metodos para ia caracterizacién fisicoquimica tanto cualitativa como cuantitativa
de esta. Se realizarcn el andlisis elemental y el analisis bromatolégico, se
determinaron el punto de fusion, la solubilidad. el pH de las soluciones de pectina,
el nimero de fracciones poliméricas y su respectivo pesc molecular de la muestra
empleando la cromatografia de liquidos de alta resoiucion v el contenido de iones
metaliccs empleando la espectrometria de emision con ICP. También se

estudiaron les comportamientos reoldgico y espectroscdpico de las pectinas.

Finalmente se llevd a cabo el andlisis econdmico de jos méteodos de extraccién de

pectina. desarroilados en este trabajo.
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ABSTRACT

The pectic substances are naturai macromclecules, and its physiclogical specific
function is being the celiular concrete in vegetables and fruits. This fruit substances
are impoertant because they have the properties to form emulsions and gels in
presence of glucose or other sugar fruits and metaliic ions, for these reasons they

are used in pharmaceuticai, food, chemical, stee!l industries and medicine.

Nowadays the pectin that employed in Mexico is imported, this is extracted from

mill and dry pulp of some fruits to obtain the wished gelific properties.

Although, lots of physicochemical concepts apply to macromoiecules, these plan
pecial gquestions and problems including the determination of their moiecular

weight, shape, form, the length of polymeric chain, reclegical and spectroscepic

in this investigation we found one method for scald, conserve and dry the pulp of
hawthorn, one method for the extraction, purification and dry pectin. Furthermore
we found the gualitative and quantitative physicochemical characterization of
pectin. | got the elemental analysis, bromatologycal analysis, melting point,
solubility, pH of pectin solutions, the determination of the number of fractions and
their respective molecular weight employing the HPLC method, the reological and
spectroscopic behavior and the contain of metallic ions employing the ICP method.

Finally we found the eccnomical analysis of the pectin extraction.



CBJETIVOS PECTINAS

1.

OBJETIVO GENERAL.

Caracterizacion fisicoquimica de la pectina extraida previamente de la
pulpa de tejocote (Cratacgus mexicana) de la variedad “H”.

2. OBJETIVOS PARTICULARES.

1

2.

.Encontrar y optimizar un método de exiraccion de pectina de la

pulpa de tejocote de la variedad “H".
Determinar la pureza de la pectina empleando métodos
instrumentales.

uimicos e

)

.Medir algunas propiedades fisicogquimicas de la pectina de tejocote

(color, viscosidad intrinseca, punto de fusién, solubilidad, pH,
numero de fracciones, pesc molecular, etc.).

.Determinar algunas propiedades especiroscopicas de la pectina

extraida.

.Determinar algunas propiedades reoldgicas de solliciones de

pectina de tejocole de ia variedad "H".

.Realizar el analisis econdmico de alguncs procesos de extraccion

de ia pectina.




INTRODUCCICN FPECTINAS

En el capitulc cuatrc se presenta el desarroilo experimental que consistié en el
escaldado v despulpado det fruto, conservacion de ia pulpa, secado de la pulpa, analisis
bromatolégico de ia pulpa, extraccion de ia pectina por ei método aplicado a la pulpa de
kiwi, metodo modificado aplicade a la pulpa de kiwi, método con acide oxalice, metodo
con EDTA, métode acuoso y métedo secuencial, purificacién de la pectina, secado de la
nectina y caracterizacion de la misma. Esta caracterizacion consistio en determinar
diferentes propiedades fisicoquimicas de ia macromolécula teniendo como pectina de
control a la pectina citrica. Las prepiedades fisicas que se determinaron son: pureza,
solubilidad en diferentes disolventes, puntc de fusicn, composicion por medio de un
HPLC, es decir se determinaron el nimero de fracciones que constituyen la muestra de
pectina extraida y su peso molecular promedic empleando la teécnica de cromatografia de
liquidos de alta precisién y patrones de proteinas, sus propiedades recidgicas empieando
los redmetros. Las propiedades quimicas determinadas son los analisis elemental,
analisis bromateolégico y su contenido de elemenios inorganicos empleando
espectrometria de emision con plasma de Argdn, reaccicnes gquimicas y grupos
funcionales probables con ayuda de la espectroscopia ultravicleta - visible, infrarroja y

resonancia magnética nuclear. Ademas del analisis economico de la extraccion.

En ios capitulos cinco y seis se muestran los resuitados su analisis y las

conciusiones del trabajo.

Finalmente a manera de anexos se presentan el calcule tedrice y dato experimental
promedio de la temperatura que alcanza el horno de microondas al secar la pulpa de
tejocote, la tabla de indices de refraccidn para verificar {a pureza del alcohol recuperado y
un difractograma inicial que nos indicd la presencia de pectina en la pulpa, las curvas
potenciométricas empleadas para la determinacion de los porcentajes de &cido
anhidrourénico v de metoxilos v el peso equivalente de las pectinas extraidas, los
cromatogramas tantc de gases como de liquidos, los espectros uv - visible, infrarrcjo y
RMNH', los datos de la especirometria de emisién por ICP, y los datos del estudio

reclogico de |las soluciones de pectina, fanto citrica como de tejocote.

Queda mucho por hacer respecto a esta investigacion, sobre todo en el estudic de

la pectina de tejocote por Rescnancia Magnética Nuclear y Difraccion de Rayos X

3
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ademas de las aplicaciones farmacéuticas en las gue se puede emplear &l polimero como

recubrimiento de diverses principios activos.

Sin embargo, el trabajo desarrollado presenta una contribucién a la Metodologia del
Estudio de Macromoléculas Naturales respecto a las sustancias pecticas, sobre todo en el
estudio Reologico de las solucicnes y la evaluacion de algunos Métodos reportados de

extraccion y caracterizacion que se reportan en la literatura.

También deja abierto un ampiio pancrama a la Quimica Medicinal, para e! Estudio
integral del Tejocote debido a todas las propiedades medicinales que se reporian sobre

esta especie abundante en nuestro Pais.



CARITULO 1. TEJOCOTE PECTINAS

1. TEJOCOTE

1.1. - SIGNIFICADC ETIMOLOGICO Y CLASIFICACION TAXONOMICA.

El término TEJOCOTE proviene del nahuatl: tetl.- piedra, cosa dura y xocotl.- fruta acida.
Texocot!: tejocote - fruta acida y dura. El tejocote es una planta que da frutos parecidos a
ia ciruela, de color amarille. Su clasificacion taxonémica es”:

Reino: Vegetal, fanerégama
Qasg_: Ang_[osperma, dicotiledonea
Familia: |Dialipétalos, rosaceae.
Orden: |Rosales.

Geénero: | Crataegus.

En México teriemos 10 especies de este género™

a) Crataeqgus baroussand.
b) Crataegus crus-galli.

c) Crataegus greggiana
d) Crataegus mexicana.
e) Crataegus nelsont.

f) Crataegus parryana

g) Crataegus pubescens.
h) Crataegus rocsi.

Ti) Crataegus stipulosa.

1) Crataegus subserrata

1.2. - DESCRIPCION Y UTILIDAD DEL TEJOCOTE.

El tejocote tiene sustancias quimicas que lo hacen importante para el consumo humano
en las areas alimentaria, de la salud, industrial y ornamental.

En las tablas 1.2.1 y 1.2.2 se muestra a parte de la planta de tejocote, sus usos en
general, particularmente los medicinales®

"5 Phipps J. B., Ann Missouri Bot. Gard 70, (1883), pp. 667-700.

* snénimo, 1930. Zonas producteras de tejccote. Bol. Mensual del Departamento de Economia y Estadistica No.
44, Secretaria de Fomenio.

° Borys M. W. Primer Congreso Nacional sobre Floricultura en México. Memoria X1, 20-23, (1989), pp. 94-108.

5



CAPITULC 1. TEJOCOTE PECTINAS

TABLA 1. 2 1 USOS DE LA PLANTA DE TEJOCOTE6

~PARTE" G
Ralz y corteza Medtcmal
Fruto Consumo en Fresco, procesamiento casero e industrial, omamental y
medicinal
Ramas y tronco |Lefa y madera industrial
Flores Medicinal y crnamental

TABLA 1.2.2 USOS MEDICINALES DEL TEJOCOTE7

i - PARTEDE LA PLANTA * - S ASOS

Fruto cocido Tos

Raiz y corteza Diurético

Ramas (especie no clasificada Qro.) Tos

Tejocote (C. mexicana) Accidn cardiaca auricuioventricular R
{crategina y taninos) retarda la frecuencia cardiaca

Flor (infusiones) Probiemas de presion arterial

El tejocote se emplea también como forraje, como arbol de ornato y para diversas
funciones en los sectores pecuario, forestal y ecologico de la ciudad. Los éarboles de
tejocote son mediancs, acopados y de madera recia. Pueden ser silvestres o cultivados.
L os silvestres se propagan por semillas o por retofios radicales; los cultivados, o de injerto
o meicrados, son de propagacion clonal por injerto; éste es un proceso de seleccion o
domesticacion local®. Su valor ecolégico se debe a que tiene muchas propiedades
similares al maiz, a su evolucidn y a su adaptacidn a condiciones edafoidgicas vy
climaticas diversas. Existen 2 tipos de Tejocote”:

1. De caracteristicas Xerofilicas {planta que vive en medios secos).
2. De caracteristicas Suculentas (planta que posee 6rganos carnosos y ricos en agua).

1.3. — PRODUCCION Y COMERCIALIZACION DEL TEJOCOTE.

Los arboles entre 9 y 12 afios producen de 22 a 28 tn/afio/ha, en plantaciones de
temporal. El tamafio de los frutes varia de 0.5 a 4.5 cm de diametro. La relacion pulpa -
hueso varia del 67 al 86% de materia seca'®. Durante la cosecha esta relacion varia de un
20 a un 30% en promedio. El tejocote fructifica anualmente, presenta un muy buen
mecanismo de aprovechamiento economico del agua disponible, ya que, la floracién se
lleva a cabo en la temporada sin lluvias y sin riego, ademas el 50% del tamano final del
fruto se obtiene durante el periodo seco. La floracidén para frutos tempranos ocurre desde

‘f Borys M. W, Primer Gongresc Nacional sobre Floricultura en México. Memoria Xi, 20-23, {1989), pp. 94-108.
" bidem.

® Ibidem.

? Ibidem.

" Borys M. W., Memorias del Il Congreso Nacional de Horticullura Ormamental. Puebla (1 2905,

8




CAPITULO 1. TEJOCOTE PECTINAS

enero, para frutos tardios en mayo; la maduracion de los frutos tempranos se da a
principios de septiembre u octubre y la de frutos tardios en noviembre, diciembre y enero.
Los arboles injertados tienen mejores caracteristicas, mayor tamafio, mejor color y
presentacion, florecen tardiamente y fa madurez de los frutos se presenta en los meses
de noviembre y a mediados de diciembre,

En el tejocote tipo criollo (Crataegus mexicana), varia mucho la firmeza de ia
pulpa y la jugosidad. Las coloraciones de la cascara y de ia pulpa determinan su calidad.
E! tejocote criollo se desarroila en todas latitldes y altitudes de Ja Republica Mexicana
sobre todo en las zonas del estado de México, Puebla, Hidalgo, Chiapas'".

El tejocote mejorade (Crataegus pubescens) crece en las latitudes 19 y 20 grados
(alturas desde 400 a 3000 msnm). Sus plantaciones mejoran el clima, reducen la
temperatura del suelo, reducen la velocidad del viento evitando la erosién del suelo,
incrementan la humedad relativa, aumentan la polinizacion, incrementan ef rendimiento de
los cultivos asociados a2 é! {maiz y fr:jol), resueiven ei problema de escasez de agua
porque reducen la evaporacion ya que el e,'o\,ote es caducifolio, mejoran el ambiente
agricola, aportan sus hojas a la materia orgénica del suelo por io que disminuye su
erosion, la raiz al morir también aporta materia organica mejorando la permeabilidad del
suelo, aunque reduce su fertilidad hasta que termina de descomponerse, favorecen la
reduccion del CO; transformandolo en carbohidratos y aportando oxigeno a la atmésfera.
Ademas ias hojas, las flores y los frutos aportan productos volatiles fitocidas que los
hacen resistentes a plagas y enfermedades’

La produccion Nacicnal, segtin datos de la Secretaria de Agricultura y Ganaderia
desde 1982 a 1991 oscila entre 25000 y 35,000 tn de tejocotefario’®. La tabla 1.3.1
muestra la produccion de tejocote en diferentes estados de la Republica, en ella se
observa que los principales productores son el Estado de México, Michoacan y Puebla
gue contribuyen con el 60.0 % de la produccion Nacional. Ademas la proporcién del
territorio en donde se produce tejocote es el 60% de la superficie total de! Pais. Lo
anterior se puede apreciar mejor en la figura 1.3.1.

" Phipps J: B., Ann Missouri Bot. Gard 70, (1083}, pp. 867-700.
ngareda Rmz A., Memorias del | Encuentro Nacional del Tejocote. (1981), pp. 23-33.
“ldem,
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_TABLA 1.31 PF\L(_)_DUCCION DE TEJOCOTE EN EL ANO DE 1989**

Jatisco 370 2000
Michoacan 590 5500
- i ‘ Guerrero 80 — 500
Puebla 350 3700
Oaxaca 80 . 800
[ i | Chiapas j 380 3100
Tlaxcala ; 380 1700
Y Durango ] 50 500
Y Guanajuato | 50 400
Vi Hidalgo 1 200 1066 —
Edo. de Mex. 660 - 7600
Morelos 40 600
! Veracruz (Jalapa) 50 300
TOTAL | 3100 28000

FIGURA 1.3.1 DISTRIBUCION DE LA PRODUCCION DE TEJOGOTE EN
LA REPUBLICA MEXICANA'®

ESTADGS PRODUCTORES
ESTADOS WO PRODUCTORES

' Higareda Ruiz A. Memorias del | Encuentro Nacional del Tejocote. (1991), p. 29.
“ldem., p. 24



CAPITULO 1. TEJOCOTE

La tabia 1.3.2 muestra la produccion municipal de tejocote, esta informacion es til

PECTINAS

para poder ubicar empresas agropecuarias que lo industrialicen y extraigan pectina.

TABLA 1 3 2 PRODUCCION MUNICIPAL DE TEJOCOTE’6

Meéx. Jilotzingo 2500000 41.04 dic.
Méx. Ozumba 719000 11.81 oct.- dic.
Méx. Valie de Bravo 525000 8.62 nov.- dic.
Mich. Santa Clara 1000000 22.09 oct.- ene.
Mich. Los Reyes 663000 1485 dic.
Pue. Texmelucan 736000 24.64 oct.- nov.
| Pue. Hugjotzingo 400000 13.39 oct.- nov.
Chis. Teopisca 1000000 40.32 dic.- ene.
| Chis. Copainala 553500 22.32 mar.- abr.
Jal. Mazamitla 720000 4259 ago.- sep.
Jal. Atemajac 525000 31.06 ago.- sep.
Tlax. Miguel Hidalgo 225000 16.92 nov.-dic. |
Tlax. Panotia 212625 15.99 nov.- dic.
Hgo. Tianguistengo | 400000 51.48 ene.- feb.
@go. Xochicontlan 125000 16.09 oct.- nov.
Gro. Gral. H. Castilio 250000 39.02 oct.- nov.
Gro. L. Brave 175000 27.95 oct.- nov.
D.F. Tlalpan 500000 84.11 oct.- nov.
Dgo. Otaez 375000 63.67 ago.- sep.
Mor. Tetela J 287600 681.80 oct.- nov.
Oax. Zimatlan | 135000 35.19 oct.- nov.
Gto. Guanajuato 245000 86.51 oct.-dic.
Ver. M. Escobedo 157000 60.93 jun.-jul.
Qro. Cadereita 55000 70.93 nov.- dic.
Zac. Rio Grande 31136 54 91 nov.- dic.
Son. Banamichi 18000 73.07 dic.
Chih. Allende 21000 84.92 oct.-dic.
|SLP Catorce 6300 87.74 | nov - dic.

Eil cultive del tejocote hasta ahora, se ha uiilizado como barrera natural de
proteccién de cultivos basicos como ef maiz y el frijol; la produccion en estas condiciones
es de 8,500 a 9,000 Kg/ha, en promedio. Si se implementaran huertos se calcula que la
produccion se puede incrementar hasta 90,000 Kg/ha, considerando un tiempe de 5 afios
entre la plantacidon del arbol y una produccion continua y constante.,

S dem. p. 30.
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Aproximadamente el 40% de la produccion del tejocote se comercializa en la época
de octubre a diciembre, desperdiciandose el 60% de ésta. Su empleo se reduce a ser
relleno de pinatas, elaboracion de bebidas calientes (ponche), elaboracion de dulce
{almibar} o bien como fruta fresca. Sin embargo, como se muestra en los diagramas 1.3.1
y 1.3.2, el tejocote puede tener un aprovechamiento integral mas diverso.

DIAGRAMA 1.3.1 APROVECHAMIENTO INTEGRAL DEL TEJOCOTE"

- FRUTOS ENTERO®
- MITADES EN'ALMIBAR:

' Ibidem. p. 32.
b p 32
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1.4. - CARACTERISTICAS FISICAS, QUIMICAS Y BROMATOLOGICAS
DEL TEJOCOTE.

Es imprescindible conocer las propiedades fisicas y quimicas de toda materia prima para
ageterminar el tipo de proceso: de empaquetado, de control de peso al llenado, de
congelacian, termicos, quimicos y para determinar el comportamiento de estos materiales
durante el transporte neumatico de grandes cantidades. En el caso del tejocote, Ia
caracterizacion fisica y quimica del fruto permite seleccionar y clasificar fos mas
adecuados para la obtencién de productos alimenticios y para la extraccién de pectina u
otrcs componentes de interes. En la actualidad no hay datos especificos para
industrializar el tejocote, algunos encontrados en la literatura sobre tejocote y pectina se
presentan a continuacion en las tablas 1.4.1y 1.4 2:

TABLA 1 4 1 CARACTERIZAC[ON F!SiCA DE TEJOCOTE"

. ‘Componentes del fruto
Caractenstlca_‘_ Peso y Dimensiones|: Pesa(g) -~ Pesc %
Peso Promedio (g) 219 Exocarp[o 176 6.5
Diametro (em) 35 Mesocarpio  23.00 88.5
Longitud (cm) 3.5 Endocarpio 1.03 50
Relacidn L/D 1.0 { Total 26.00 100.0

TABLA 1.4.2 CARACTERIZACION QUIMICA DELTEJOCOTE20

omponente .| %%
Humedad Sacarosa 3.6
Cenizas Pectina 35
Proteinas 1.7 Grasa 0.3
Glucosa | 45 Celuiosa 2.3

Las tablas 1.4.3, 4 y 5 muestran {os analisis bromatol¢gicos y quimicos repertados
de ia pulpa de tejocote (no indican ni la especie, ni la variedad de la muestra).

TABLA 1 4 3 ANALISlS BROMATOLOG!CO DE LA PULPA“

PROPIEDAD |- 0o 88 . .PROPIEDAD:. S Y
Humedad i 82 22 ; Goma 2 55
' Cenizas | 0.65 Grasa 0.09
Albuminoides 1.58 Nit. 0.252 Celulosa por diferencia 2.27
Glucosa ; 4.55 Total 100.00
Sacarosa i 5.09 Calorias H 61.4

¥ Beltran, R J., Memorias del | Encuentro Nacional del Tejocote. (1981), p. 57
*dem.
* Higareda R. A, Memorias | Encuentre Nacional del Tejocote. (1991), pp. 31.
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TABLA 1.4.4 ANALISIS QUIMICO Y BROMATOLOGICO DE LA PULPA

DE TEJOCOTEZZ
" Porcién comestible | SB85.0% i R AT TR

Proteinas 0.80¢g N:acma 0.40 mg

[ Grasas 060g Acido ascorbico 46.00 mg
Carbohidratos 16.50 g Retinol 424 40 mg
Calcio 94.00 mg Energia 87.00 Kcal

Fosforo 33.00 mg Carbohidratos 22.00 g

Fierro 1.53 mg Fierro 1.60 mg

Tiamina 0.04 mg Rivoflavina 0.06 mg

TABLA 1.4.5 ANALISIS PROXIMAL DE LA PULPA DE TEJOCOTE EN
BASE HUMEDA Y SECA®

L PULPA | BASEHUMEDA (%) | . BASE SECA (%)
) Humedad 84.0 08.2

| Proteina (N x 6.23) 01.6 04.2 |
Carbohidratos 11.3 549

Fibra Cruda 022 30. 1
Extracto Etéreo 00.3 00.6
Cenizas 00.6 02.0

El tejocote tiene gran importancia por sus propiedades y puede compararse con e
maliz, en la iabla 1.4.6. se comparan algunas caracteristicas forrajeras de ambas
aspecies!

TABLA 1.4.6 COMPARACION DE ALGUNAS CARACTERISTICAS
FORRAJERAS DEL MAIZ Y DEL TEJOCOTEZ“

Extracto libre de nitrégenc 5401 59.27
Fibra cruda 2862 24.73
Digestibilidad In vitro de [a materia organica | 51.15 47.28
| Digestibilidad in vitre de la materia seca 48.62 i 44 .91 j
Proteina (N x 8.25) 470 ‘ 520
Extracto etéreo 1.30 420
Materia seca 13.70 20.20

“idem. Al comparar los dalcs anteriores con los proparcicnades por ¢l Instituto Nacional de Nutricidn solo encontrasios
algunas diferencias.

¢ C 1apela y Mendoza G, Tesis Profesional. Escuela Nacionai de Agricultura, Chapingo, México (1877}
“idem.
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Fs importante tener también en cuenta los nutrientes gue contiene diferentes partes
dei tejocote, ya que la pectina o cualquier producto que se extraiga de ellas contendra
parte de dichos nutrientes. En la tabla 1.4.7 se muestra el contenido de algunos
elementes en la pulpay en la 1.4.8 en las hojas.

TABLA 1.4.7 RANGO DE CONCENTRACION DE NUTRIENTES DE MASA
SECA DE PULPA DE TEJOCQTE + EPIDERMIS EN 12 TEJOCOTES

MEJORADOS?
] N%| P% K%| Cappmi “Mgppm]|:Fepp| Mnppl-Cuppm| "Znppm
Minimo] 0.30 0.03; 1.14 54 148 2 1.4 n.d. 4
Maxima!l 1.05 0.14 ] 2.86 729 363 129 24.2 17 ‘ 100

TABLA 1.4.8 RANGO DE CONCENTRACIONES DE NUTRIENTES EN LAS

HOJAS (MATERIA SECA) DE TEJOCOTE CULTIVADO26
N % P %| =K% Ca%: 'Mg%| Nappm:Cuppmi Mnpp |

—imma 3T 01 081l 067 026 47 14

Maxim | 22| 01| 178] 1.33| 047 | 227 19 | 66 443

También han hecho comparaciones nutricionales entre el betabel y el tejocote En la
tabla 1.4 9 se muestran los datos que proporcioné el Instituto Nacional de Nutricion:

TABLA 1. 4 9 CONTENIDO NUTRIC[ONAL27

T L “BETABEL: L “TEJOCOTE
Pomon comes‘rlble 92% 85%
Energia 49 Kcal 87 Kcal
Proteinas 2.14g 08g
Grasas 02g 06g
CHO'S 10.9g 22049
Ca 21 mg 94 mg
Fe 1.5 mg 1.6 mg
Tiamina i 0.02 mg 0.04 mg
Rivoflavina 0.05 mg 0.06 mg
Niacina 0.3 mg 0.4 mg
| Acido. Ascérbico. i 20.0 mg 46.0 mg

“ Zorys MW, Symposium on Diagnosis of Nutritional Status of Decidous Fruit Orchards, Warsaw-Polank 188¢.
‘(ppm: partes por milidn).
* Delgado Bustamante P. A, y Borys M. VW, Revista Chapingo 9(45/48), 1984, pp 208-210. (Promedio de 10
_arboles).
" Datos recopilados en el Instituto Nacional de Nutricton.
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1.5. - ACCNDICIONAMIENTO Y CONSERVACION DE LA PULPA.
1.5.1. - ESCALDADO.

Las operaciones basicas de Ingenieria e investigacion en Alimentos son 4: Preliminares,
de Conversion, de Conservacion y de Empaque®®. Las preliminares son: limpieza,
seleccion y clasificacion. En la limpieza se eliminan contaminantes, en la seleccion se
separan las materias primas en categorias por sus caracteristicas fisicas tamario, forma y
color y en la clasificacidn se eligen por su calidad.

Las operaciones preliminares para preparar la pulpa de tejocote son escaldado dei
fruto, despulpado manual o utilizando un despulpador y conservacién de la pulpa sin
cbscurecer. Recomiendan utilizar soluciones de NaOH al 4.0%, un tiempo de exposicicn
de 2.0 minutes y una temperatura de 92.0 C para tener un buen escaldado del fruto, una
inhibicién adecuada del oscurecimiento de la pulpa, una disminucion eficaz de la carga
microbiana y un ablandamiento del fruto para facilitar su despuipado® *.

1.5.2. - CONSERVACION DE LA PULPA DE TEJOCOTE.

Para la conservacion de frutos y vegetales se usan ciertas sustancias quimicas que

actlan comeo antimicrobianos. Las mas empleadas, la concentracién maxima

recomendada y la dosis jetal en ratas®’, representado como DLse>? son:

Fosfato de sodio. Concentracion maxima 0.2%. Uno de los mas fuertes antimicrobianos

empleado en alimentos. Toxicologia ratas: 7.4-10.5 g/Kg.

o) Suifito de sodio. Empleado en varios jugos de frutas. Nivel maximo permitido: 350 mg/l.
Toxicologia ratas: 1000-2000 mg/Kg.

¢) Benzoato de sodic. Cantidad méaxima permisible: 0.15-0.25%. Se emplea en pulpa de
frutas se adiciona 0.1-0.13%.

Ademas, recomiendan fa refrigeracién para conservar frutos y hortalizas. Desde el
punto de vista tecnoldgico el mejor métode de conservacién de pulpa de tejocote es
congelarla a —=20.0 C. Desde el punto de vista econémico el preceso de refrigeracién a ~
4.0 C de la pulpa en solucién de suifito de sodio 0.02% y de Benzoato de sodio 0.02%.
£l contenido de sustancias pécticas es similar tanto en las especies frescas como en las
congeladas®. En productos almacenados y envasados el contenido de pectina de alto
metoxilo aumenta en las fracciones solubles en agua, el de pectina de bajo metoxilo
aumenta en las fracciones solubles en oxalato y la protopectina decrece en la fraccion
sotuble en hidréxido™.

““ Brennan, J: G. Las Operaciones de iz Ingenieria de los Alimantos. 2% De. Acribia, Espafa {1984).

“idem. p. 55

" Higareda R. A. | Encuentro Nacional del Tejocote. Memariz. (1991), p. 54.

-, Badui D S. Quimica de los Alimentos. Ed. Alhambra. México {1984).

* Goodman & Gilman. Las Bases Farmacoidgicas de la Terapeitica. 8° ed. McGraw — Hii Interamericana, pags.
63y 70. México 1996.

* Reszlss Dominguez M. |, Higareda R, A y Ruiz Morales J. L.. { Encuentro Nacional del Tejocote. Memorias.
(1881), & 63

" Vidal-Valverde C., Pérez Lopez M and Rojas Hidalgo E. J. Agric. Food Chem., 31, 949-953 (1883).

" Rebertson G L. and Swinbume D. J. of Food Science., 46, 1557-1559 {(1881).

ISR
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2. PECTINAS

2.1. - ESTRUCTURA GENERAL DE LAS PECTINAS.

Las pectinas son helercpolisacaridos, son una mezcia de acidos pécticos y pectatos.
Estan constituidas por polimeros lineales regulares de monomeros de acide
galactopirancsiiurénico, unidas corn entaces o - D(1,4) - glicosidicos;, el grado de
metoxilacion en las peciinas varia dependiendo de la fuente, método de exiraccion vy
tratamiento guimico despues de la extraccion, las pectinas estan compuestas tambien de
azucares neutros como L - arabinosa, D - galactosa y L - ramnosa, asi como pequefias
santidades de D-glucosa, D-manosa y D-xilosa™

Su estructura general es la siguiente:

o 4)-0-D-Gal Ap-(1 >2)-B-L-Ramp{1 >4)-[0-D-Gai Ap].-(1->4)-0-D-Gal Ap-(1> 3
T

Rz
en donde:
R, = [u—D-Galply-(1-> )0 [a~L-Arafl,-{1->)
R2 = [B-D-Xilp]-(1-}

D -Gal Ap = acido a - D-galactopiranosilurénico
L -Ramp = L -ramnopiranosa

L—-Araf = L -arabinofuranosa

D-Xilp = D -xilopiranosa

0O-Gaip = D -galactopirancsa

Ei término pectinas proviene del griego mnyto” = coagulado™ . Este es un nombre
genérico que engloba a las sustancias pécticas. Estas lienan los espacios intercelulares
en los tejidos vegetales. En tejidos jovenes, especialmente en los frutos, las pectinas se
encuentran presentes en cantidades tan abundanies que forman canales anchos,
apartando a ias células entre si, es decir, las pectinas son carbohidratos estructurales
constituyentes de la pared celular vegetal, que se depasitan principaimente en {a pared
primaria y en la lamina media, siendo los tejidos meristematico y parenguimatico
oarticularmente ricos en ellas. Estas sustancias péciicas se combinan cen |a
hemicelulosa, ejerciendo una funcién de “cemento celular™®. Las pectinas con grupos
carboxilos libres forman polimeros cruzados con polimeros adyacentes por medio de
cationes divalentes™?

* Fishman M., Pieffer P. ., Barford R. A and Doper L. W. J. Agric. Food Chem., 32, 372-378 (1984). Thibauit J.
o Phytochemlstry 22 {7} 1567-1571 (1983}
' Diccionario de la Lengua Espafola. 19% Ed. Esparia 1970. p. 1002.
* Carbonell E., Costell E y Duran L. Rev. Agroqu:m Tecnoel. Aliment., 30/1, 1-8 (1950).
¥ haris E. R Dowelf 0. A and Rees D A J. Mol Biol , 155, (1982}, p 515 |b. p. 528.
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l.a pectina es un coloide hidrofilicc reversible con gran capacidad de absorber
grandes cantidades de agua; esta absorcién es rapida por lo que la trapsfieren a las
células con mayer facilidad que la que podria lograrse por 6smoesis en ias mismas células.
Son respensables en buena medida de ia firmeza y textura de ios frutos y las hortalizas,
antes de la maduracicn de éstos la pectina se encuentra como protopectina, ia cantidad
de protopectina se reduce cuando los frutos y vegetaies van madurando®.

Las pectinas se emplean como aditivos porque son valiosos agentes de
espesamiento y de formacion de geles. Cuando se calientan en agua aciduiada vegetaies
o frutos ricos en pectinas, se libera la protopectina, transformandose en pectina
hidrosoluble. Se produce la misma transformaciéon de la protopectina a pectina en los
tejidos vegetales durante la maduracidén®’. La pectina. precipita facilmente de las
soluciones acuosas cuandc se agrega alcohol o acetona®, se forma un coagulo
gelatinosc el cual, es soluble en agua. Esta coagulaciéon también se logra al emplear una
mezcta de sales, tales como el AlSO. junto con NH,OH, formandose Al(OH)a:, cuyas
particulas coloidales poseen carga de signo opuesto a la de la pectina®.

pectina es un coloide cargado negativamente. Sus soiuciones son dextrégiras
liz polarizada. La pectina cruda comercial tiene impurezas como hemiceluiosa,
pentosas. galactosa y ofras. Su purificacion se lleva a cabo mediante redisoluciones y
crecipitacicnes sucesivas. El peso molecular varia entre 20,000 y mas de 400,000
Daitones, en el caso de pectina de manzana el peso molecular de las fracciones varia
entre 60,000 y 12.5 millones de Daltones™. En las pectinas de citricos se encueniran con
frecuencia azucares neulros y ofrcs urdnides hasta en un maximo del 20%, como
cadenas laterales o comoa constituyentes de ia cadena principal®.

! as pectinas derivadas de distintas fuentes varian ampliamente en sus propiedades
gelificartes debido a las diferentes longitudes de sus cadenas de acido galacturénico vy al
distintc grado de esterificacion. Tambien varian mucho segin la tecnica empleada en ia
extraccién y probablemente no haya dos preparaciones de pectinas idénticas en cuanto a
sus estruciuras?®.

La tabla 2.1.1 muestra el contenido de pectina en algunos frutos y vegetales de consumo
47
comun™’.

““ Pressey R, Hinton D. M and Avants J. K. . of Food Science., 36, 1070-1072 (1971).

“ Tood Science and Tesnhnology. Aseries of Monsgraphs. Gum Technology in the Food industry. Cap. § Pectins.
{1883), p. 162,

2 Thibault J. F. Phytochemistry, 22 17, {1883). p. 1587,

** Rolin Claus. ingustrial Gums, Polysaccharides an their derivates. cap. 1C, {1892}, pp. 263-264.

** O'beirne David and Van Buren J., Journai of Food Science,, 48, 276-277 (1983).

° Belilisr J. N Chemistry and Function of Pectins. Fishman and Jen Editors. Am Chem Soc., USA (1886} pp. 2-12.

S Mansoor Baig M. . Burgin Ch and Cerda J. J. Agric. Feod Chem.. 30. 768-770 {1982).

" Reise S. Food Technelegy, february, 91-88 (1987).

—
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TABLA 2.1.1 CONTENIDO DE PECTINA EN ALGUNOS FRUTOS Y

VEGETALES
ALIMENTO [ ‘ PECTINA (gl’lOOQ Sk 3“ALIMENTO"51 .PECTINA (g/100g.
p _.de muestra). e de muestra).”
- F7RUTOS 1 VEGETALES
 Manzana | 0.78 Haba C.70
Pidgtano | 0.94 i Remolacha 0.91
 Uva ‘ 0.19 ! Bracoli 0.49 B
_____ __Toronja | 3.60 | Coi de Bruselas 0.78
~_Naranja | 2.36 o Col roja 0.53
Durazno 0.39 ] Zanahoria 2.00
 Pera ) 0.49 Lechuga 0.34
Pifa | 0.09 Cebolla 0.35
_ Ciruela 0.44 ' Chicharo 0.34
- Fresa 0.75 L Papa 0.83
_ Melon - 0.18 Frijol de soya 3.45
o | Espinaca 0.33
E Tomate | 0.20

2.2 - CLASIFICACION DE LAS PECTINAS.

Las cadenas poliurdnicas estan ester[ﬂcadas en varios grados, por lo que podemos definir
una clasificacion para pectinas segun el grade de esterificacion (DE)*®. El grado de
esterificacion se refiere al % de grupos carboxilos esterificados con metanol o etanoi*®. £l
grado de esterificacién o metoxilacion depende de las condiciones de extraccién®™. Las
clasificaciones encontradas en la literatura son:

» Alto metoxilo: > 50%

« Bajo metoxilo: < 50%

* Alto metoxilo: >21.0 % (gelifican al agregar azucar y se les concce como geles acidos).
e Bajo Metoxilo: <21.0 % (gelifican con Ca, empleada en alimentos para diabéticos).

Las cadenas también pueden estar parcialmente acetiladas en tos carbonos 2 y 3
de las unidades de! acido galacturdnico {v.g., pectina de la remolacha), o formar amidas.
La estructura regular se rompe cuando interaccionan unidades de L - ramnopiranosil con
sitios de la cadena que tengan un azdcar neutro”’

2.3. - PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LAS PECTINAS.

Una de las propiedades mas importante de las pectinas es la formacién de GELES, ésto
sucede cuando la cadena del polimero interactia consigo misma, o con otras cadenas,
formando puentes de hidrégeno, que estabilizan la estructura molecutar, para formar una
red de 3 dimensiones. Otfra manera de formar el gel se logra por interacciones
hidrofébicas afadiendo agentes deshidratantes, a pH de 3. Es decir, la estabilidad de ia

“® Glicksman Mariin Editor. Food Hydrocolloids, (1973), pp. 4-14 y 206-227.

- " McComb E. A and McCready R. M. Analytical Chem., 29 [5], 818-821 (1957).
® Oakenfull D an Scott A. Journal of Food Science., 49, 1093-1098 (1984).

¥ Foed Colloids, Avi Publishing Co Westport (19771, pn. 41§-437.
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red se medifica cuande se anaden azlucares o policles, etanol, terbutanol o dioxano, por
cambios de temperatura, ¢ bien por formacion de puentes en cruz con caticnes
divalentes™ (modelo de la caja de huevo) como los alginatos. En general el grado de
gelificacion es proporcional al peso molecular y al 1/ DE, depende del tamafic del gel y de
la temperatura de gelacion.

Otra propiedad que en este trabajo fue fundamental en el desarrollo del método de
extraccion es que LAS PECTINAS SON SOLUBLES EN AGUA. También son solubles en
formamida, etilendiamina y glicerol caliente®. El acido pectinico obtenido de la fraccion
acuosa de frufos citricos tiene una desviacién optica de [aln™ + 219°%*, esta fraccion
contiene L - arabinosa, D - galactosa, D - glucosa y L - ramnosa. Algungs valores de pK,
para las soluciones de pectina que han reportado son®

“ DE (%)

65.0
0.0

an un efecto Cotton positivo debido a las transiciones n—n* de
los grupos car boxif » =210 nm.*® Y una absorcion en la region Ultravioleta debida a los
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grupos carbonilo determinada por el medio quimico. Esta se afecta por cambios
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RMNC'® de pectina citrica concluyen que la unidad
monomerica de acido poli {(1—4) - « - D - galacturénico tiene una conformacion de silla,
gue cambia al agregar Ca’” en diferentes concentraciones, probablemente debido a una
asociacion de multicadenas, lo cual se comprueba con la disminucion de las sefales en
RMNC™®. Experimentos que determinan coeficiente osmético, viscosidades intrinsecas y
RMN muestran la formacion de un gel rigido de uniones cruzadas que confirma una
agregacion de multicadenas en conformacion de silla distribuidas aleatoriamente en el gel.
La asociacion de multicadenas se explica con el modelo de la de caja de hueve®’

Ho : | oo HO ‘ \ Coo

Q
i oo

Thibault J. = British Palymer Journal, 17 [2], 181-184 (1385). Merris E. R, Powell D. A., Gidley M. J and Rees D.
_ i\ J. Mol Bt0| 155, 507-516 {1982). Idem., 155, 517-531 (1982).
* Deuel H and Stz E. Advances in Enzymology and related subjets of Biochern. USA (1958). p. 353.
* Siddiqui LR, J. Agric. Food Chem., 38, 70-74 {1990},
* Rolin C and De Vries J. Elsevier App ieds Food Science. Series Food Sciences, Feod Gels, cap. 10 {(1990), p. 412.
" Gramt G. T., Morris £, R, Rees D. A, Smith P. J. C and Thom D. FEBS Lefters, 32 [1], 195-198 (1873). Gitiarrd
R.0.The Cotton Effect m Coordinatios Compounds, 216-272, England {1966}.
* Rinaudo M., Ravanat G. Makromol. Chem., 181, 1058-1070 {1980}.
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CAPITULO 2. PECTINAS PECTINAS

MODELO DE LA CAJA DE HUEVO

2.3.1. - PECTINA COMQ AGENTE GELIFICANTE Y EMULSIFICANTE.

Las pectinas se emplean en diversas industrias debido a su capacidad para formar geles
y emulsiones*®. Para que una pectina forme un gel debe existir un agente deshidratante
comao azucar, alcohol acetona y algunos pcllo[es como el sorbitol. En la produccién de
jaleas y gelatinas debe tenerse una proporcién adecuada de pectina - acido — azdcar, a
pH de 3.48 se obtiene un gel suave y delicado, que aumenta su estabilidad al dlsmmu:r el
pH hasta un limite entre 3.1 y 3.2; a valores menores se produce sinéresis®®. Un acido
pectinico totaimente esterificado tiene, tedricamente, 16% de grupos metoxilo las
nectinas naturales tienen entre 8.5y 11. O% Los acidos pectinicos esterificados en un 8%
son adecuados para formar gelatinas®’.Las pectinas se evaltan segln el “grado de
pactina” expresado como el nimero de partes de azicar que gelifica una parte de pectina
para obtener una firmeza dada (v.g., a pH = 3.2 3 3.5, 65 a 70% de azlcary 0.2 a 1.5%
de pectina). También difieren en su “tiempo de establecimiento™ un “establecimiento
rapido” inicia airededor de los 85.0 C, mientras que un “establecimiento lento” forma el gel
por debajo de 55.0 C. Las pectinas se caracter:zan por su grado de gelificacion, su grado
de metoxilacion y ia velocidad de solidificacion®’. Ef poder gelificante aumenta con el peso
molecular. Ei grado de metoxilacion determina el mecanismo de formacion del gel, la
velocidad y temperatura de establecimiento; las pectinas de alto metoxilo son de
establecimiento répido. A un mismo grado de esterificacién, las pectmas con mayor grado
de polimerizacién requieren menores tiempos de establecimiento®™

Las scluciones de pectinas son viscosas y presentan un comportamiento pseudoplastico.
la viscosidad de {as soluciones de pectinas depende del pH, a valores altos, los
carboxilos libres se disocian y forman centros cargados negativamente que se repelen
entre si, la viscosidad aumenta. El efecto del pH sobre la viscosidad es mayor en las
soluciocnes de pectinas de bajo metoxile. Si las moléculas de pectina se mantienen como
cadenas separadas, la solucidén es muy viscosa, pero ne formard un gel rigido. La
gelificacion requiere la formaciéon de estructuras tridimensionales de las cadenas que
inmovilicen grandes porciones de liguide en la red, sin llegar a una soiucién acuosa neutra
de pectina, en donde hay dos factores que impiden la union intermolecular:

¥ Masamichi Koseki, Nacfumi Kitabatake, Etsushiro Doi, Tetsuko Yasuno, Shuzo Ogino, Adide Ito and Fusayoshi
Endoe. Journal of Food Sclence., 51 [5], 1329-1332 (1986).

% Rolin C. industrial Gums, Polysaccharides an their derivates., cap. 10, 267 (1892).

® Food Science and Technology. Aseries of Monographs. Gum Technology in the Food Industry. Cap. 6 Pectins.
_(1969). p. 165 - 167
8 Crandal P. G and Wicker L, Pectin Internal Gel Strength. Fishman and Jen Editors. Am Chem Soc., USA (1986),

pp. B8 - 84,
52 Glicksman Martin Editor. Food Hydrocolioids, (1873). np. 220 - 227.
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CAPITULQ 2. PECTINAS PECTINAS

i Las pectinas se encuentran tan hidratadas, que ias condiciones son mas favorables
para gue existan las uniones agua - pectina gua pectina - pectina:

Como polielectroliios parcialmente ionizados, las molecuias de pectina se repelen
entre si. Para contrarrestar &sio la pectina debe deshidratarse y disminuir su
disoclacion mediante un descensg del pH.

A

Con pectinas de bajo metoxilo ia estructura tridimensional se forma mediante puentes
cen Ga“” entre los carboxilos libres. El gel de pectato de calcio es mas rigido y no se
equiere acido ni azlcear para formario, por {0 que se emplea para efaborar conservas de
bajo sontenido de azucar para fines dietéticos y terapéuticos en diabetes®. La cantidad de
pectina requerida para formar geles disminuye con el grado de metoxilacion. Su
resistencia depende del grado de esterificacion. Este tipo de geies se emplean para
enlatar frutas muy maduras cuya texiura es demasiadc suave debido a la excesiva
Aeﬂradac'orﬂ de ias sustancias pécticas naturales, en tales casos ias saies de calcio,
originan pectatos de calcic en las células de las frutas, fortaleciendo su textura®

Las pectinas de alic metoxilo 70% o maycr son de establecimiento rapido, forman
geies al agregarles azucar a iemperaturas e

evadas. A mayor pesc molecular, mayor es {a
resistencia del gel. Las pectinas de establecimiente lento tienen un grado de metoxilacion
entre 50-70%, forman geles al agregarles azlcar y acide; el pH optimo es enlre 2.8 - 3.2 &

¥ I Pt

temperaturas mas hF! as” 5

2.4, - REACCIONES QUIMICAS DE LAS PECTINAS.

Las reacciones guimicas propias de {as pectinas son como las gue se llevan a cabo en lcs
polisacarides: esterificacion, deesterificacion. depolimerizacion, hidrolisis, etc.®

{ a deesterificacion y depelimerizacidn ocurren a vaiores de pH > 4.0, sin embargo
S0 ortan gue a temperatura ambiente v a valores de pH entre 5.0 - 8.0 ias pectinas son
tables, Algunas pectinas presentan ia depoiimerizacién en condiciones aicalinas y se
van a cabo mediante una 3 - eliminacion.®

=2 (D
CD n
m

Las pectinas pueden sufrir hidrolisis por acidos, aicalis ¢ por accion enzimatica. La
primera etapa de dichas hidrélisis es ia eliminacién de un nimero variable de grupcs
metoxilos {CH:0-) yic acetilc, quedando finalmente acido poligalacturdnico o acido
péctico, com Jetamcnte libre de metoxiios™, Los compuesios que poseen un numero
variable de estos grupos, dan origen a diversos acidos pectinicos; que varian en su grado
de polimerizacidn vy de esterificacién. Nunca se ha encontrado en la naturaleza un acido
nectinico completamente esterificado, pero, puede sintetizarse para fines de
im.festigac':énsg. i.a hidrdlisis completa del 4cido péctico produce unidades de acido D -

= Glicksman Martin Editor, Fosd Hydrocolioids, (1273}, pp. 208 - 210

> ldem.

** Dziezak Jud'e O. A Focus on Gums, Special Report. Food Tecnnology, (1881). pp. 127 - 128.

¥ Undberg B, LEnngren J and Svensser S, Advances in Carbohydrate Chem, And Biochem., 31 185-238,
Academic Press. USA (1873

¥ |ldam nota 2.

® Bolin Claus. 'ndustrial Gums. Folysaccharides an their derivates, cap. 10, {1882), pp. 271-274.
 Lindberg B, Lonngren J and Svensscr S. Advances In Carbohydrate Chemistry and Biochemistry. Vol 31, USA
1975). Acadﬁm'” Dress. pp. 214-220.
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galacturénico™. En generai la hidrolisis suave de pectina se lleva a cabo mediante reflujo
con HCI 0.5N, o bien con H;804 al 1.0%. Una hidréiisis total de los poiisacaridos se
consigue ai ponerlos a reflujo cor una solucién 2.0 M de &cido triflucroacético por 1.0 h a
120 C, con un pretratamiento de H,SO;, al 72.0% durante 1.5 h a 20.0 C seguido de una
dilucion hasta una concentracion 1.0 M y caientando a 100.0 C por 2.5 h.”

La depolimerizacion se ileva a cabo por via enzimatica y por via quimica. Los
preparados industriales de mezclas de enzimas pecloliticas se elaboran a partir de
hongos y se venden con nombres comerciaies de “pectinol" y “milasa”’? entre otios.
Algunas enzimas empleadas son: pectinesterasas vy pectoliasas.

2.5. - EXTRACCION DE PECTINA.

Para poder estudiar una sustancia quimica es necesario sintetizarla, extraerla si es un
producto natural o separarla si esta contenida en una mezcla. Para caracterizar a La
pectina debe extraerse vy purificarla. Se reportan varice métedos de extraccian, tanto a
nivel laboratorio como industrial’® para otras pulpas y cascaras y un metodo general de
purificacién. En donde se mencionan varios agentes extractantes que han sido empleados
de manera general para obtener la pectina de los medios naturales: HCY* vy
HNOs(soluciones acuosas desde 0.01 hasta 1.0 M), NaOH™ (soluciones acuosas desde
0.01 hasta 1.0 M), AICIs"® (soluciones acuosas desde 0.01 hasta 1.0 M). Na,EDTA”’
{soluciones acuosas desde 0.01 hasta 1.0 M), Na;HPO, (soluciones acuosas desde 0.01
nasta 1.0 M) y/c hexametafosfato de sodio (2.0%)°, Acido Oxdlico’® (soluciones acuosas
desde 0.01 hasta 1.0 M), entre otras™.

Se ha recurrido a efectuar extracciones secuenciales empieando varios agentes
extractantes para obtener la pectina fotal. En Jos métedos industriales reportados no se
especifican 1as condiciones de extraccion y recuperacion, en general son diagramas de

fiujo con indicaciones muy escuetas®’,

En los diagramas 2.5.1 al 6 se muestran algunos métodos reportados para ia

extraccicn de pectina en pulpas de vegetales y/o frutos y en el 2.5.7 su purificacion.

" Behitler J. N. Chemistry and Function of Pectins. Fishman and Jen Editors. Am Chem Soc., USA (1886), pp. 2-12.

o Carré B.. Brillouet J. M and Thibauit J. F. J. Agric Feos Chem.. 33 [2], 285-282 (1885).

“ ®eresz Z 1. The Fectic Substances. USA (1951}, pn. 333~ 336: 376-378.

” Kertesz, Z. 1 The Pectic Substance. Interscience Publishers, INC., N. Y., 94-128 (1851},

T Michel | Thibault J. F., Mercier 7. H and Pouillaude F. Journai of Food Science., 50, 1488-1500 (1885}, Alexander

MM and Sulgbele G. AL J. of Food Sclence and Tech. 17, july-august, 180-182 (1980},

idam.

" Roiin C. Industrial Gums, Polysaccharides an their derivates, cap. 10 263-254 (1992). Astete M. 1. G y Bifani V.

~ Revista Espaicla de Ciancia y Tecnologia de alimentos, 32 [2), 185-187 {1992).

" Sajjaanantakul T., Van Buren &, F and Downing D. L. Journai of Food Science. 54, [5], 1272-1277, (1989). Idam.,

_47173-178 (1981).

* Boothby D, Bhytechemistry. 19, (1880), pp. 1948 - 1853,

" Beic P. Sand 0. de Lumen 8. J. Agric. Food Chem., 28 [2], 370-373 (1981). Idem., 28. 1169-1174 (1980).

®° Phatak L. Chang K. C and Brown G. Journal of Food Science. 53, [2]. 830-833, (1988).

*' Rolin C. industrial Gums, Folysaccharides an their derivates., cap. 10, 263-264 (1992). Quijanc Cervera E. Y Mejia
5. G Rev. Soc. Quim. Méx. 36 {[5], 202-210 (1992). Pedreza islas R., Aguilar-Esperanza E and Vernon-Carter £, .
Environmentaly Respensible Foad Processing AICHE Symposium Series No. 300, €0, 36-41 {1994).

21



CAPITULC 2. PECTINAS PECTINAS

DIAGRAMA 2.5.1 EXTRACCION DE PECTINA A PARTIR DE LA PULPA
DE KIWI®?

METODO DEL Kiwl

MUESTRA HUMEDA + ETANOL CALIENTE, 95.0%

MACERAR, T=20.0C

ENFRIAR A 5.0 C Y CENTRIFUGAR A 6000 g, t = 15.0°

ACIDIFICAR EL SEDIMENTO, HCI 0.005 N, pH = 2.0

CALENTAR A 80.0 C Y ENFRIAR

CENTRIFUGAR

SEDIMENTO SOBRENADANTE + EtOH 95.0%

CENTRIFUGAR, 13,000 g, t=2.0¢

SECAR18.0h., T=30C

5 _odge N., Nguyen T. T and Mc. intyre D, Journal of Food Science, 52, [4], 1085-1096, (1987).
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CAPITULO 2. PECTINAS FPECTINAS

Se reporta que el acido oxalice incrementa el renaimiento de extraccién de fa pectina®
En ia tabla 2.5.1 se muestran ias condiciones de extraccion. Se puede observar en la
grafica 2.5.1 que el mayor rendimientc se obtiene con ias concentracionas de 0.5 a §6.75%
y que a 0.25% y 1.0% de acide oxalice sl rendiniento decrece.

Se supone que el acido oxalice forma compuestos de coordinacién con los iones
divalentes y monovalentes, principaimente: Ca®", Mg®", K’ y Na”. que mantienen unida a
la pectina con la celulosa, hemiceiu}osa iignina aminoécidos y demas carbohidratos de

se han reportado como candimones de extracu:or temporatura de ebullicién, pH entre 1.0
y 4.0, tiempos de extraccidn del 1.0 & 2.5 horas y voliimenes de extraccion de! 50 al 90%.

TABLA 2.5.1 CONDICIONES OFTIMAS PARA LA EXTRACCION DE LA
PECTINA DE LA PULPA DE TEJOCOTEB4

Temperatura i 85.0 C
PH wl 1.5
Tiempo de extracecion 1 1.5 horas.
Proporcién Materia prima/Solucion Extraciora j 5%/95%
Concentracidn de acido oxalico \ 0.5%
EFECTO DEL. ACIDO OXALICC EN LA EXTRACCION DE LA PECTINA
39 10
875
38 05
a7 8.25
i 2
o w36 375 o
o =@ /@ . =
gg 3% 85 3
Z3 . 8 o
8 34 5 o
o g .G
2% 3 775 =
m— & 75
5 %o 7.25
3 .
5o
30 . , . {85
300 30043 CED DE0 100 120 1D

PCRTENTAJE DE ACIDO OXALICT 2W LA SOLUCICN EXTRACTORA
GRAFICA 2.5.1. - EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL ACIDO OXALICO

En el diagrama 2.5.2 se muestra la exiraccion de pectina empleando acido oxalico
como agenie extractante.

?3 Belo P. S and O. de Lumen B J. Agric. Foed Chem | 2912, 370-373 (1881). Idem., 28, 1168-1174 (1280).
*¢ L dpez Miranda J. L., Higareda Ruiz A., Ruz Moraies J. L v Rosales Dominguez M. A. i Encuentro Nacional del
Tejocote. Memaorias. México (1891}, p. V2.
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DIAGRAMA 2.5.2 EXTRACCION GENERAL DE PECTINA A PARTIR DE
LA PULPA DE FRUTOS EMPLEANDO ACIDO OXALICO®

2 PARTES DE AGUA + 1 DE PULPA, pH =5.0

SOLUCIONDE ACIDO OXALICO, 0.5%

I
MEZCLAR

REPOSO 48.0 h.

CENTRIFUGAR

SOBRENADANTE + ETANOL

CENTRIFUGAR

REDISOLUCION DE PECTINA, 10.0 ° BRIX,

SECADO POR ASPERSION

MOLIENDA, EN MALLA 100

® Belo P. S and O. de Lumen B.J. Agric. Food Chem.. 28 {21, 370-373 {1987}, idem., 28, 1159-1174 (1980).
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DIAGRAMA 2.5.3 EXTRACCION EN SECUENCIA DE PECTINA®®

AGUA, T=298K

OXALATO DE AMONIO, 0.5%, T =298 K

HCI, 0.05M, T=85.0C

NaOH, 005 M, T=275K; 40M, T=298K

EXTRACCION ENZIMATICA

DIAGRAMA 2.5.4 EXTRACCION DE PECTINA EMPLEANDO
HEXAMETAFOSFATO COMO REACTIVO EXTRACTANTEY

EXTRACCION CON HEXAMETAFOSFATO -
Aplicado a girasoles

SOLUCION DE HEXAMETAFOSFATO DE SODIO, 0.75%

TRATAMIE

NTO ACIDO

PRECIPITAR CON ACETONA

® Tripault ;. F. Phylocremisiny, 22 171, 1587-1571 (1983} |

H. Journai of Foed Science, 46, 186-188 (1981). Batisse
121, 389-383 {1984).

¥ KimW. J.. Sosuiski F and Campbeli 8. J. Journal of Food Science., 43, 745-749 {1978). Boothby D. Phytochemistiy

18, 1948-1853 (1530).

gem. 21 4], 111115 (1882). Roe B and Bruemmer J.
C.. Fils-Lycaon B and Buret M_ J. of Foed Science., 59
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DIAGRAMA 2.5.5 EXTRACCION DE PECTINA USANDO EDTA COMO
AGENTE QUELANTE®®

20.0 g CASCARA + HCI, pH = 2.0

ANADIR EDTA, 0.5%, pH = 2.0
T=3430K,t=20h.

CENTRIFUGAR

,2000 g, t = 10.0’

ETANOL

EL MATERIAL PRECIPITADO
SE DIALIZA

SECAR

MOLER

Otras condicicnes para extraer pectina empleando EDRTA son las siguientes:
empiean 10 volimenes de una solucién 0.1 M de Na;EDTA, con un buffer pH de 7.0
(TRIS, 0.1 M). Agitan la soluciéon y afiaden después NaOH 0.5M durante 20 ha 25.0 C.

* Orbeirme D, Van Buren J. P and Matlick L. R. J. of Food Science., 47, 173-176 (1981} Aspinall G. O., Gestetner
8., Molloy J A and Uddin M. J. Chem Soc. (C), 2554-2559 (1968).
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DIAGRAMA 2.5.6 EXTRACCION DE PECTINA DE LA PULPA DE
BETABEL®®

PULPA (5.0 g) + 250.0 mL H,O DEST.

AJUSTAR a pH = 1.0 '
CON HCI Y/O HNO; CONCENTRADO

EXTRACCION POR REFLUJO, 1.0 h.

ENFRIAR

FLEVAR A pH = 4.0 - 5.0, NaOH 2.0 N.

CENTRIFUGAR, 6000 g, t = 15.0°

SOBRENADANTE
DIALIZAR CON H,0 DEST,, (1:2)

—
CENTRIFUGAR, 10,000 g, t = 15.0°

CONCENTRAR AL VACIO

PRECIPITAR, ETANOL 80.0%

SECAR

¥ nichel F., ThibauitJ. F., Mercier C.. Heitz F and Pouillaude F. J. of Food Science 50, {1985}, p. 1498.
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DIAGRAMA 2.5.7 METODO DE PURIFICACICN GENERAL DE PECTINA%

EtOH 80% + HC] 0.05N (100 : 5)

AGITAR 10’

FILTRAR

LAVARY FILTRARDE 6 A 8 VECES
CON LA MISMA SCLUCION

ELIMINAR CLORUROS CON AgNO;,
O LAVANDO CON MEZCLA EtOH-ETER

L AVAR CON 20.0 mL DE EtOH

SECAR A 60.0 C,
ENFRIAR Y REFRIGERAR A 4.0C

“ Kertesz Z. §. The Pectic Substances. Interscience Publishers, INC ., N.Y. {1951}, p. 114.
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2.6. - APLICACIONES INDUSTRIALES DE LA PECTINA.

La pectina en la industria de alimentos se emplea en la elaboracion de jaleas, gelatinas,
mermeladas y conservas las pectinas de establecimiento rapido se usan en ia
manufactura de conservas, para que las frutas se distribuyan uniformemente. Las
pectinas de bajo metoxile sirven para preparar frutas enlatadas como tajadas de toronja
cerezas y duraznos, porque aumentan ia firmeza y el peso escurrido de la fruta®

Las pectinas forman emulsiones con aceites comestibles por io que se usan para Ia
fabricacion de mayonesas, helados y diversos saborizantes. También se emplean para
preparar mezclas estables de leche y jugo de frutas: si se agregan pectinas de alto
metoxilo a la leche, ésta no se cortard aungue se acidifique a valores de pH de 3.0, aun
cuando se pasteurice la mezcia después de la acidificacion®

Otro desarrollo reciente muy interesante es el empleo de geles de pectina como
pelicuias protectoras para el recubrimiento de alimentos procesados®, por ejemplo Ia
preservacion de tajadas frescas de toronja con un gel gue contiene pectma de bajo
metoxilo y CaCl,. También, se emplea para blanquear y conservar vegetales®.

Las peclinas se emplean en la industria farmacéutica en la elaboracion de
antidiarreéicos, apficados en medicina para la recuperacion de la flora intestinal. Algunas
suspensiones conomdas que se emplean como antidiarreicos, tienen las siguientes
composiciones®

1. Oral (Caolin y Pectina). Categoria: antidiarreico. Composicién: suspension 8.775 g.
Caolin, 195 mg de pectina/30 mL; 6.0 g de Caoclin, 130 g de pectina/30 mL.

2. Caolin, pectina, sulfato de hysociamina, sulfato de atropina, hidroisocmida, siopalomida
y opio, suspension oral {antidiarreicc) Cantidades 6.0 g, 142.8 mg, 0.1037 mg, 0.0184
mg, C.0005 mgy 24 mg.

Otras aplicaciones en medicina son en e! fratamientc de heridas, en fransfusicnes
para aumentar el volumen sanguineo, en la formulacion de dietas hipocaloricas, como
inhibidor de vxrus como secuestrante de sustancias nocivas como plomo en sangre,
estricnina, etc.®® . Investigacicnes recientes muestran que el pectato de ca!mo baja el nivel
de colesterol en la sangre y reduce el riesgo de cancer en el colon”’. La ingestién de
pectina reduce las respuestas insulina - glucosa en sujetos normales y diabéticos, no
disminuye la biodisponibilidad de calcie, magnesio, zinc y cobre, aungue la de hierro ha

“ Rolin C and De Vries .J, Pectin. Elsevier Applied Food Scidnce, Series Food Sciences, 1980, pp. 425 - 428,

2 Masmichi Koseki, et., al. Journal of Food Science, 51 [5], 1329-1332 {19885).

& Fwshman M., Pleffer, P., Barford R and Doner L. J. Agric. Food Chem., 32, 372-378 (1984),
* McFeeters R. F. Fiemmg H. P and Thomson R. L. Journal of Food Sn:lence 50, 2061-205 (1885).

** Farmacopea. (Buscar bien |a refarencia).
Bender W. A. Consultan, Research Center, General Foods Corportion, Tarrytown, N. Y. Pectin. pp.377 - 424,

¥ Hoag]and Peter D. J. Agnc Food Chem. 37, [5], 1343-1347 (1989); Vidal V. C., Blance | and Rojas H. E. J. Agric.
Food Chem. 30 [5] 832-835 (1982); Belo P and O de Lumen B, J. Agric, Food Chem. 29 [2], 370-373 {1881).
Reiser 8. Food Technology, february 91-98, (1987).
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CAPITULC 2. PECTINAS PECTINAS

decrecicc nc se ha demostrado en todos los casos; se investiga la relacion entre el
consumo de pectina y la biodispeonibilidad de vitaminas, sobre todo de vitamina C.

En cosmetologia se emplean también como fijadores de aceites esenciales, para
prevenir la sedimentacidon en suspensiones por un efectc electrostatico y cemo
estabilizador en cosméticos que emplean emulsiones de Aceite en Agua®

Otras aplicaciones importantes de las pectinas estan en la industria del Acero, en
donde éstas funcionan como endurecedoras del mismo®™, en la industria textil permite
obtener fibras mas resistentes al agua, a los acidos, a los hidréxidos de metales
alcalinoterreos; en fa industria quimica se producen de la pectina acido D - galacturénico
por ia accion de enzimas pécticas y acido L — Ascorbico; en la industria de los explosivos
se usa como vehiculo; en la industria de insecticidas el pectato de nicotina es un
insecticida potente y bactericidas cuandc se combina con mercurio, fenol, una mezcla de
acidos salicilico y benzdico, algunos antisépticos contienen hasta 50% de pectina.

Ralin C. Industrial Gums, Paolisaccharid3s and Their Derivates. 1992, p. 288.
Bender, W. A Consuitan, Research Center, General Foods Corpertion, Tarrytown, N. Y. Pectin. pp.385 vy 396.
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£l analisis de peclinas tiene como objeto saber si la sustancia exiraida es una sustancia
pectica. También es importante ccnocer los elementos que la componen, los grupos
funcionales, ia esiructura guimica, aungue las pectinas mas estudiadas son las de los
citricos es necesario saber si las extraidas de otras variedades botanicas poseen la
misma estructura. si ademas, las pectinas exiraidas se modifican mediante reacciones
quimicas caracteristicas es importante saber si las reacciones propuestas se han llevado
a cabo. El analisis de pectina en productos comerciales nos da idea del grado de
adulteracion de los mismos'®.

Existen métodos cualitativos'®’ y cuantitativos para efectuar e! analisis de pectinas,
a continuacién se desarrollaran brevemente los fundamentos teoricos de algunas técnicas
instrumentales empleadas durante ef desarrollo del trabajo. En general lo que se analiza a
las pectinas es:

1. Rendimiento. 11. Esfryctura.

2. Analisis proximal y/o bromatologico ™ 12. Tiempo de gelificacion.

3. Contenido de acido g;:ﬂacturonlco‘”r 13. Longitud del gel'™

4. Contenido de metoxiios' . 14. Temperatura de gelificacion.

5. Contenido de iones inorganicos. 15. pH de soluciones al 1.0%.

6. Peso equivalente™”. 16. Propiedades espectroscopicas.
’—Composmlon y pesc molecular'® 17. Prop. Reologicas de soluciones™
&. Rotacian aptica. 18. Metanol™

9. Grado de esterificacién’ . 19. Identificacion azucares neutras'
16. Grado de gelificacion. 20. Interaccion con Ca, Mg, etc''”.

=n el trabajo se determinaron: rendimiento, analisis elemental y bromatologico,
contenido de acide galacturdnico, contenido de metoxiles, contenido de iones inorganicos,

P McCready R. M and Reeve R. M Agr:cultural and Food Chem,, 3 {3], 260-262 (1955)

'_ Alexander M. M and Su]ebele G. A. J. of Food Science and Tech. 17, july-august, 180-182 (1880).

% Masamichi Koseki, et., al. Journal of Food Science, 51 [5], 1329-1332 (1988). Kintner P. K and Van Buren J.
Journal of Food Science., 47 758-758 (1982); recomiendan el empleo del m-hidroxidifenilo como un reactivo
Mas especifico para la determinacion de acidos urénices y menos sensible a la interferencia de otros
carbohidratos. Alexander M. M and Sulebeie G. A. J. of Food Science and Tech. 17, july-august, 180-182
(1980). Boos R. N. Analytical Chemistry, 40-42 {1248). Mc Cready R. M. et., al. Analytical Chem., 27 {7}, 975-977

. {1eb1). Pititer LA, Mclellan M. R & Van Buren J. P. Food Chemistry 50, 29-32 (1994).

o ! Johnson R. M and Breene W. M. Food Technolegy., febrere, 87-93, (1888).

: Idem nota 43.
® Saenz S, Villarrcel P., Parraguirre VV y Pennacchiotti 1. Alimentos, 15 [4], 5-8 (1590).

7 Jordan R C and Brant . A Biopolymers, 17, 2885-2895 (1978).

% ldem nota 43. Owens H. S. et al. J. of the American Chemicat Society., 68, 1528-1632 (1946). Gudipati

_ Murafikrishna & Rudrapatnamnn N. Tharanathan. Food Chemistry, 50, 87- 89 {1994).

s " Kiavons J. A and Bannett R. [, J. Agric. Food Chem | 34, 557-589 (1986).

¥ idem nota 42. McComb E. A and McCready R. M. Analytical Chem., 24 [10], 1630-1632 (1952). Sidwell A P and
Cain R. F. Food Technology., september, 438-441 (1955). Saenz 5., Villarroel P, Parraguirre V y Pennachiotti i,

~ Alimentos, 15 14], 5-8 {1890}

“idem nota 42.

Y2 Torre M., Rodriguez A. R and Saura-Calixto F. J. Agric. Food Chem., 40, 1762-1766 (1992).
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peso  equivalente, compesicion y pesc melecular, propiedades espectroscapicas,
propiedades reolégicas de soluciones, etc. Para ello se emplearon los siguientes métodos
instrumentales: )

3.1. - CROMATOGRAFIA.

La cromatografia es un métede analitico en el cual los componentes separados, se
distribuyen entre dos fases, una fase estacionaria y una fase movil. La cromatografia es
una extensién de fa distribucidon a contracorriente, en vez de una serie discreta de
extracciones, ocurre un equilibrio continuc del scluto entre dos fases. La fase estacionaria
es un liguido que recubre la superficie de particulas sélidas, que a veces, estas mismas
funcionan como fase estacionaria. El reparto o equilibrio de los solutos entre la fase mavil
y la estacionaria es la base de [a separacion de solutos. El scluto que tiene mayor afinidad
por la fase estacionaria se movera con mayor lentitud a lo largo de la columna.

3.1.1. - CLASIFICACION DE LAS TECNICAS CROMATOGRAFICAS.

1. Cromatografia de adsorcidon.- primera tecnica desarrollada. M. Tswett, en 1903, ia
aplico a la separacion de pigmentos vegetales, usd un hidrocarburo como fase mévil y
CaCQO; como estacionaria. La separacién mostré bandas coloridas, de agui su nombre.

2. Cromatografia de reparto.- la fase estacionaria forma una pelicula delgada en la
superficie de un soporte solido. La fase movil es liquida o gasecsa.

3. Cromatografia de Intercambio iénico.- aniones {comec -SOj) ¢ cationes (como -
N(CHs);") se unen covalentemente a la fase estacionara solida (resina). La cudl atrae
electrostaticamente a los iones de soluto de carga opuesta. La fase movil es un liquido.

4. Cromatografia de exclusion molecular.- o cromatografia de filtracidn o permeacion
en gel. ldealmente no existen interacciones por atraccion entre la fase estacionaria y el
soluto. La fase movil (I o g) pasa a través de un ge! poroso gue excluye las moléculas
grandes y las peguenfas requieren mas tiempo para salir de ia columna.

5. Cromatografia por Afinidad.- es la mas recienle y selectiva. Usa interacciones
altamente especificas entre un tipc de moiéculas de soluto y otras moléculas que se
inmovilizan covalentemente a la fase estacionaria. El solutoc requerido se recupera por
cambics de pH o de fuerza ibnica.

3.1.2. - TERMINOLOGIA'"®

¢ Eluyente.- fase movil gue entra a la columna.

« Eluato.- fase movil que emerge por la salida de la columna.

» Elucion.- procesc de paso de un fluido a través de una columna de cromatografia.

e Gasto en volumen.- es la rapidez de la fase mdvil en la columna o mbL/min de
disolvente que recorren la columna.

» Gasto lineal.- es la rapidez de la fase moévil en la columna cromatografica. En cm de
longitud de columna que recorre el disoivente en un minuto.

» Detectores. - equipos gue registran a los solutos que eluyen de una columna.

« Cromatograma. — grafica que representa la respuesta del detector en funcion del
tiempo de elucién.

« Tiempo de retencion (t) de cada componente. - tiempo necesario para que ¢l
compgonente alcance el detector.

* Harris D, Analisls Quimico Cuantitativo. Grupo Editorial Iberoamericano, pp. 620 - 824, México {1982).

32
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¢ Tiempo de retencion ajustado (t,). - se define como: &' =1 -1q
t es el tiempo para gue la fase movil recorra la longitud de ia celumnz. Un soluto no
retenido eluira en el tiempo t,. Cuando se emplea el detecior de conductividad térmic
en CG, se considera que es ef tiempo necesaric para que 0.1 a 10 ul de aire,
inyectado con la muestra, recerra la columna.

« Retencidn relativa {(«): entre dos componentes 1y 2, o =t/ tn Ve >{n o > 1.

+ Factor de retencion para cada pico en el cromatograma, relacidon de retencion,

relacion de reparte o facter de capacidad (k). - K=t -tn/tny
k = tiempo que pasa el soluto en la fase estacionaria / tiempo gue pasa el sclutc en la
fase mavil.

k=Cs Vs / Ch Vi; Vm . - es el volumen de la fase mévil v V. - es el de la fase
astacionaria, el cociente C. / C,, es el coeficiente de Reparie, K . k=K V/V

A mayor tiempo que un componente se retiene en ia cclumna, mayor es el factor de
retencion. k grandes favorecen una buena separacion, pero tambien incrementar ei
tiempo de elucidn vy el ancho de banda. El k y la N de una columna medidos
periddicamente con un patron nos muestran el funcionamiento de ésta.

s Cociente de retencion R. - R = tiempo en que ¢! solvente recorre la columnal tiempo
en el que el soluto recorre la columna, R =t /t;

s Volumen de Retencidn (V,). - es el volumen de fase mdévil que se requiere para gue
un soluto dado eluya de la columna cromatogréfica: V, = t 5 &
de la fase movil. Ei volumen de retencidén de un soluto particular es constante en un
amplio intervalo de gastos. V; = KV, + V.

3.1.3. - FUNDAMENTOS TEORICOS.

Existen 2 teorias que explican el movimiento de soluto en una columna Cromatograﬂca
Teoria de los platos en cromatografia®™® y la Teoria Cinética de la Cromatografia’’

La primera propone gue ocurren una cantidad muy grande de equilibrios de dr::’[ﬂbuCI:C')i’f a
contracorriente entre {as fases movil y estacionaria a medida que el soluto avanza por fa
columna. La cromatografia es un proceso continug, perc es posible imaginar que la
columna se divide en N segmentos, o platos tedricos (N), y en cada uno se establece un
equilibrio. Si la longitud total de {a columna es L, la aitura equivalente de plato tedrico
(AEPT o HETP) es: AEPT = L/ N; N se calcula como: N=t?/6° = 16 t.” / w*,

t, es el tiempo de retencidn del pico, ¢ es su desviacidn estandar y w es el ancho de
banda en unidades de tiempo medido en la base del pico. O bien, si el ancho de banda se
mide a una altura igual a la mitad de la altura del pico, entonces: N = 5.85 t I w .

Todas las cantidades deben medirse en las mismas unidades: minutcs ¢ cm de papel.

La Teoria cinética de |la cromatografia toma en cuenta la velocidad finita a la cual el
soluto puede equilibrarse entre las fases movil y estacionaria. Es decir, el equilibrio no es
infinitamente rapido como supone la teoria de plafos, y la forma resultante de las bandas
depende de la velocidad de elucidn. Dicha forma también depende de la difusion del
soluto a lo alargo de fa columna y de la existencia de diferentes caminos que las diversas
moléculas de soluto pueden seguir cuando se mueven entre particulas de la fase
estacionaria. Todos estos efectos dependen de la velocidad, v, con la que la fase movil

dem. pp. B24 - §26.

P

*idem. pp. B26 - 828.
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atraviesa la columna. Los diversos mecanismos, per los gue la banda se ensancha, estan
expresados en la Ecuacion de van Deemter para la altura de plato tedrico: AEPT = A +
Biv+C,v

A, B, y C son constantes caracteristicas de un sistema dado de columna vy
disoivente. Existe una veiocidad dptima para ta operacidn de cualquier cclumna, a la cuai
ia altura de plato aicanza su valor minimo. Para una fase estacionaria dada, a menor
tamario de particula mayor eficiencia y el gasto dptimo aumenta. El tamafio de particula
mas adecuadc es, aproximadamente, de 10 um.

3.1.4. - RESOLUCION"®,
La resolucion de dos picos se define como: Resolucion = Al / we, = AV, / wy,,
Aty AV: son la separacion entre picos {en unidades de tiempo ¢ de volumen) y wy, es &
ancho promedio de ambgs picos en las unidades correspondientes, medido en ia base. La
resolucion también se determina como: Resolucion = VN/M4 (o - 1/ &) (ky/1 + Kor)
N es el numero de platos tedricos en la columna, « es la retencion relativa de ios dos
picos, Kz es el factor de retencidn para el segundo componente (el que mas se retiene) y
ko es el factor de retencion premedic para ambos componentes.

Si el nimero de platos tedricos para los dos picos nc es e mismo, se sustifuye N
por VNaN; v ko por k.. La separacion de compenentes aumenta en forma proporcional a
N, pero el ensanchamiento de banda es propoicional a YN. En general la resolucion es
proporcional @ VN o a VL. Hay un limite practico hasta =l cual es posible incrementar el
factor de retencion, porque si los tiempos de retencion aumentan demasiado los picos se
hacen muy anchos.

3.1.5. - COLUMNAS™’,

Existen, gran variedad de columnas para cromatografia entre las que se encuentran:

1. Columnas Empacadas.- se llenan con la fase estacienaria.

Z. Columnas Tubulares abiertas.- consisten en recubrir con la fase estacicnaria la parec
interna de la columna capilar angosta. Tienen mucho mayor resolucion, menores
tiempos de analisis y maycr sensibilidad a pequefias cantidades de analito.

En ia tabla 3.1.5.1 se comparan caracteristicas reales de ambas columnas.

TABLA 3.1.5.1 COMPARACION DE COLUMNAS

: ~ PROPIEDAD S EMPACADA | TUBULAR ABIERTA
Longitud de la coiumna, L. 24 m 100.0 m
Vejocidad lineal del gas 8.0 cm/s 16.0 cm/s
AEPT para oleato de metilo 0.73 mm 0.34 mm
Factor de retencion, k, para oleato de metilo. 58.6 2.7

Platcs tedricos, N 3290 294000
Resclucién de estearato y oleato de metilo. 1.5 10.6

Tiempo de retencién del oleato de metilo. 29.8 min. 38.5 min.

Empleando la misma fase estacioparia para separar un par de solutos por cromatografia de gases.

\L.em pp. 628 v 629,
" ldem. pp. 629 yBSD
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3.1.6. - FORMAS DE LAS BANDAS™™".

=i soluto no puede aplicarse er la columna en una zena infinifesimalmente estrecha, asi
gue la banda tiene anche finite antes de empezar s extenderse el solufo dentro de la
columna. Después de la elucién, puede ccurrir un ensanchamiento extra en la salida de
una columna mal diseflada o en ! detector gue se utiliza para medir el soluto gue sale. En
salidas de columnas y detectores bien disefiados se logra mantener un fluje laminar. Ei
fluido en el centrc de la camara se mueve mas rapido gue el de los bordes, fa banda se
ensancha. £ ensanchamientc es muchc mayor en una salida o en un detector, donde
cada gota nueva que penetra en la camara se mezcia totalmente con el contenide de ésta
como en los grandes espacios muertos de algunas columnas mal disenadas y/o
construidas. Para minimizar el ensanchamiento de ias bandas fuera de la columna deben
minimizarse todos los espacics muertcs y las dimensiones de los tubos. La muestra debe

aplicarse en una zona esirecha y debe procurarse que penetre en la columna antes de
mezclarse con el eluyente.

Una banda de forma gaussiana se produce cuando ei coeficiente de reparto, K es
constante e independiente de la cantidad de solutc en la columna. En columnas reales, la
relacion C4/Cr, cambia un poco conforme aumenta la cantidad total de solute, y fas bandas
resultantes se vuelven asimétricas. Las graficas de Cg en funcién de C, a una cierta
temperatura se llama isoterma. En la figura siguiente se presentan les

comunes y sus formas de bandas resultantes:

1solermas

®
@
a3
| Sebrecaga !
@i .
Rl E TR ; ’f .
Tiempo
3
1
i Y
k3 Y.
b s
Al e Figura 2217
W“'W:Fiempcr : C Isplermas comunes y sas formas de

e e et : banda cromatografica resaltantes.

__a isoterma centrai es ideal. y se obiiene un pico simétrico. La superior es tipica de
una columna sobrecargada. La isoterma inferior se observa cuando cantidades pequefas
de solufc s= retienen mas fuertemente. Es decir se tiene !a situacion opuesta a la
sobresaturacién. Una de las causas de la aparicion de colas es la presencia de sitios en
los cuales la fase estacicnaria retiene fuertemente al soluto. Cuando estos sitios se
saturan con el soluto, el coeficiente de reparto disminuye porque no hay sitios de

r/‘\+r\r‘\ﬁ!‘f\r\ £

atencion fuerte disponibles para detener nueve soiuto.

[o%)
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3.2. - CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA Y PAPEL"".

Técnica de separacion empleada por Stahl en 1986, tiene alto poder de resolucion.
3Su equilibrio de reparto es de adsorcién. Las ventajas sobre el papel son la rapidez de
elucidon vy su eficiencia especialmente para compuestcs no polares. Se emplean
detectores corrcsivos sin dafar al sustrato ni al adscrbente. Comoc adsorbentes se
emplean gei de silice, alimina o ceiulosa enire otros, con un tamano de particula entre 5 y
25 micrones. Actuaimente la cromatografia en capa fina se lleva a cabs en cromatofolios
de aluminio los cuales ya contienen depositada la fase estacionaria. Esta técnica se usa
ademas, para encontrar las mejores condiciones de operacion, para aplicarlas en otras
técnicas cramatograficas',

Para identificar y cuantificar monosacéaridos se empiea la crocmatografia en papel,
con procedimientes monodimensional y bidimensionales. Generaimente se usa el
procedimiento descendiente monodimensional. El papel utilizado es el Whatman # 1, el
tiempo de elucion varia de 18 — 24 h a 30 — 36 h dejando escurrir el disolvente. Los
solventes y las concentraciones (v/v) mas usados son'ét
e n-butancl — piridina — agua (9-5-4),

* isopropano! — piridina — agua (7-2-2),

s n-butanol — acido acético — agua (2-1-1).

s isopropanol — piridina- acido acético — agua (8-8-1-4),
o fenol saturado en agua,

e n-butanol - benceno — piridina — agua (5-1-3-3)

Los reveladores mas empleados son: carbazol, antrona, resorcinol {fructuosaj, orcinol
{diferencia entre pentosas y hexosas), yodc (da la presencia de almiddn, agar ©
xilosanas). acido mucico (identifica galactosa y acido galacturénico), solucién 0.1 N de
nitrate de plata en hidréxido de amonic 5.0 N, mezcia de acetona e hidroxido de sodio,
solucion al 1.0% de permanganaio de potasio en solucién de carbonato de sodio at 2.0 %.
mezcla de anilina v acido ftélico (0.83 g y 1.66 g en 100 ml de butano! saturado con
agua), mezcia de p-anisidina y acide fosforico (3.0 g y 2.0 mL de solucion al 85.0% en 50
mL de etanol). Para obtener &i producto colerido es necesario calentar el cromatograrma,
previamente rociade con el revelador, para el revelador de anilina se calienta entre 100.0
y 105.C grados durante 5.0 min. En el caso de anisidina se calienta entre 85.0 y 100.0
grados también durante 5.0 min. Estos reactivos permiten diferenciar aldopentosas.
aldohexosas, metilpentcsas, acidos urdnicos y metilosas.

Para oligosacéridos el tiempo de elucion varia entre 49 y 86 h, se emplea un
srocedimiento descendente y se recomienda usar eluyentes con un contenidc mayor de
agua para aumentar la movilidad. Los eluyentes mas empleados son. isopropanol —
piridina - agua (7-7-8). isopropanol - n-butano! - agua (7-1-2), acetato de etilo - n-butanc!-

Edwards T, | Cromatografia. Principios y técnicas, Ed. Et Manual Modemo. pp. 40 - 48. México (1975}

arns DL Andiisis Quirmico Cuantitative. Grupo Editerial ibercamericano. p. 856, Méxice (1882},

i Maldonado Garcia Rolande (Editor), Los Productos de las Plantas. Una vision integral. Vol. I. Centro de
Investizacién en Quimica Anticada. Saltitlo Coahuila. México (1985,
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acido acetico - agua (6-8-5-8). Los reveladores empleados son los mismos qus para
monocsacaridos.

3.3. - CROMATOGRAFIA DE GASES'%,

La fase movii es un gas, que transporta un soluto gasecso o el vapor de un liquido volatil.
Se usa para analizar compuestos gue posean una presion de vapor de 1 a 1000 mmHg
en las condiciones de operacion. Las muestras que no pueden ser analizados
directamente, se determinan formando derivados con presiones de vapor adecuadas. La
fase estacionaria suele ser un tiquido no volatil que recubre el interior de la columna
(cromatografia de reparto gas - liquido) ¢ un soporte salido de grano fino sobre los que el
soluto puede adsorberse (cromatografia de adsorcion gas — solido).

Las muestras liquidas se inyectan a través de un septo de goma en un puerio de
inyeccion caliente, recubierto de vidrio ¢ metal, donde se vaporiza la muestra. Las
muestras gaseosas se inyectan con una jeringa de cierre hermético o a través de una
valvula de muestreo de gas. La inyeccidn de la muestra puede hacerse de diversas
formas: a) la inyeccion dividida; b) la inyeccién sin divisién y ¢) la inyeccion sobre la
columna. La muestra inyectada se arrastra rapidamente hacia la columna por un gas
portador: He, N; o Hy, que actia como fase mavil. Después de pasar por la columna que
contiene la fase estacionaria, los solutos separados fluyen por un detector, cuya
respuesta se visualiza en un registrador.

La temperatura de la columna debe ser elevada para que los solutos tengan
suficiente presion de vapor y sean eluidos en un tiempo razonable. Esta no debe ser
mavor que el punto de ebullicion de los soiutos. El detector se mantiene a mayor
temperatura gue [a columna, para que los solutos estén en fase gaseosa. Los solutos que
salen del cromatografo pueden colectarse para su identificacién o enviarse directamente a
un espectrofotdmetro de infrarrojc o de masas para su analisis.

3.3.1. - COLUMNAS PARA CROMATOGRAFIA DE GASES.

1. Columnas empacadas de acero inoxidable o vidrio.- tienen un didametro de 3 a 6
mm y una longitud de 1.0 a 5.0 m. La columna se llena con un scporte sélide de grano
fino e inerte recubiertc de un liquide no volatil como fase estacionaria, el sélido mismo
puede ser la fase estacionaria. El soporte es un material resistente, de particulas
pequenas uniformes, con gran area superficial, generalmente de diatomita. Como ei
soporte no es del todo inerte se recurre a técnicas para cubrir sitios activos ya sea con
un compuestc polar, come el acido acético que permanece unido indefinidamente. ©
bien con una silanizacién que consiste en unir covalentemente grupos trimetilsiiil a los
grupcs hidroxile del silanol. La diatomita tratada asi presenta menos problemas de
colas gue el material no tratade. Las columnas de vidrio que se usan en CG y CL
también se silanizan para minimizar la interaccién del soluto con sitios actives
presentes en las paredes de vidrio. Para solutos muy reactivos, se usa el teflén como
soporte. La uniformidad del tamafio de particulas reduce el término de trayectorias
multiples (A) en fa ecuacién de van Deemter, lo que reduce el tiempo requerido para el
equilibrio de lcs solutes, v mejora la eficiencia de la columna. Sin embargc, a menor
tamafic de particula, se reguiere mas presion para que ia fase moévil pase a traves de
la columna. La fase estacionaria se elige segun los soiutos que se deseen separar.

“ idem. pp. 637 - 852 y notas de la empresa Perkin Elmer.
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2. Columnas tutulares ablertas.- tienen mayor resolucion, menor tiempo de analisis y
mayor sensibilidad que las empacadas, perc se maneja upa caniidad de muestra
mucho menor. Su iongitud varia de 15 a 100 m, su diametro internc de 100 a 700 pm.
un espescr de ia fase estacicnaria de 0.1 a 5.0 um, se fabrican de silice (Si0;) fundida
con menocs de 1.0 ppm de impurezas metalicas que inducen la formacion de sitios
actives. También se fabrican de vidrio, pero éste contiene mas sitios actives y por lo
tanto menor resoiucion. La silice fundida tiene una concentracion menor de grupos
sifanol (Si - O - H) superficiales que unidos a los solutos provocan formacion de colas
en las sefales, tiene mayor resistencia mecanica; su exterior se recubre con paliimida
{plastico gue soporta hasta 350° ¢ aluminio para incrementar esa resistencia vy
prevenir el debilitamiento producido por el vapor de agua atmosférico y la exposicion za
oxigena a temperaturas altas, lo que ocasionaria la formacion de colas. Existen varios
disefios: a) las de configuracion de pared recubierta.. usan una pelicula deigada
uniforme de fase liquida estacionaria en la pared interna de la columna. Adecuadas
para analisis de trazas. b) las de disefio con soporte recubierto, usan un soporte
sélido, silice ¢ aliimina unido a la pared interna de la columna para incrementar ¢! area
superficial, que se recubre de una fase liguida estacionaria; tienen mayor volumen de
fase estacicnaria que las de pared recubierta, lo que permite analizar muesiras mas
grandes y mejora ia resolucidn de solutos escasamente retenidos al principio de!
cromatograma. Ademas hay menos fluio en el defector y menor nivel de ruido. El
rendimiento de estas columnas es intermedio entre las de pared recubierta y las
empacadas. ¢) disefio de capa porosa, las fases estacionarias activas son particulas
solidas porosas unidas a la columna.

3.3.2. - PROGRAMACION DE LA TEMPERATURA.

Al aumentar la temperatura de una columna se reduce el tiempo de retencidn y la
resoluciéon. Cuando se separa una mezcla de compuestes con amplio intervalo de puntos
de ebullicién o pelaridades, es muy Gtil modificar ia temperatura de la columna durante ia
separacién. Para un calentamiento rapido se usan columnas de diametro pequefio. La
relacion entre el tiempo de retencion y la temperatura es:

Logt,=a/T +b: TsedaenK, ayb son constantes.

3.3.3. - GASES PORTADORES.

La seleccién de la fase movil influye en el funcionamiento de la columna y el detecior. Los
3 gases portadores mas comungs son Hp, He v Nz, producen una altura de plato optima
de §.3 mm, pero gastos significativamente distintos. El N requiere un gasto bajo para el
funcionamiento éptimo, mientras gue He e Hz pueden usarse a un gasto mayor. El A
puede mostrar una resolucién similar a la de ios otros gases, pero a un gasto mucho
mayor. H, y He dan una buena resoiucidn a gastos elevados porgue los gases del soluto
se difunden mas rapido a través de ellos que del Ny, favoreciendo un equilibric rapido
entre las fases movil y estacionaria, lo cual reduce la altura de plato.

3.2.4. - DBETECTORES.
Los detectores que mas se emplean en cromatografia de gases son:
A

t  Conductividad Térmica.- responde linealmente en 4 veces la concentracion del
soluto, H, v He producen ia mayor sensibilidad y para aumentarla mas se eleva la
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corriente del filamento, sin exceder el maximo: se reduce el gasto y ia temperatura en
el cuerpo del detector, fos sclutos deben permanecer en fase gasecsa.

2. lonizacidn de Flama.- Ef N; mejora ia sensibilidad, pero pueden usarse H, y He. La
seflal es proporcionai al nimero de C susceptibles. La sensibilidad es 100 veces
mayor que la dei de conductividad térmica. La respuesta es lineal en 7 veces la
concentracion dei soluto. La sefial de fondo {de referencia) es muy estable.

3. Captura de electrones - Para moléculas con halégenos, - C = O conjugado, - C =N, -

NO;.

Fotémetro de Flama.- Util para el analisis de compuestos que contiene P o S.

Alcalis de Flama.- lonizacién de flama modificado selectivo para P y N,. Se usa en el

analisis de farmacos.

6. Los espectrometros de masas y [os espectrofotdmetros de FTIR.- se utilizan
ampliamente en CG, al igual que los detectores de emision atémica por plasma ICP.

Sl

3.4. - CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION'®,

Esta técnica se utiliza en experimentos preparativos de guimica y de bioguimica gque
necesitan aislar cantidades grandes (mg o g} de material. La cromatografia de tiquidos de
alta resclucion CLAR o HPLC por sus siglas en ingles. Tanto en columnas alimentadas
por gravedad como por pbombeo, para fines analiticos o preparativos, pueden realizarse
diversos tipos de cromatografia de intercambio iénicc y de exclusién molecular.

3.4.1. - CONDICIONES DE TRABAJO y SISTEMAS DE INYECCION DE LA
MUESTRA.

Para conseguir un flujc aceptable con rellenos de particulas entre 3 y 10 um, se necesitan
presiones de bombeo aitas, lo gue hace que los equipos sean mas complejos y caros.

La inyeccidn con jeringa a traves de un septo elastomerico no es muy repraducible
¥ sélo se utiliza en cromatografia liquida con presiones inferiores a 1.500 psi, la inyeccion
por fiujo se emplea, con meiores resuitados: se interrumpe el flujo del solvente por un
momento, se retira un dispositivo de la parte supetier de la columna y se inyecta la
muestra directamente en el relleno mediante una jeringa. Otro procedimiento mas
difundido es el uso de “bucles” de muestrec intercambiables gue permiten elegir
volumenes de muesira desde 5 a 500 ul.

3.4.2. - DEPOSITOS DE FASE MOVIL Y SISTEMAS DE TRATAMIENTO
DEL DISOLVENTE.

Un HPLC modernc, esta equipado con uno ¢ mas deposites de vidrio ¢ acero inoxidable,
que contienen 50C mL ¢ mas de disolvente. Inciuyen dispesitivos para eliminar los gases
disueltes ¢ particulas de polvo que forman burbujas en la columna y con ello originan
ensanchamientos de las bandas. ademds tanto las burbujas como el polvo interfieren en
el funcionamientc de los detectores. También cuentan con valvulas simétricas que
introducen los liquidos desde dos ¢ mas depésitos a velocidades gque varian
continuamente.

 dam. pn. B57 - 877
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La elucidén en ia que se emplea un disolvente de composicidn constante se llama
isocratica. Cuando se usan sistemas de dos o mas disolventes que difieren en gran
medida en su polaridad se dencmina elucién en gradiente. La porcion de los dos
disclventes se varia de forma programada, unas veces en forma continua y otras en una
serie de pasos. Esta incrementa la eficacia de la separacién, como la programacion de
temperaturas en CG.

3.4.3. - COLUMNAS PARA HPLC y SISTEMAS DE BOMBEO.

!as columnas para cromategrafia de liquidos scn de tubo de acero inoxidable o de vidrio
de paredes gruesas cuando se aplican presiones bajas (600 psi}. Tienen longitudes entre
10 y 30 cm y diametros internos de 4 a 10 mm. Los rellenos tipicos son particuias de silice
con un diametros muy uniformes que se recubren a veces con una fina pelicula organica
unida fisica o guimicamente a la superficie, entre 5 y 10 um y contienen de 40,000 a
60,000 platos/m. Se usan también alimina, polimeros poresos y resinas de intercambio
ionico. Actualmente se trabaja con microcolumnas de alta resolucion de 3 a 7,5 cm de
longitud y 14,6 mm de diametro interno, con particulas de relleno de 3 a 5 um y con mas
de 100.00G platos/m. Sus ventajas son la rapidez y el consumo minimo de disolvents.

Las condiciones que cumplen las bombkas de HPLC son estrictas e incluyen:
proparcionar presiones superiores a 6.00 psi (Ib/in®), no constituyen riesge de explosién
porgue ios liquidos no son muy compresibles. 2) salidas libres de impulsos, 3) velocidades
de flujo de 0,1 a 10.0 mL/min., 4) reproducibilidades de flujo de 0,5 % o mejores, 5}
resistencia a la corrosion.

3.4.4. - DETECTORES.

En HPLC no existe un sistema de deteccidn universal de gran sensibilidad, depende de la
naturaleza de la muestra. Los detectores mas empleados son: ef espectrofetémetro
ultravioleta — visible, trabaja con lineas de absorcién de 254 y 280 mm de una lampara de
mercurio, ofras lamparas usadas son ias de filamento de deuterio o tungsteno con filtros
de interferencia. Detector de indice de refraccidn, ric es selective vy responde a la
presencia de todos los analitos,**. Detector de flucrescencia.

3.5. - ESPECTROFOTOMETRIA'?,

Se refiere al empleo de 1a luz para medir las concentraciones de sustancias quimicas. Las
propiedades de la luz que pueden medirse cuando ésta se considera como onda, son ia
tongitud de onda (7.) y 1a frecuencia (v). La unidad de frecuencia es s La relacién entre la
vy 2 esta dada por la ecuacion: iv = ¢; ¢ es la velocidad de ia iuz.

Desde el punto de vista energético, la luz estd constituida por particulas ilamadas
fotones. Cada fotén tiene una energia E, la cual se calcula por la relacién: E=hv; hes la
constante de Planck. Combinando las dos ecuaciones podemas escribir E = h ¢fi. = h ¢f;
i =1/% y se denomina niimerc de onda. La unidad Sl para el nimero de onda es el m

* Skeog DAy West D M. Quimica Analitica, 4° Ed. pp.546 - 581, México (1989).
2 Harris T. Analisis Guimice Cuantitative. Grupo Editorial [beroamericano. pp. 495 - 508, México (1992).
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Cuando una molécula absorbe un fotén, su energia se incrementa y se dice que la
molécula pasa a un estado excitado. Si una molécula emite un fotén, su griergia
disminuye. El estado de menor energia es ef estado basal o fundamenta:.

Cuando una muestra absorbe Iuz, ia potencia radiante dej haz e luz disminuye. La
potencia radiante, P, se evailia como energia por segundo por unidad de area del haz de
iuz. Con ia siguiente figura se iiustra el principio de la medicion espectrofotométrica:

FUENTE SELECTOR DE 'Po P DETECTOR
DE LUZ P MONOCROMADCR MUESTRA > DELUZ

b

Para aisiar una sola % fa luz se hace pasar por un monocromador. Esta Ultima, de
potencia radiante Py, incide en una muestra de espesor b. La potencia radiante del haz
emergente es P; la muestra puede absorber una fraccion de la luz, de manera que P < Pas.
L.a relacién de estas potencias radiantes se dencmina transmitancia.

La transmitancia, T, se define coma la fraccidn de la luz incidente que sale de ia
muestra: T = P/ Po. Por tanto T, varia de cero a uno. La transmitancia tambien se expresa
en forma perecentual.

Una magnitud fisica mas usada es |a absorbancia, definida como: A = log (Py / P) =

- log T. Cuando no se absorbe luz, P = Py y entonces A = 0. Cuando se absorbe 80 % de
la iuz, 10 % de ella se transmite y P = Py / 10, entonces A = 1. La absorbancia tambien se
llama densidad optica, representada por DO o por E. La absorbancia esta definida por:
A = c.b.c. Esta es la Ecuacion fundamental para aplicar la espectrofotometria en quimica
analitica. Se le denomina ley de Beer — Lambert. La absorbancia (A) es adimensional; ¢
es la concentracion en unidades de molaridad (M); b es la longitud del trayecte Sptico en
sentimetros v ¢ es la absortividad molar o coeficiente de extincion, y sus unidades son M
‘sm™. La absortividad molar es la propiedad caracteristica de las sustancias que indica
cuanta luz se absorbe a una fongitud de onda dada. para una transicicn dada.

La ecuacion anterior se puede escribir; A; = g, b.c, debidc a que ios valores de Ay
¢ dependen de la . de la luz. La cantidad ¢ es simplemente un coeficiente de
oroporcionalidad entre la absorbancia y el producte be. Si la concentracion se expresa en
g/l en vez de mol/L, la Ley de Lambert y Beer se expresa como: A = a b c endonde a es
la absortividad y su relacion con la absortividad molar es: e =a M; M es el peso maolecular
dei soluto. La relacicn entre A o ¢ y % se cbserva en un espectro de absorcion.

La ley de Beer y Lambert se cumple en soluciones diluidas, en soluciones de mayor
concentracién no. esto se atribuye a cambios en las especies absorbentes 0 en las
propiedades de la solucion debido a diferentes interacciones moleculares. La abscrbancia
aparente también depende del indice de refraccién de ia solucion. Para concentraciones
de solutos altas, el indice de refraccion cambia y la variacion de la absorbancia no
obedece ia iev de Beer. La relacién entre la absorbancia y el indice de refraccion, n, esta
dadapor. A =ebcn/{n®+ 2)%
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3.5.1. - ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA - VISIBLE'®,

Las regiones ultravioleta - visible del espectro electromagnéticc de la iuz son:

a) Ultravicieta cercanc ¢ cuarzo ultravioieta, ia cual se extiende desde 200 a 380 nm

b) Ultravioleta vacio, ia cual se extiende de 185 a 200 nm.

¢) Visible de 380 a 80C nm.

La absorcion molecular en estas regiones, depende de la estructura electrénica de Ia
molécuia. Existen varias ventajas respecto a la selectividad de la absorcién en la zona:

« En moléculas de gran compiejidad pueden reconocerse grupos caracteristicos.

« Una gran cantidad de moiéculas complejas, es transparente en la region. Se puede
correlacionar ics espectros con la estructura.

» El espectro uv - visible es una grafica de la intensidad de absorcién (A o T) contra % (0
frecuencia) de absorcién. O bien, de ¢ contra % 0 log & contra 2 {expresada en
nandometiros o en angstroms). :

s £l uso de la s como unidad de intensidad de absorcion tiene la ventaja de que todos los
valores se refieren al mismo numero de especie absorbida.

La energia total en una molécula es la suma de sus snergias electionica,
vibracionat y rotacional. La magnitud de esas energias decrece en el siguiente corden:
Esiec, Evin., vV Ewt. La energia absorbida en |a regién del uv ~ visible producen cambios en
la energia electrénica de la molécula resultando |a transicion de los electrones de valencia
gue consiste en la excitaciéon de éstes gue ocupan un orbital molecular de enlace al orbital
proximo de mas alta energia. Las iransiciones se indican: « — =%, si n es el orbital de
enlace; n — 7%, sl el orbital es n, 0 6 — o*, st ¢ es el orbital de enlace. Las caracteristicas
de absorcion de las moléculas organicas, como las pectinas, en la region UV - VISIBLE
dependen de las transiciones electrdnicas que puedan ocurrir y el efecto estéricc en las
transicicnes. En la siguiente figura se muestran las diferentes transiciones:

No se muestrs una escala numérica de energia. sin embargo. se cbserva que la
transicién n — 7" requiere menor energia que (as transiciones n > 1"y ¢ — ¢’

Las caracteristicas principales de una banda de absorcion son la posicién y ia
intensidad. La pcsicion corresponde a la & de la radiacién que se requiere para gue se
lleve a cabo la transicion electrénica. La intensidad de absorcion depende de 2 factores:

% giverstein, R. M., Bassler, G. G and Morrid, T. Spectrometric ldentification of Qrganic Compounds. 1587 Ed. John
Wiley and Sons, INC. pp. 289 - 285, USA (1881},
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1° 1z probabilidad de interaccion entre la energia de radiacion y el sistema elecirénico y 2°
ia diferencia enire el estado basal y el estado excitado.

La probabilidad de transicién es proporcional al cuadrado del momentc de la
transicién o momente dipolo de la ‘ransicion'®’; éste es proporcional al cambic en la
distribucicn de carga que ocurre durante la excitacion. La absorcion es intensa cuando |a
transicion ocurre con un gran cambic en el momento de dipolo. La absorcion con un gumsy.
de valores mayores a 10° es una absorcion de alta intensidad, la absorcion de baja
intensidad corresponde a valcres de gz menores que 10°. Estas sen transicicnes
prohibidas. La intensidad de una banda de absorcién en el espectro UV se expresa como
ia absortividad en la maxima absoreicn.

Terminos empleados en el andlisis de los espectros electronicos:

+ Cromdforo.- grupo covalentemente insaturadc responsable de ia absorcidn
electronica, v.ig.. > C=C <, >C =0y NO,.

* Auxocromo.- grupo saturado con electrones libres, los cuales, cuando estan unidos a
un grupo cromoforo, alteran la 7 y la intensidad de la absorcion, v.g., - OH, NHs-y :Ci™

« Corrimiento Batocromico - La sefal de absorcion se desplaza a i mayores debido ai
efecto del sustituyente o al disclvente (corrimiento hacia el rojo).

s Corrimiento Hipsocromico.- La sefial de absorcion se desplaza a » mencres debido
al efecto del sustituyente o del disclvente (corrimiento hacia el azul).

» Efecto Hipercromico.- Provoca el incremento en la intensidad de absorcion.

» Efecto Hipocréomico.- Produce el decremento en la intensidad de absorcion.

Las transiciones, n — n* (bandas R) de grupos como el carbonilo o nitro, son
prehibidas. Las bandas tienen una gns menor de 100, Presentan un corrimiento
hipsocréomico at aumentar la polaridad del disolvente. Permanecen en el espectro cuando
se modifica la estructura molecuiar io que introduce bandas adicionales de x corta.
Cuande aparecen bandas adicionales, esta transicion se corre a una A mayor, bere
pueden ser solapadas por bandas mas intensas.

Las bandas de ias transiciones = — =* (bandas K} corresponden a moleculas que
tienen un sistema = conjugado como butadieno u oxido de mesitilo; y a moléculas
aromaticas gue poseen un croméforo como sustituyente. Estas tienen valores de emax >
10,000, Las bandas K de di o polienos conjugados no se afectan con el cambic de la
polaridad del disolvente Las encnas si sufren un corrimiento batocrémico, acompanado
oor un incremento de la intensidad.

Las bandas B, bandas bencenoides. de moléculas aromaticas o hetercarcmaticas,
aparecen en una region entre 230 y 270 nm. Cuando un grupo creméfero esta unido a un
aniilc aromatico las bandas B se observan a & mayores que las bandas K.

Las bandas E (bandas etilénicas) de estructuras arcmaticas. E; y E; del benceno
se observan cerca de 180 y 200 nm. Si el anillo tiene un sustituyente auxocromo, la banda
E, se corre a la regidon del UV cercano, en muchos casos aparece en » mencres de 210

7 hidem.



CAPITULD 3. CARACTERIZACION PECTINAS

nm. En la sustitucion auxocromica, el heteroatomo con un solo par de electrones
compartides con los electrones « del sistema aromatico, facilitan la transicion = — =* v hay
un corrimiento al rojo de |as bandas E. Sus emsy varian entre 2000 y 14G00.

Los espectros uv - visible se determinan en fase vapor ¢ en solucién. Los solventes
transparentes en tode el range de UV son agua y acetonitrilo. Las celdas empleadas son
de cuarzo con un espesor para muestras en fase vapor de 1.0 a 100 mmy de 1.0 a 10.0
cm (V = 3.0 mL) para scluciones.

Cuaiquier sustancia que absorbe luz visible se ve colorida cuando refleja la luz
blanca o cuando ésta se transmite por ella. La sustancia absorbe ciertas & de la luz
blanca. y el ojo humano detecta las longitudes de onda reflejadas.

3.5.2. -ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO'%,

Estudia las interacciones de los sistemas moleculares con la radiacion de la regién del
infrarrojo (IR), en un intervalo de 0 desde 14,290 a 200 cm™'. Este intervalo se clasifica en:
IR cercano (14,290 a 4000 cm™), IR medio (4000 a 700 cm‘1) e IR lejano (700 a 200 cm™').

El espectro IR es caracteristico de toda la molécula, pere ciertos grupos de atomos
dan origen a bandas caracteristicas a ciertas frecuencnas, que permiten obtener
informacion acerca de la composicién de la molécula. Cuando las moléculas absorben
radiacion en el rango de 10,000 a 100 cm’' la convierten en energia de vibracion
molecular y el espectro vibracional aparece como bandas porque un cambio de energia
vibracional esta acompanada por varios cambios de energia rotacional. La v o & de
absorcion depende de las masas relativas de los atomos, de las constantes de fuerza de
los enlaces y de la geometria de los atomos. Existen dos tipos de vibracién molecular:
estiramiento y pliegue o flexidn. Solamente las vibraciones que dan como resultado un
cambio en el momento dipolar de la molécula se observan en el IR,

La posicion de las bandas en los espectros IR se indica come {t nimero de onda
cuya unidad es cm™. Los espectros lineales en 4 y en % tienen diferente apariencia. La
intensidad de las bandas se expresaen T ¢ A, y se indican con las literales s para bandas

intensas, m para medias y w para débiles.

Una molécula tiene tantos grados de libertad come el total de grados de libertad de
sus atomos. Cada atomo tiene 3 grados de libertad correspondientes a las coordenadas
Cartesianas (x, y, z) necesarias para describir su posicion relativa. Una molécula de n
atomos tiene 3n grades de libertad. Para moléculas no lineales, 3 grados libertad
describen la rotacién y 3 describen la translacién: quedando 3n - 6 grados de fibertad
vibracional o vibraciones fundamentales. Para moléculas lineales se tiene 3n - 5 grados
de libertad vibracional, ya que scle 2 grados de libertad describen la rotacion.

"2 Silverstein, R. M., Bassler, G. C and Morrill, T. Spectrometric Identification of Organic Compounds. 15 Ed. John
Wiley and Sons, INC. pp. 91 - 102, USA (1891).
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El nimero tedrico de vibracicnes fundamentales, nc aparece siempre en e
espectiro porgue la combinacion de tones y sobretonos incrementan el ndmero de bandas,
existen ofros fenémenos que reducen su ndmero, como cuando:

1. Las frecuencias fundamentales producidas caen fuera de ia region 4000 - 400 cm”

Las bandas fundamentales producidas son debiles.

Las vibraciones fundamentales se fusionan cuando estan muy cercanas.

El fendmeno de degeneracion de las bandas ccurre debido a que existen moléculas
altamente simétricas que presentan varias absorciones a la misma frecuencia.

E! momente dipolo molecuiar no cambia.

e

jS2

Existen varios instrumentos en los que se pueden determinar los espectros (R, antre tos
cuales estan el Espectrofotémetro IR de doble haz el cual consiste de 5 secciones
principales: fuente de radiacion, area de muestra, fotémetro,- monocromador y detector v
el Espectrofotometro de IR de Transfoermada de Fourier.

3.5.2.1. - ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO DE TRANSFORMADA DE
FOURIER'®,

Para medir de una sola vez un espectro completo se emplea un sistema de fotodicdes

(termopares) o un dispositivo acoplado a la carga. E! espectro se dispersa en las » que lo

componen, y cada banda pequefia de % se dirige hacia un detecter. Para la regidn del

infrarrojo, el método méas importante y ampliamente usado para obtener de inmediate el

espectro completo es la espectroscopia de Transformada de Fourier (TF).

Ei analisis de Fourier es un procedimiento por el cual una curva dada se
descompone en una suma de términos senc y cosenc, llamada serie de Fourier. £
analisis de Fourier es una forma de descomponer una curva en las » gue la constituyen,
ha sido muy desarrollada y tiene numerosas ventajas. entre las cuales tenemas:
¢ No emplea menocromador.

s E!rango integro de radiacion pasa a través de ia muestra simultaneamente.

» Ahorra mucho tiempo.

» Tiene gran resolucion <0.001 cm™

s Ademas, los datos experimentan una conversién de analdgica a digital.

» Los resultados de IR se obtienen con rapidez y se tratan faciimente.

« Las sefales dei espectro son resultado del promedio de varias medidas combinadas.
s Se obtienen espectros excelentes con cantidades muy pequefias de muestra.

s Se emplea acoplado a sistemas de separacidén como el CG y el HPLC.

» Se obtiene espectros lineales tanto en unidades de 0 o de % con los mismes datos.

La parte mas importante del equipo es el interferémetro. En éste, la fuente produce
un haz estrecho de radiacién monocromatica y el divisor de haz refieja la mitad de la
radiacidn y transmite la otra mitad. Cuanda la radiacion incide en el divisor en el unto Q,
una parte se refieja hacia un espejo fijo situado a una distancia OF y la otra se transmite a
un espejo mévil a una distancia OM. Los rayos reflejados por los espejos regresan hacia
e! divisor de haz, donde una mitad de cada rayo se transmite y la otra se refleja. Un rayc
recombinado se dirige al detector v otre regresa a la fuente. Los trayectos OM y OF ne

% Marris D Anallsiz Quimics Cuantitative. Grups Editoriai [bercamericano. pp. 495 - 508, México {1982},
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son iguaies, por lo gue las dos ondas que ilegan al detector no estan en fase. Si las dos
ondas estan en fase interferiran de manera constructiva para formar una onda cuya
amplitud es 2 veces las amplitudes iniciales. Si las fases de las ondas difieren en 1/2 %
(180°%), habra interferencia destructiva, vy las ondas se cancelan. Para cualquier valor
intermedic de la diferencia de fase, habra una cancelacidn parcial. Si un espejo se aleja
del diviser de haz a velocidad constante, la iuz que emerge hacia el detector pasa por una
secuencia uniforme de maximos y minimos a medida que la interferencia se alterna entre
fases constructivas y destructivas, produciendo un interferograma. Este es la grafica de Ia
intensidad de iuz emergente en funcién del retardo & (diferencia de longitud de trayectoria
gue siguen las dos ondas en el interferometro; 2(OM — OF)).

Ccurre interferencia constructiva maxima cuando 3 es un miuitiplo entero de la & de
la radiacidén y cuando & es multiplo de 1/2 L es minima. Si la luz de ta fuente es
monocromatica. el interferograma es una onda coseno: | (8) = B(0) cos (2nd/i) = B({) cos
(2 U 8);en donde | () es la intensidad de la radiacion que llega al detector vy ¢ es su
ndmero de onda. B () es una constante en ia que se consideran la intensidad de la fuente
de luz, la eficiencia de! divisor de haz y la respuesta del detector, estcs factores dependen
de {i. Si la radiacion es monocromatica solo se tiene un valor de a.

En un espectrofciometro de TR, la muestra se coloca entre la salida del
interferometro y el detector. Como ésta absorbe ciertas i de radiacion, el interferograma
comprende el espectro de la fuente menos el de la muestra. 1° se registra un
interferograma de una referencia (celda y solvente), y lo transforma en un espectro. 2° se
registra y se transforma en espectro el interfferograma de una muestra en el mismo
disoivente y celda. El cociente del 2° / 1° es el espectro de infrarroje de la muestra. E|
interferograma se registra a intervalos discretos. La resolucidon del espectro es
aproximada a 1/a cm”, donde A es el retardo méximo. El divisor de haz y e! detector
imponen una fimitacion fisica sobre el intervalo de % la fuente. Bl instrumento no puede
responder a una k que absorbe el divisor de haz a la cual e! detector no responde. El
divisor de haz para la regién del infrarrojo 4000 a 400 cm™ es una pelicula de germanio
depositada por evaporacion en una placa de KBr. Para & mas grandes o A &t < 400 cm™ se
usa una pelicula de Mylar, (polimero organico).

Para controlar el intervalo de muestreo del interferograma, se hace pasar un rayc
laser visible monocromatico junto con la radiacién infrarroja policromatica. Este produce
una interferencia destructiva siempre que el & sea un multiplo %4 2 de! laser. Estos valores
nulos de la sefial del laser, se observan con un detector de radiacion visible v se usan
para tomar un punto experimental de un interferograma de infrarrojo en cada 2° punto
nuio del interfercegrama de iuz. La precisidn con que se conoce la v del laser da una
exactitud de 0.01cm™ en el especiro de infrarrojo. E! interferograma completo se registra
en segundos y se almacena en memoria. La calidad del espectro aumenta registrando
gran cantidad de interferogramas y promediandolos antes de hacer el caiculo de la
transformada.

Es muy importante estimar el nivel de ruido del equipo. Una forma simple de
hacerlo es midiendo la amplitud maxima del ruide en una zona libre de sefial. AUna medida
mas precisa del ruido es el ruide cuadratico medic (rmc). rmc = (14 hz - Al J11™? (N0 - B
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d7)? En donde: % (2.) es el ruidc a la longitud de onda 7, I es el ruido promedic y la
integracion se efectia entre )1 y .. Para medir el rmc se digitalizan los datos espectrales,
para que los calculos se realicen por computadora.

Como el rujdo es aleatoric y puede ser positive o negativo en cualquier punto del
espectre, si se suman n espectros, la amplitud del ruido se incrementa en forma
proporcional a vn (raiz cuadrada de n). Al promediar los espectros, la relacion sefial -
ruido mejora en \n.

3.5.3. - RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR.

La espectrofotometria de resonancia magnética nuclear (RMN) es otra forma de
espectrometria de absorcion. Bajo condiciones apropiadas de un campo magnético By,
una muestra puede absorber radiacion electromagnética en la regidn de radiofrecuencia,
en v determinadas. Esta absorcion esta en funcion de los nicleos de las molecuias, asi
tenemos RMN 'H, de '°C, y otros niicleos a los que se suministra un cuanto de energia hv
para efectuar una transicién nuclear entre diversos niveles de energia. Ei especiro es una
grafica de las v de absorcion contra la intensidad de los picos. Junio con las otras
espectroscopias ta RMN es una herramienta indispensable en ia identificacion y

5 o :

caracterizacion de compuestos organicos, inorganice

Todo nucieo lieva una carga. En alguncs nicleos ésta gira sobre el eje nuclear
generando un dipolo magnético a través del eje. El momento angular de la carga girando
se describe en términos de nimero de espin (1), con valores de O, 1/2, 1, 3/2 y asi
sucesivamente. La magnitud intrinseca del dipolo generado se expresa en términos del p
{momento magnético nuclear), | se determina a partir de la masa atomica y de nimero
atemico. Varios nicleos tienen | = 1/2 y una distribucion de carga esférica uniforme. De
ellos, los mas usados en RMN son el 'H y el °C. Los nlcleos que tienen un | = 1 0
mayores tienen una distribucion de carga no esférica descrita por un momento eléctrico
cuadrupclar, el cual, afecta el tiempo de relajacion y el acoplamiento con el nucleo vecino.

En términos de la mecanica cuantica, | determina el numero de orientaciones que
un nucieo puede asumir en un By uniforme externo de acuerdo con la siguiente relacion:
21 + 1. Como el protén tiene | = 1/2; entonces hay 2 niveles de energia y un ligero exceso
de poblacién en el estado de mas baja energia, de acuerdo al siguiente diagrama:

-1/2

1t

E ‘|‘ Espin
|

= 1/2

+1/2

u

Espin

Bo
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La ecuacion fundamental en RMN gue relaciona la radiofrecuencia con la induccién
magnética del campo magnético es: v=yBgf2n

La constante v o constante giromagnética, es una constante nuclear fundamental
refacionada con el 1y el | de acuerdo a la ecuacion: y=2np/hl

El problema es como transferir ia energia electromagnética de radiofrecuencia a los
'H alineades en un By y como medir la energia absorbida por el 'H para llegar al estado
espin de alla energia. Esto se explica mejor en términos de la mecanica clasica, si
visualizamos al 'H girando en un B externo con su eje magnetico precesando alrededor
del eie del By externo en la misma forma gue un trompo precesa bajo la influencia de la
gravedad como se muestra en la figura:

RN Orbita precesional

Dipoio magnético nuclear

Protdn girando

La velocidad angular precesional (frecuencia de Larmor wg) se determina por: og = v Bo.
Reestructurando la ecuacion fundamental tenemos: v Bg = 2nv, entonces: g = 27V,
El fenomena en general se explica con procesos de relajacion durante la precesion,
ya sea espin - espin o relajacion transversa o bien proceso de relajacion longitudinal ¢ red
de espin. La relajacién se caracteriza por una transferencia de energia desde un nicleo a
otro. Los equipos modernos trabajan con la técnica de pulsos y regulan el t de relajacion.

3.5.3.1. - INSTRUMENTACION Y MANEJO DE LAS MUESTRAS.

Los primeros espectrémetros usaban imanes permanentes ¢ electroimanes con campos
de 1.41, 1.87, 2.20 o 2.35 Teslas que corresponden a 60, 80, 90 o 100 MHz. Para tener
mayor resolucion y sensibilidad se construyeron instrumentos de 200 hasta 750 MHz. Los
instrumentos arriba de los 100 MHz operan con imanes superconductores sgbre helio frio
(solenoides) y la técnica de pulsos de FT y tienen estabilidad y homogeneidad en los
campos de frecuencia y magnéticc apiicados.

La muestra, en un disolvente deuterado en un tubo de 5.0 mm, se coloca en una
sonda gue contiene los espirales radiotransmisor y receptor, y un mecanismo para girar ¢!
tubo sobre su propic eje vertical para que se promedien las inhorngeneidades externas.
L as cantidades de muestra usadas dependen del equipo: 60 MHz: 5 - 20 mg/0.4 mL de

soivente. 500 MHz: baio condiciones favorables es posibie usar 1.0 ng o menocs de un
compuesto de peso molecular medio.
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Los espectros obtenidos por barrido de onda continua o por pulsos de T de Fourier,
muestran una serie de picos cuyas areas son proporcionales al nimero de nucleos gue
representan. Las areas de las sefiales se miden con un integrador electronico que traza
una serie de pasos con alturas proporcionales a las areas de éstas. La cantidad de *Ho
de otros nicleos determinados por la integracion se emplea para confirmar las formuias
moleculares, para detectar picos ocultos, para determinar la pureza de la muestra y
realizar un andlisis cuantitativo. Las posiciones de las sefiales o corrimientos guirnicos {(3)
se miden en unidades de frecuencia con respecto a una sefiai de referencia.

E! disolvente ideal no debe contener 'H, debe ser inerte, no polar, de bajo punto de
ebullicién y econémico como CCls y se emplea en equipos de barrido. Para instrumentos
gue trabajan la técnica de pulsos se usan disolventes deuterados, como CDCl; y si
contiene impurezas de 'H aparecen en § 7.24, rara vez éstas interfieren seriamente.

La deformacion en las sefiales se observan como resultado de Bg,de rotaciones del
tubo de la muestra no homogéneos y presencia de trazas de impurezas ferromagnéticas;
generalmente son bandas dispuestas simétricamente en ambos lados del pico de
absorcidn principal, otra forma de reconocer éstas es ver que su separacién de la senal
principal es igual a la velocidad de giro. :

3.5.3.2. - DESPLAZAMIENTO QuUIiMICO.

De fa interaccion de la energia de radiofrecuencia y un By fuerte sobre un 'H debe
obtenerse solamente una sefal. Sin embargo, fos nticleos estan protegidos por su nube
de electrones, cuya densidad varia de acuerdo con sus ambientes quimico y magnético.
Esta variacion da como resultado el corrimiento de las posiciones de las diferentes
absorciones dentro de un rango de alrededor de 750 Hz en un campo magnético de 60
MHz o alrededor de 3750 Mz en un campo de 300 MHz.

Los electrones baijo la influencia de un B¢ circulan y generan a su vez su propio B
opuesto ai campo aplicado de acuerdo a la regla de la mano derecha ofreciendo un efecto
de proteccion. En el caso de materiales con un electrén desapareado, el paramagnetismo
ascciado con el giro neto del electron, predomina sobre el diamagnetismo de los
electrones apareados circulantes. La proteccion diamagnética del nucleo por sus
electrones circulantes se representa en la siguiente figura:

iudeo
o .—v Electrones circulantes
Bo \Lineas magnéticas de fuerza

El grado de proteccion de un "H por un atomo de C depende del efecto inductivo de
los grupos unidos a él. La diferencia en la posicion de la absorcion de un *H particular de
la posicién de la abscrcion de un 'H de referencia se denomina corrimiento quimico del "H
particular. Los 'H con diferentes ambientes quimicos tienen diferentes corrimientos
guimices y 'H con el mismo ambiente quimico tienen el mismo corrimiento quimico.
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Para establecer la escala de corrimiento quimice se usa como referencia el
tetrametil sitano (TMS) que es quimicamente inerte, la molécula es simétrica, s volatil {p.
eb. 27°) y soluble en la mayaria de los disolventes organices, muestra un sclo pico de
absorcidon agudo y absorbe a campos mas altos que todos Ios 'H de compuestos
organicos. En soluciones acuosas o de dxido de deuterio, el TMS se usa como referencia
externa en un capilar concéntrico. El 2,2-dimetil-2silapentanc-5-sulfonato de sodio (DSS),
el acetonitrilo y el dioxano se usan como referencia interna en soluciones acuosas.

El corrimiento quimico es adimensional, independiente de ia v aplicada. Cuando el
corrimiente quimico se da en Hz si debe especificarse la v aplicada. Se tienen 2 escalas
para medir el corrimiento quimico: una escala § que se expresan en ppm y asigna a la
sefial del TMS el valor 0.0 Hz y la coloca en el extrema derecho de la escala y se emplea
universalmente. Otra describe el corrimiento quimico en términos de 1y asigna el valor de
10.00 para TMS. Rara vez se encuentran corrimientos en campos mas altos que TMS. Ei
corrimiento quimico en Hz es directamente proporcional a la intensidad B, a la v aplicada
y a la proteccion diamagnética inducida por By. Cuando se incrementa el B aplicado, en
el espectro se incrementan la separacion de sefales. El By incrementa hacia la derecha.

La electronegatividad indica cual es la densidad electronica airededor de los'H,
para TMS es alta y por lo tanto esos'H, estan muy protegidos y sus picos aparecen en
campos aitos o extremo derecho de la escala. Se hacen buenas estimaciones de Ios
corrimientos quimicos usando los conceptos de electronegatividad y de la acidez de los
'H. Hay excepciones que pueden explicarse por medio de fos conceptos de proteccion,
desproteccion y el de anisotropia, asi como el efecto de desproteccion del anilio
bencénico. Hay varias tablas que indican los diferentes corrimientos quimicos.

3.5.3.3. - PATRONES DE ACOPLAMIENTO ESPIN - ESPIN.

Debe considerarse un fendmeno adicional, el acoplamiento de espin, éste es un
acoplamiento indirecto de los espines de los 'H por medio de la intervencion de los
enlaces electronicos. Es decir, el espin del 'H influye en los espines de los pares
electrénicos que forman los enlaces, estos espines a su vez afectaran a los espines de
otros electrones que forman otro enlace, y asi sucesivamente. Estos acoplamientos no
son importantes mas alld de 3 enlaces excepto en sistemas de anillos o puentes, o
enlaces delocalizados como en sistemas aromaticos y no saturados.

Si suponemos gue dos "H vecinos tienen ambientes quimicos muy diferentes como
los del compuesto:
CR CRj;
! |
RO-CH-CH-CR;

Cada 'H dara una sefial a § diferentes y la absorcién estara separada, pero como
el espin de cada 'H esta afectado ligeramente por las dos orientaciones del otro 'H a
través de los electrones que intervienen, asi que cada absorcion aparece como un
doblete. La diferencia de v entre los picos del doblete es proporcional a la efectividad del
acoplamiento que se denota como constante de acoplamiento, J, la cual es independiente
del campo magnético aplicado y su valor se afecta por el cambio de disolvente. La
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diferencia en el corrimiento quimico entre los dos dobletes es mucho mayor que ia J.
Cuando la diferencia entre el corrimiente quimico es cero, los picos medios coalescen,
esto quiere decir que fos 'H son equivalentes. Los 'H son equivalentes cuande sus
espines se acoplan. y no se ohserva separacién en las sefiales. El corrimiento gquimico
depende del tipo de disolvente empleado; no depende del acoplamiento de espin.

El patron de separacidén simple que se produce por el acoplamiento de 'H que
tienen corrimientos quimicos muy diferentes se denomina patrén de separacién ¢ patrén
de acoplamiento espin - espin de primer orden que al igual que la multiplicidad se
interpretan usando las siguientes reglas:

1. Ei nGmero de seiiales y su ubicacién en la absorcién de un 'H estan determinadas por
los "H vecinos. La formula general que incluye a todos los nlcleos para determinar el
numero de sefiales es: 2nf + 1, en donde | es el nimere de espin del nlcleo.

2. La intensidad reiativa de los picos de un multiplete también depende de n, de acuerdo a
la formula general (a + b)", que describe el triangulo de Pascal, en el cual n es el
numero de 'H equivalentes acoplados.

3. Nucleos de un grupo equivalente que no interaccionan entre si, dan una sefal simple.

4. Sj hay mas de dos grupos no equivalentes interaccionando, la muitipiicidad de uno de
ellos, sera (2nl + 1) (2n'l + 1), en donde n, n’ ..., representan el nimero de nlclecs de
espin equivalente que interaccionan.

La RMN tiene muchas aplicaciones cuantitativas en andlisis de mezcias de isomeros
cis - trans, andlisis de mezcias isoméricas y racémicas, analisis de medicamentos,
determinacion de curvas de equilibrio vapor liquido, determinacion de caracteristicas
moleculares, como el peso molecular, equilibrios intra e intermoleculares, determinacion
de velocidades de reaccion, analisis conformacional y estructural, entre ofras.

3.5.4. - ESPECTROSCOPIA ATOMICA™,

En la espectroscopia atémica, tas muestras se vaporizan a temperaturas muy altas y [as
concentraciones de &tomos seleccionados se determinan midiende la absorcion o la
emision en sus . caracteristicas. Sus ventajas son alta sensibilidad, facilidad de analizar
muchas muestras y determina concentraciones de analito en ppm y hasta en ppb. Las
muestras muy concentradas, se diluyen. Raras veces su precision es mayor a 1 0 2 %.
Sus espectros son graficas de fineas muy estrechas, que ofrecen poca superposicion vy
provienen de transiciones entre estados electrénicos de los atomos. Cada elemento tiene
su espectro caracteristico.

3.56.4.1. - ABSORCION, EMISION Y FLUORESCENCIA.

L a espectroscopia atémica es de tres clases: de absorcion, de emision y de fluorescencia.
En la absorcion los atomos ahsarben parte de la luz de la fuente, fa luz no absorbida es la
que se detecta. La emision proviene de atomos que se encuentran en estado excitado por
la elevada energia térmica de flamas y emiten fotones para alcanzar su estado basal.
Para la fluorescencia el atomo debe excitarse primero por absorcion de radiacidon. El

"% Harris D. Andlisis Quimico Cuantitative. Grupo Editorial Iberoarericanc. pp. 495 — 908, México (1992). Skoog D. A. Y
West D. M. Quimica Analitica. 4 Ed. pp. 440 - 509, Méxice {1688).
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atomo puede emitir fa misma % que absorbid, o bien puede caer a otros estades y emitir
otras. El equipo de fluorescencia, mil veces mas sensible, no se uliliza todavia,

A continuacién se muestran los esquemas de la absorcidn, la emision y la
flucrescencia atomicas:

Estados —_———— - o
excitados = — 4+ R R H‘T_‘_ir
i

| ! )
I
| 1

Estado = —— ‘L.L.JL

basal Transicion Transicion . Transicion
par absorcidn por emision por fluorescencia
atdmica atomica atomica

En equipos de absoicién la muestra liquida se aspira hacia la flama con
temperatura de 2000 a 3000 K. El trayecto éptico de la flama sueie ser de 10 cm. Para
medir {a absorbancia de luz producida por diversos atomos, ia fuente de radiacion utiliza
un catodo diferente que emite luz con las frecuencias caracteristicas de éstos.

En la emisidn no se necesita una fuente de iuz. Algunos de los atomos en la flama
se excitan por colision y emiten su radiacion caracteristica al regresar a su estado basal.
La intensidad de la emisian de un elemento a una A caracteristica es proporcional a su
concentracion en la muestra. En la emision atémica es fundamental que fa flama sea muy
estable, para evitar que la intensidad de la emision varie significativamente. En absorcidn,
la variacion de la temperatura de la flama no es tan critica. En ambas espectroscopias se
usan curvas de calibracion para relacionar correctamente la sefal y la concentracion.

3.5.4.2. - ATOMIZACION: FLAMAS, HORNOS Y PLASMAS'™".

La diferencia esencial entre la espectroscopia atémica y la ordinaria es gue la muestra se
atomiza con una flama, con un horno calentado eléctricamente, o con un plasma de
radiofrecuencia. La sensibilidad y los efectos de interferencia en ella dependen del
meétodo de calentamiento.

El método de emision atémica con fuente de plasma de acoplamiento inductivo, se
usa para determinar e! contenido de elementos inorganicos. Se comercializé a mediados
de los 70. Por definicién, un plasma es una mezcla gaseosa conductora que contiene una
concentracién significativa de cationes y electrones. En el plasma de argén que se emplea
para los andlisis de emision, ios iones de argon y los electrones son las principales
especies conductoras, junto con los cationes de ia muestra. Cuando los iones de argon,
se constituyen en un plasma, absorben suficiente energia de una fuente externa para
mantener la temperatura adecuada para que se produzcan nuevas ionizaciones que
conserven el plasma indefinidamente; se alcanzan 10,000 K. La emisién de plasma de Ar

13 idem 138.
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usa 3 fuentes de energia: una de corriente eléctrica continua, gue mantiene una corriente
de varios amperes entre los electrodos sumergidos en el plasma. La 2% y 3%, son potentes
generadores de radiofrecuencia y de microondas vy a través de elios fluye Ar. La fuente de
radiofrecuencia o plasma acoplade por induccién (ICP), ofrece ventajas en cuanto su
temperatura, sensibilidad y gran estabilidad que elimina muchas interferencias y fuantes
de error. Su desventaja es el alto costo de adquisicién y de operacion.

La fuente de ICP o antorcha consiste en 3 tubos concéntricos de cuarzo, a traves
de elios fluye una corriente de Ar de aita pureza a una velocidad entre 11y 17 L/min. El
diametro del tubo mayor es 2.5 cm aprox. Una bobina de induccion rodea la parte superior
del tubo con dos espiras refrigerada por agua alimentada por un generador de
radiofrecuencia capaz de producir una energia de 2 kW a unos 27 MHz. La ionizacion del
flujo de Ar, se inicia por una chispa de una bobina Tesla. Los iones y sus electrones
asociados, interaccionan con el B fluctuante, producido por la bobina de induccion,
haciendo que fluyan en las trayectorias circulares cerradas dentro de ésta. Los iones
acelerados transfieren energia a todo el gas mediante colisiones entre los atomos. Una
vez iniciado e! proceso los iones absorben del campo eléctrico la energia suficiente para
mantener el plasma a temperatura de 6,000 a 10,000 K. Es tai ei calor que la antorcha de
cuarzo debe enfriarse con un flujo de Ar que fluye alrededor dei borde externo de la
antorcha. El flujo tangencial enfria las paredes internas del tubc central y centra el plasma
en posicién radial.

Cubierta de cuarzo

Bobina de carga
de radiofrecuencia
con dos espiras

Tubo capilar de
inyeccién

Tubo del plasma

Tubo deal enfriante

Tebo de introduccicn
de la muestra

Entrada del

gas enfriante

Entrada deot
gas del plasma

Entradga de la muestra
nebulizada {(asrosol)

Figura 21-10

Diagrama de una antorcha para plasma de acoplamiento in-
ductivo. [R. N. Savage ¥y G. M. Hieftje, Anal. Chernt., 51,
408 (1979).]

En la siguiente figura se presenta un corte iongitudinal de la antorcha de un ICP.
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g K Temperatura (K}
R AT R {2 10%)
. g i\
g wp | 200
CE k| d \ e § 500
B AT 8000
® o e {estimaday
‘§ K g'_;‘%f‘%so'oaa
. Muestra en aerosol

_ st de un plasma de scoplamienio induct-
... v tipico:usadosen espectroscopia analitica. [V. A. Fassel,

 Anal. Chem.. 51, 1390A (1979)]

L os iones observados en la flama cuando se utiliza una muestra acuosa son Ar ™, O
AT H,O ' También se analiza el plasma por espectrometria de masa, éste es mas
sensible gue el realizado por emision atomica. La mezcla se introduce en el plasma
mediante un nebulizador. Un nebulizador ultrasénico reduce la concentracién de analito
hasta en 10 a 20 veces. La muestra se coloca en un cristal piezoeléctrico gque oscila a una
frecuencia de 1.0 MHz, generando un aerosol muy fino, transportado por una corriente de
Ar hasta la flama de plasma como una fina nube seca. Como no se consume energia de
la flama en evaporar el solvente, se tiene mas energia disponible para la atomizacion. La
temperatura determina el grado de atomizacion de una muestra y la magnitud en que un
atomo se encuentre en sus estados basal, excitado o ionizado.

3.3.4.3. - DISTRIBUCION DE BOLTZMANN.

Si existe equilibrio térmico (por encima del cono azul de la flama), las poblaciones
relativas de dos niveles de energia dados se definen por: N*/Ng = g*/ge e “**", N es la
poblacidn de cada estado, T la temperatura en Kelvin y k es la constante de Boltzmann.

E} plasma tiene un perfil de temperatura mas uniforme gue produce intensidades de
ermnisién mas reproducibles. Un plasma tipico, tiene un nicleo no transparente de color
blanco brillante muy intenso, que termina en una cola en forma de llama, se extiende
algunos milimetros por encima del tubo y esta formado por una emision continua a la que
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se superpone el espectro atémico del Ar. La fuente de emision continua procede de la
recombinacion del Ar y otros jones con los electrones. En 10 a 3¢ mm por encima dei
nicleo, la emisidn continua se extingue y el plasma es Opticamente transparente. Las
observaciones se hacen a una altura de 15 a 20 mm, por encima de la bobina de
induccion, el tiempo de residencia de los atomos aproximado de 2 ms. En esta regién del
plasma, muchas de las lineas més sensibles del analito proceden de iones como Ca’,
ca*. Cd', Cr** y Mn%. Los tiempos y temperaturas de atomizacion son 2 o 3 veces
mayores a los correspondientes a las ilamas de combustion mas calientes (acetileno -
éxide nitroso) por ello ésta es mas completa y las interferencias quimicas por ionizacién
son menores o nulas, porgue la gran concentracion de electrones de la ionizacion del Ar
reprime la ionizacion de los componentes de la muestra.

La atomnizacién ocurre en un medio guimicamente inerte, aumentando el tiempo de
vida del analito, la temperatura de la seccidn transversal del plasma es uniforme por o]
que no se producen efectos de autoabsorcién y autoinversidn y proporcionan datos
analiticos cuantitativos mejores que las otras fuentes de emisidn, la calidad de estos
resultados, se debe a su alta estabilidad, menor ruido, baja sefial de fondo y ausencia de
interferencias de las fuentes cuando operan en condiciones experimentales adecuadas.
Los limites de deteccion son comparables o incluso mejores que otros procedimientos.
las curvas de calibraciéon tienden a ser lineales dentro de varios ordenes de
concentracion.

3.5.5. - REOLOGIA'.

La reologia, es parte de fa mecanica, estudia la deformacion y el flujo de los materiales bajo
la influencia de fuerzas externas aplicadas a ellos; los sdiidos y los liquidos pueden
someterse a diferentes tipos de fuerzas. La reclogia es la ciencia dei flujo (del griego peos -
rheos - ric). La reclogia explica los siguientes fenémenes: el comportamiento cuando caen
al suelo agua, plastilina o una bola de acero, que pelotas de diferentes materiales en una
columna de agua dentro de un tubo de vidrio fioten o se hundan bajo cierta presidn, el
trabajo diferente que tenemos que hacer al agitar diferentes sustancias con varillas, el bote
diferente de sustancias diferentes, sélidas o fluidos dependiendo de la duracion de su
resistencia, la forma como fluye una crema al aplicaria en la piel, etc.

Ei comportamiento de flujc o de tensidn o esfuerze de una sustancia depende de:
la temperatura, ef tipo de fuerza aplicads, la cantidad de fuerza, la duracién de ia fuerza,
el tipo de resistencia, los valores de pH, la concentracion vy la intensidad de campos
magnético o eléctrico. Las sustancias desde el punto de vista reoldgico pueden ser
viscosas, elasticas y viscoelasticas y los fenémencs a los que se puede someter una
sustancia son rotatorios y oscilatorios.

Para fendmenos rotatorios el compartamiento de fiujo de sustancias viscosas, se
explica por el modelo de 2 platos: el plato superior con una superficie A (mz) se mueve por
accién de una fuerza F (N) con una velocidad v (ms™). Ef plato inferior esta fijo. Entre
ambas platos existe una superficie de sustancia con una altura h (m), ia cual esta

2 Gaspar Rosas Absl. Short Course in Rheology. Paar Physica. USA (1981).
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adherida a ambos platos y se rompe o es cizailada. Para obtener medidas reolégicas
deben establecerse un conjunto de flujos laminares, no turbulentos. Las pruebas de
cizalla o rompimiento deben hacerse en un viscosimetros rotatorio.

A continuacion se ilustra el modelo de 2 platos:

7 v
i
F

vy |, D) ;

Las propiedades recldgicas que se determinan a las sustancias son:
A) El esfuerzo cortante: 1=F A" = Pa= [N][m?]
B) Veiocidad de cizalia o velocidad de rompimiento: y o D=vh'=][s"]
C) Viscosidad. Existen dos tipos de viscosidad, la dinamica (n) y la cinematica (v) se mide
can viscosimetros capilares: n = 1 D' = [Pas]; 1Poise = 100 [mPas}y v = not = Ml =
10°® [mm?] [s7']= 10° ¢St (centi stokes).

El comportamiento de fiujo de una muestra, respecto al esfuerze o carga, se
representa por curvas de flujo y curvas de viscosidad. En las curvas de flujo se muestra la
relacidn entre el esfuerzo cortante t y la velocidad de cizalla D. En las curvas de
viscosidad, ia viscosidad obtenida de la curva de flujo y la velocidad de cizalla. Existen
cuatro tipos de comportamiento de los fluidos de acuerdo a la resistencia: Newtonianc,
pseudopiastico, dilatante v plastico.

» Comportamiento Newtonianc, la viscosidad de estas sustancias, idealmente
viscosas. no depende de la carga, peso o resistencia. Su ecuacion es: T = nb.
Ejemplos: el agua, aceite mineral, solventes, betln, plasma sanguineo.

« Comportamiento Pseudopidstico. La viscosidad de estas sustancias depende
inversamente de la masa y de D. Ei valor de la viscosidad no es constante, se
denomina viscosidad aparente. Ei esfuerzo cortante es exponencial a la velocidad de
cizalla. Ejemplos: soluciones de polimeros, polimeros fundidos, pinturas, barnices,
champu, cola, aceite comestible. Los modelos matematicos son 2. Modelo de Ostwald:
=m. D" (con p<1) y Modelo de Stigery Ory: D=at + e,

o Comportamiento Dilatante. La viscosidad varia en proporcion directa a ia masa y
parabdlicamente a D. El modelo Ostwald: = = m. D” (p>1). Ejemplos: dispersiones
attamente concentradas de almidén, arena himeda, ciertas soluciones surfactantes,
algunas suspenciones ceramicas.

« Comportamiento Plastico, punto de fluidez (yield point). Es el valor maximeo de
esfuerzo cortante cuando la velocidad de rompimiento es de O s’ Materiales con un
punto de fluidez son sustancia que solamente, empiezan a fluir cuando se les aplica
una fuerza externa tan grande que las fuerzas estructurales actian en el materiai.

56



CARITULO 3. CARACTERIZACION PECTINAS

Debajo de este punto el comportamiento del material es plastico, por ejemplc materiai
sélido que no se deforma La prusba de la varilla es un experimento para determinar el
punto de fluidez: consiste en infroducir en dos diferentes sustancias unas pequsnas
varillas y observar su movimiento: 1. si la varilla permanece vertical, hay punto de
fluidez, 2. si ta varilla se cae o inclina, no hay punto de fluidez (pero puede existir una
viscosidad muy alta). Se aplican las siguientes reglas: 12 si Fex < Fin, 1@ sustancia no
fluye; 22 si Fex = Fin, la sustancia fiuye. Ejemplos: pasta dental, muchas salsas de
tomate, pasta de PVC, dispersion de pinturas, suspensiones de cerdmica, tintas
tipograficas, lapices labiales, cremas, chocolate fundide, mantequilla, pastas
conductoras. Los modelos matematicos son: a) Modele de Bingham: 1 = fz + ng.D, fz es
el punto de fluidez y se determina en ia grafica como la interseccion con el gje 1y ng €s
la viscosidad de Bingham. b) Modelo de Casson: vt = Vfc + Vne.D; fc es el punto de
fluidez de acuerdo a Casson y mc es la viscosidad de Casson. ¢) Modelo de Herschel y
Bulkley: © = fy + m.D"; fy es el punto de fluidez, para material pseudoplastico p < 1y
para sustancias dilatantes p > 1.

Cuando estudiamos el comportamiento del fluido con respecto al tiempo tenemos dos
tipos: tixotrépico y reopéctico

El comportamiento tixotropico degrada la estructura de la sustancia durante la fase
de aplicacién de la fuerza causando reduccion de la dureza. Durante la fase de relieve se
recupera la estiuctura original. Este proceso es reversible. La tixotropia se determina
solamente bajo una fuerza o carga constante. Si una sustancia no restituye su estructura
original después de un largo tiempo, esto se denomina “falsa tixotropia”. Ejemplos: las

geles, pastas, cremas, barnices, sangre, saisas de tomate, etc.

El comportamiento reopéctico significa la construccion de una superestructura en ta
sustancia durante la fase de aplicacion de la fuerza y asi causa un incremento de dureza.
Duranie ia fase de relieve esta superestructura se degrada completamente. Este procesc
es reversible. La reopexia describe el comportamiento del flujo dependiende del tiempo
bajo una carga o fuerza constante. Este comportamiento es raro de encontrar. Ejemplos:
dispersiones de latex, suspensiones cerdmicas y soluciones tensoactivas.

3.5.5.1. - EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LOS FLUIDOS.

[ a viscosidad de una muestra depende de la temperatura, en la mayoria de los cascs la
dureza se reduce si aumenta ésta. Es necesario especificar la temperatura en cada
medida, porque es uno de los parametros de prueba en los experimentos reolégicos y son
muy importantes los métodos usados para controlar la temperatura en las muestras. En
general la viscosidad varia de manera inversa respecto a la temperatura.

También existen modelos matematicos para describir el comportamiento de
sustancias eiasticas y viscoelasticas.

3.5.5.2. - REOMETRIA.

La reometria describe métodos de medida e instrumentos gue registran los datos
reclégicos. Los redmetros son los instrumentos de medida de fas propiedades reologicas,
los mas simples son aquellos donde solo se realizan prueba rotatorias como ef MC1, y los
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mas sofisficados realizan también pruebas oscilatorias con VT 550, RT 20, M&8100, LS
entre otros. La seleccion del equipo depende del material y la prueba reologica deseada
(oscilatoria y/o rotateoria). En general las pruebas que pueden efectuarse son:

1. Perfil de 2 (1) 1. Perfi de T T(t) 1. Perfil de D: D{t) | 1. Perfil d

2. Curva flujo: ©(D) 2. Curva: nft) 2. Curva flujo:12. Curva: n
(D)

3. Curva de n: n(D) 3. Curva flujo: t(t) !3. Curva de n:|3. PerfitdeD: D (1)
n(D)

4, Curvaiz (1), T = cte. 4. Curva flujo: B(xr) 14. Curva: D(t) 4. Curva Flujo: t(D3)

5. Curva: D(1). 5. Curva: n(D) 5. Curva: t () 5. Curva: n(D)

6. Curva: n{t) 6. Curva:T(t),= =cte. |6. Curva: n() 6. Perfil: T(t), D =

cte.
7. Pruebas Creep:t(t) 7. Curva: D{T}. 7. Curva D, T: t(T)
8. Curva de Creep vy|8. Curva: n{T) 8. Curva: n(T}
relajacion: y(f)

9. Pruebas de esfuerzo: y{{)

10.Curva de esfuerzo : ()

11.Prueba de relajacién: v(t)

12.Curva de relajacion: (1)

1. esfuerzo cortante, D: velocidad de corte o cizalla, 1 viscosidad, t. tiempo, T: temperatura, y. velocidad de
cizalla.

1. Prefijando unaja) Para strain controlado curva strain, v(t} = v . sen wt, con

frecuencia y amplitud; v,y © constanies.
constantes. b) Para esfuerzo controlada: curva de esfuerzo.- () = 7o . sen

wl, 19 ¥ o = constantes.
Se pueden determinar los siguientes parametros: moédulo de
corte complejo G*, mddulo de almacenamiento G', mddulo de
[pérdida G”, viscosidad compieja n*, viscosidad real e imaginaria
[ (', m"), dngulo de pérdida & o factor de pérdida tg &
c) Curvas G’y G " vsy, Gy G’ vs .
2. Estableciendo la]a) Con strain controlado (barrido de strain amplitudes): curva de
amplitud  con  la| strain.-y(t) = vo . sen ot, con o = cte., y yo = yolt).
frecuencia constante. |b) Con esfuerzo controlado (barrido de amplitudes de esfuerzo:
curva de esfuerzo.- t(t) = 15 . sen wt, con o = cte., y 1= ot}
c) Graficas (1) y log G’ vs log y; los resultados se grafican
contra yy contra t.
3. Determinacion de laja) Con strain controlado: curva log de G’ vy log de G” vs log v.
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estabilidad de sustan. ' b) Con control de esfuerzo: curvas G'(z) y G'(1).

viscoelasticas |

4 Estudio de la o con la| a) Con strain controlado (barrido de las frecuencias de strain):
vo constante. curva de strain.- y(t) = vp . sen ot, con o = o(t) y yo = cte.

b) Con esfuerzo controlado (barrido de las frecuencias de
esfuerzo): =(t) = 15 . sen wt, con © = o(t) y 1= cte.

¢) Gréficas v{t) vy log G y los G” vs log w. Los resultados
obtenidos se grafican regularmente respectoafaw oaiaf

d) Estas pruebas sirven para determinar: 1) como depende el
comportamiento strain de la frecuencia en sustancias
viscoelasticas quimicamente no eslabonadas, tanto para
sustancias de bajo peso molecular y distribucién cerrada de
éstos como para sustancias coh pesos moleculares altos y
amplia distribucion de éstos. 2)como depende el
comportamiento strain de la frecuencia de sustancias
viscoelasticas quimicamente eslabonadas o entrecruzadas.
c) como depende el comportamiento strain de la frecuencia
de sustancias viscoelasticas con punto de fluidez.

5. Medidas en funcidnia) Con strain controlado: curva de strain: y{f) = v . senot, yoy
del t, manteniendo la] ¢ = constantes.

RE-2Y=1 0

o ylay, constantes. |b) Con esfuerzo controlado: 1(t) = 10 . sen ot, © y 10= ctes.

¢) Graficas de v(t) y log G’ vs t. Los resultados se grafican
contra el tiempo. Estas pruebas sirven para determinar el
comportamiento de sustancias viscoelasticas sin cambio
quimico y con cambio quimico a través del tiempo.

6. Medidas en funcionia) Con strain contralado: y(t) = y; . sen wt, con o y o= cles.
dela T, conia o y lajb) Con esfuerzo controlado: t(t) = a0 . sen ot, con o y 1= ctes.
vo canstantes. ¢) Gréficas: v(t), T(t), log G’ vs T. Estas pruebas sirven para

determinar el comportamiento strain  de sustancias

| viscoelasticas que sufren cambio quimico o sin cambio
quimico respecto a T, tal como los polimeros tanto naturales
como sintéticos.

o ampiitud, ©:frecuencia angular, t; tiempo, T: temperatura, . esfuerzo cortante, y: defermacion,

El sistema de medida del viscosimetro rotacionai consiste de una parte fija y otra
rotatoria. En una prueba rotacional con velocidad de cizalla controlado, el torque se mide
tal que fa medida de agitacion es la expuesta por la friccién interna de la muestra viscosa.
El torque se detecta por-medio de un sensor de fuerza. Existen 2 principios de medida: El
Searle en donde el cilindro es el que gira y el Couette en donde el cilindro esta fijo.

Dentro de los sistemas de medida tenemos: el de cilindros concéntricos, el sistema
de medida de doble (gap) abertura, el de gran corte, el de cono y plato, el de plato - plato.
Ademas los sistemas de medida cuentan con aditamentos que regulan y miden la
temperatura, la velocidad de cizalla, la viscosidad, el tiempo y demas propiedades
reclégicas.
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Los siguientes diagramas muestran algunos sistemas y geometria de medida:

\

Sistema Searle

Sistema Couette

Sistema de medida de cilindro Sistema de cono y plato

[}
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CAPITULO 4. DESARROLLO EXPERIMENTAL PECTINAS

4.

4,

1. - ESCALDADO, DESPULPADO Y CONSERVACION DEL FRUTO.

Se lavaron 60.0 Kg de tejocote con agua fria. Posteriormente se sumergen porciones de
1.0 Kg en agua caliente (90.0 C) se sacan y se remueve la cascara. Inmediatamente se
procede a despulpar, ambos procesos se realizaron manualmente.

La pulpa se introduce en una solucion que contiene una mezcla de sulfito de sodio ai

0.02% y benzoato de sodio at 0.02%. Se muele la pulpa (15"} y se congelaa -4.0 C.

4.2. - SECADO DE LA PULPA Y LA PECTINA OBTENIDA.

Como no se contaba con una liofilizadora, se procedié a secar la pulpa y la pectina de
tejocote por varios métedos:

a)

b)

¢

SECADO CONVENCIONAL DE LA PULPA. Empieando una estufa, previa
esterilizacion de las charolas y frascos y una cubierta para evitar que se obscurezca la
pulpa (T: 95.0 C).

SECADO DE LA PULPA EN CORRIENTE DE AIRE. Empleando la campana de
extraccién, previamente esterilizada (con benzal), con mechero Fisher, cubriendo la
muestra y sin cubrirla.

SECADO DE LA PULPA EN PARRILLA DE CALENTAMIENTO A BANO MARIA.
Hasia que el peso de la muestra sea constante.

SECADO DE LA PULPA EN HORNO DE MICROONDAS™. Se realizaron las
siguientes actividades:

Las pruebas de secado de la pulpa de tejocote de la variedad H, empleando un horno
de microondas se llevaron a cabo en cajas Petri, con la muestra cubierta y sin cubrir.
La cantidad de muestra empleada fue de 20.0 g de pulpa congelada. Se fue variando
el tiempo de secado hasta encontrar el optimo.

Posteriormente se efectuaron las pruebas en placas para cromatografia en capa fina
de 20X20 cm y 5.0 mm de espesor. El tiempo de secado empleado se calculo a partir
de las observaciones con las cajas Petri. Al determinar el tiempo de secado hay que
cuidar que la pulpa no se obscurezca o se queme, por lo que se fue incrementando
éste paulatinamente para precisar cudi es el mas adecuado.

Se efectud el calculo tedrico de la temperatura que alcanza el horno de microondas'**.
Para comprobar el célculo tedrico de la temperatura del horno, se determind ia
temperatura con un "termopar’ HOOKE DT20'%.

SECADO DE LA PULPA Y DE LA PECTINA EXTRAIDA EN UN CALENTADOR
SOLAR. Dimensiones 1.0 m X 0.40 m. Se introducen porciones de 50.00 g en cajas
Petri abiertas extendida en toda la caja. La temperatura méxima que alcanza el
calentador es hasta de 42.0 C.

Bk
i34
135

Giese J., Advances in Microwave Food Processing. Food Technology 1992
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« SECADO DE LA PECTINA EXTRAIDA EN MALLAS DE PLASTICO
TEMPERATURA AMBIENTE. La femperatura es de 24.0 C, se extiende el gel
obtenido sobre la malla.

4.3. - ANALISIS BROMATOLOGICC DE PULPA DE TEJOCOTE Y PECTINA,

El analisis consistié en determinar: humedad'®, cenizas'™’, proteinas'®, extracto etéreo

(grasas)'*® y fibra cruda' (solo en la pulpa), de acuerdo con las técnicas de AQAC™.

4.4. - EXTRACCION DE PECTINA.

En la literatura se encontraron diversos métodos de extraccién de pecting, en general se
pueden clasificar como acidos, basicos y neutros (empleando soluciones extractoras en
medio casi neutro). LLos métodos se eligieron tomando en cuenta que fueran aplicados a
nulpas de frutas, para que las extracciones no fueran tan drasticas como las que se
emplean al tratar cascaras y semillas, contar con todos los insumos necesarios y que el
empleo de los insumos fuera econdmicamenie rentable.

Los métodos de extraccion que se aplicaron para la pulpa fresca de tejocote sori:
Método aplicado a la pulpa de Kiwi.

Método de extraccion modificado del método de Kiwi.

Método de extraccion empleando dcido oxalico como agente extractante.
Método de extraccion empleando EDTA como agente exiractante.

Método de extraccion acuoso.

o Gk

Método de extraccion secuencial de pectina.

Otros métodos que se emplearon para la extraccion pero que presentan varios
problemas son:

1. El reportado para betabel'® el cudl propone ajustar el pH a 1.0, luego reflujar,
neutralizar con NaOH hasta un pH de 4.5, centrifugar, el sobrenadante se dializa, se
concentra a} vacio y se precipita ja pectina en etanol.

2. Ei reportado para bagazo de manzana'®’.

4.4.1. - METODC DE EXTRACCION DE PECTINAS APLICADO A PULPA
DE KIWI'*.

Es un método de extraccidn acida, inicialmente se extraen con etancl las enzimas y ios
colorantes, posteriormente se acidifica la solucién y se extrae la pectina. Se seca durante
un periodo entre 18.0 y 20.0 h. Este método se muestra en el diagrama 441,

"5 AOAC.14.002. 1984,

3T ADAC.14.006. 1984

¥ AQAC.42.014. 1870,

¥ AOAC.7.052. 1984.

"9 AOAG.7.068 (d), 7.073. 1984,

** Official methods of analysis. 14" Ed. Assoclation of Official Analytical Chernists. Washington, D.C. USA (1984).
:42 Phatak, L., Chang, K. C and Brown G. Journal of Food Science, 53, {3], 830 — 833), (1988).

43 ind, M., ef a\., Revista Espaficla de Ciencia y Tecnologia de Alimentos 32 (2) 185 — 1897, {1892).

44| adge N., Nguyen T. T and Mx. Intyre D. Journal or Food Science, 52, [4]. 1085 - 1096, (1987).

52



CAPITULC 4. DESARROLLD EXPERIMENTAL PECTINAS

Como en este método se emplea una gran cantidad de etanol, se procedio también
a recuperar etancl y se determinaron los indices de refraccion correspondientes de
mezclas etancl - agua de tal manera que pudiera cuantificarse la calidad del etanol
recuperado, y asi decidir si era suficiente la purificacién, en caso de que no lo fuera
someterio nuevamente al proceso *.

DIAGRAMA 4.4.1 METODO DE EXTRACCION DE PECTINA
APLICADO A PULPA DE KIWI

PULPA SECA LIOFILIZADA
MACERAR EtOH 95%-20°

ENFRIAR A 5°C£ODA LA NOCHE

Y

CENTRIFUGAIR 6000 rpm 15°
4

v

SOBRENADANTE SEDIMENTO + EtOH 95%
DESCARTAR

MACERAR 2¢
|

I
REPETIR LA OPERXCION: 3 VECES
ACIDIFICAR EL SEDIMENTO HCI0.005 N

CALENTAR A 80°$Y ENFRIAR {10
CENTRIFUGAR

v

P ]

! |

SOBRENADANTF+ EtOH 05%  (1:1) SEDIMENTO
; DESCARTAR
1

CENTRIFUGAR PECTINA CRUDA 13,000 ¢ t=2°
]

SECAR  18ha30°C

3 er anexa 3.

h
[9%3
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4.4.2. - METODO DE EXTRACION MODIFICADO DEL MET. DE KiwI'®.
Después de observar la extraccion con el métode empleado para Kiwi se decidieron
cambiar algunos parametros, en el diagrama 4.4.2 se muestran dichas medificaciones.

DIAGRAMA 4.4.2 METODO DE EXTRACION MODIFICADO DEL METODO
DE KIW!

MACERAR CON EtOH 95%
Macerar T:1 =257 Vol ELOH-Agua (2:1)
CENTRIFUGAR 6000g
Temperatura 5°C ! t=23"
REPETIR LA OPEKACION: 3 VECES
L HCIO.0S N pH=2.5
ACIDIFICAR tL SEDIMENTO
T = 100°C
HERVIR 2h Y ENFRIAR

7000g; t = 207

CENTRIFUGAR
Relacion de Voelimenes: 1:2
SOBRENADANYTE + EtOH 95%
CENTRYIFUGAR
L 10,000 ¢ =15
SECAR

15| as modificaciones se efectuaron después de varias corridas experimentales, en donde se optimizaron las
condiciones.
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FECTINAS

4 4.3. - METODO DE EXTRACCION EMPLEANDC ACIDO OXALICO™.

El método emplea al acido oxalico como agente extractante, el cual también se empled
para extraer la pectina de la pulpa de tejocote. El diagrama 4.4.3 muestra el

procedimiento seguido.

DIAGRAMA 4.4.3 METODO DE E’XTRACCK’)N EMPLEANDO ACIDO
OXALICO

PARTES DESOL, AC. OXALICO + 1 PULPA

ACIDO OXALICO

Concentracion:0.5%

MEZCLAR | t=1h

|
REPOSO48h | [=4°C [ SIN REPOSO 48h

CENTRIFUGAR

70001 =15"

o

SOBRENADANTE + EtOH (1.2 (Relacion, [CtOH] = 95%)

|

CENTRIFUGAR

L

sisterna columna 12em de diam.

10.000g: t= 15"

l -
SECAR T = Ambilente; Método malla

"7 gelo P. S and! O. De Lumen B. J. Agric. Food Chem., 29 [2], 370 — 373 (1989). Idem.. 28, 1169 ~ 1174 (1380).

3
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4.4.4 - METODO QUE EMPLEA EDTA COMO AGENTE EXTRACTANTE™®,

En el diagrama 4.4.4 se muestra la metodologia empleada para obtener la pectina de la
pulpa de tejocote, empleando una solucién de EDTA.

DIAGRAMA 4.4.4 METCDO DE EXTRACCION EMPLEANDO EDTA

M100g DEPOLPA+SODUAONEDTA| - Concertraciarn: 0.5%

AQTAR] T=20Ct=1

I
-

[ (ENIRIFUGAR | 7000g t=20"

"4 gajaanantakul, T., Van Buren J. P and Cowning D. L. Journal of Food Science. 64 [5), 1272 - 1277 (198€).
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4.4.5. - METODO DE EXTRACCION ACUOSO.

Basandose en la propiedad de las pectinas de ser solubles en agua se procedio a
innovar un método sencillo que consiste en la extraccion acuosa de [a pectina. El método
se presenta en el diagrama 4.4.5.

DIAGRAMA 4.4.5 METODO DE EXTRACCION ACUOSQO™

l PULPA HUMEDA {100.0 g)l
| AGITAR DURANTE 1.0 h., CON UN VOLUMEN DE AGUA ACIDULADA 1: 3 ]

PRECIPITAR EL GEL EN ETANOL AL 95% l

—_—

CENTRIFUGAR 20°, A 7000 r.p.m., 5.0 C l

2 st innovacion se implements después de hacer varias observaciones de los diversos métedos y tomando en
cuenta las propiedades quimicas de la pectina.



CAPITULO 4. DESARROLLO EXPERIMENTAL PECTINAS

4.4.5. - EXTRACCION SECUENCIAL DE LA PECTINA™,
Después de cada extraccion se observo que seguia conteniendo pectina, por i que se
decidié efectuar una extraccion secuencial que se muestra en el diagrama 4.4.5.

DIAGRAMA 4.4.5 METODO DE EXTRACCIO SECUENCIAL DE PECTINA
DE TEJOCOTE

‘ EXTRACCION ACUOSA ACIDULADA 1:3 ’
l EXTRACCION CON ACIDO OXALICO 5.0%,1: 2 I

l EXTRACCION CON NaOH o0.05Mm,1:2 J

[ ExTRACCION CONHCI oosw. 2]

4.4.6. - OBTENCION DEL GEL™".

Se innové un método para que la pectina gelificara y se limpiara al mismo tiempo. El
método consiste en llenar un recipiente, como el que se muestra en la figura 4.4.6, con
una solucion de etanol al 95.0% e ir agregando el sobrenadante de la Gltima centrifugada
de cada método, el gel se forma y se va al fondo. Se deja reposar y el gel va subiendo
hasta llegar a la parte superior de la mezcla gtano! - agua.

2 Esta innovacién se implementé después de hacer varias cbservaciones de los diversos métodos vy tomando en
,.cuenta las propiedades guimicas de la pectina.
' ldem 158,
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FIGURA 4.4.6 EQUIPO EMPLEADO EN LA PRECIPITACION DEL GEL"?

Solucidn ddl lavado
de la pulpa

A lcohol

F:

4.5. - PURIEICACION DE LA PECTINA OBTENIDA™,

Esta operacion, se llevd a cabo para obtener pectina iibre de enzimas o cualquier sustancia que interfinera
an su caracterizacion. Consistid en redisclver la pectina obtenida en agua desjonizada y obtener
nuevamente el gel en una sclucion etandlica al 95.0%, secar nuevamente a temperatura ambiente y meler
la pelicuia formada.

4.6. - CARACTERIZACION DE PECTINA EXTRAIDA DE LA PULPA DE
TEJOCOTE DE LA VARIEDAD H.

Para efectuar todas las pruebas fisicoquimicas de caracterizacion se tomo la pectina
citrica como muestra control. La pectina citrica es una pectina que se extrae de citricos
como el limdn o la naranja. Con ésto se pretende comparar los comportamientos y poder
llegar a evaluar si las estructuras guimicas son simiares.

4.6.1. - PUNTO DE FUSION.

Se determind en un aparato Fisher, con la técnica ya conocida.

22 El equipo se disefid y se mandd construir en et talier de vidrio det CINVESTAV y la FES-C.
%3 Sespués de la purificacion se tomaron las placas cromatograficas para verificar la pureza.

£9
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4.6.2. - SOLUBILIDAD.

Se efectuaron las pruebas de solubilidad correspondiente tanto en frio como en caliente,
empleandoc Ios siguientes disoiventes'™: tolueno, tetracloruro de carbono, cloroforme,
xileno, acetato de etito, benceno, hexano, éter de petréleo, ciclohexano, éter etilico,

heptano, acetona y metanol.

4.6.3. - CARACTERIZACION QUIMICA CUALITATIVA.

Para saber si la sustancia obtenida es pectina o hemiceluiosa se utiiizaron 3 pruebas '™

« La prueba del alcali.- Se disuelve la muestra y se agregan unas gotas de solucion
al 2.0% de NaOH o KOH, si el color se torna amarilio se trata de sustancias
pécticas, la coloracion mejora después de 15

¢ La prueba de gelificacién en etanol.- Todas las sustancias pécticas precipitan si a
su solucion acuosa se le adicionan 2 volumenes de etanol, produciendo un gel
traslucido.

» Formacién de color y fluorescencia con KMnO,.- Cuando se hierve una mezcla
de una solucion 0.25% de KMnQ4 con la muestra se obtiene una coloracion malaga
y una fluorescencia verdosa si se trata de sustancias pécticas.

4.6.4. - CARACTERIZACION POR CROMATOGRAFIA DE GASES.

Se empied un cromatografo de Gases Gow-Mac con graficador manual, con una columna
polar empacada con un soporte de Cromosorb, tamiz 80/100, de 1/8” de diametro y 6 ft de
largo. Se sigui6 la siguiente metodologia:

« Se abren los tanques de gases: Aire, H,, N, hasta tener una presién manométrica de

P=20Kg(¢200ib).

s Se calibran los manometros adjuntos al aparato para tener una presién de entrada de
2.0 Kg. En el siguiente orden: Primero de Ny, y se enciende el aparato. Ya encendido
el aparato, desde el regulador de corriente, se enciende el graficador. Posteriormente
se oprime PROGRAM. Con el flujometro se determina el flujo real del No mUmin. El
flujo optimo es de 25 a 30 mL/min.

PROGRAMAS QUE SE PROBARON:

PROGRA
1 30 5 [2] 100 | 5 4 | 10 | 40 70
7) 20 5 [2] 20 5 4 1 101 80 | 130
3 20 5 121 50 5 4y | 10 | 22 30
5,20
7] 30 2| 50 10-15 1 2.25 | 10 | 30 50
5 20 5 1271 20 5 11015, 4 | 10 | 60 | 130

T, = temperaiura inicial.

54 Se fraté de emplear sciventes para cubrir una amplia gama de polaridades.
% wariesz 7. 1. The Pectic Substances. Interscience Publishers, INC., N. Y., pp. 207 ~ 211, USA (1851).

-
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R = RAMP = aumento de temperatura por unidad de tiempo: aumento de 1%/2".
T; = temperatura final.

tes = tiempo de estabilizacion del flujo.

t. = tiempo de retencion.

ty = tiempo total.

Ti = temperatura del inyector.

TD — temperatura del detector.

Solucion de pectina empleada: 0.4 mg/mi.

Previamente se acondiciond y limpié la columna a una temperatura de 200 C. Se
inyectaron los siguientes disolventes en el orden en el que se mencionan: Agua, Metanol,
Etanol, Mezcla 1:1, etanol - agua.

4.6.5. - CARACTERIZACION POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE
ALTA RESOLUCION™®,

Con esta caracterizacién se encontraron el nimerc de fracciones contenidas en cada
muestra de pectina asi como los pesos moleculares de dichas fracciones.

E! equipo empleado fue un Cromatégrafo de Liguidos de Alta Resolucién marca LDC
Anahli‘mn! con una columna TSK-GEL G000 PWX1 100, Hn 20 om da largo por 7 8 mm

de diametro marca TOSO-HAAS. La fase movil fue agua y se empled una velocidad de
flujo de 1.0 mL/min. El Detector es un LDC Analytical UV y la longitud de onda empleada
fue la de maxima absorcidon de las pectinas: 192 nm. La cantidad de muestra inyectada
fue de 20 ul.

Para determinar los pesos meleculares de las fracciones se construyo una curva de calibracion empieando los
siguientes estandares:

Agregado proteico 900,000
Tiroglobulina de bovino 670,000
Gamaglobulina 158,000
Ovalglobulina de caballo 17,000
Vitamina B-12 1,300

4.6.6. - CARACTERIZACION VOLUMETRICA™®,

Con esta caracterizacion se determinan ¢l peso equivalente, el porcentaje de grupos
metoxilos y el porcentaje de acido anhidrourdnico de las muestras de pectina. Cabe
recordar que se empled la pectina citrica como control. Las determinaciones se hicieron
de la siguiente manera:

156 La metodologia para la determinacion fue implementada.
Un Dalton es la masa de un atomo de hidrogeno = 1.67 x 107 g
* 5e modificaren las condicicones, reportadas en la iiteratura, para las determinaciones.
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« Determinacién de peso equivalente.- El peso equivalente corresponde al nimero
de unidades de acido galacturénice contenido en la molécula. La literatura propone
que se valoren 0.5 g de pectina disueita en 100 mL de agua libre de CO;, se
adiciona 1.0 g de NaCl y 6 gotas de rojo de fenol, con una solucién 0.1 N de NaOH.
Después de realizar algunas observaciones previas se decidié modificar la técnica:
se emplearon como indicadores {a fenoftaleina y un potenciémetro. Se elaboran las
curvas de valoracién, se obtienen los volumenes de equivalencia y se calcula el
peso equivalente empleando |a siguiente igualdad:

PE = [peso de la muestra en g/(vol. del alcali) (normalidad dei alcali)} x 1000,
« Determinacion del porcentaje de grupos metoxilo' . Se refiere al nimero de
grupos carboxilo que contiene la molécula esterificados con metanol o con etanol. El
métcdo se basa en ia neutralizacién de los grupos carboxilo con NaOH 0.1 N en
presencia de un indicador &cido base, proponen rojo de fenol, agregando
inmediatamente un excesc medido de NaOH 0.25 N para saponificar los grupos -
COQOCHs, procedienda a valorar el exceso de NaOH. A la valoracion anterior para
determinar peso equivalente, se adicionan 250 mL de NaOH 0.25 N, agita
vigorosamente a temperatura ambiente. Se deja reposar 30.0 '. Posteriormente se
afiaden 25.0 mL de HCI 0.25 N y se valora el exceso de acido con NaOH 0.1 N.

Después de realizar la observacion previa correspondiente se procede a modificar la
técnica: se emplean como indicadores fenoftaleina y un potencidémetro, se afaden 30.0
mL de una solucién de NaOH 0.1 N y agita y se dejan reposar durante 1.0 hora y ya no se
valora por retroceso sino solamente el exceso de NaOH empleada y se emplean para
comparar 2 acidos HCl 0.1 Ny H:S0O,4 0.05 N.

Se elaboran las curvas de calibracion correspondientes para obtener el volumen de
equivalencia y se calcula el porcentaje de grupos metoxilo mediante la siguiente relacion:

%MeQO = (meq. de NaOH) (31 x 100)/peso de la muestra en mg
« Determinacién del porcentaje de acido anhidrourénico'®. La determinacion se
hace empleando los resultados obtenidos en las dos determinaciones anteriores de
acuerdo con la siguiente relacion:

%AAU = 176 (meq de sosa empleados en la determinacion de % MeO + meq de sosa
empleados en la determinacion de PE) (100)/ peso de la muestra en mg

188 wertesz 7. 1. The Pectic Substances. nterscience Publishers, INC., N. Y. pp. 230 — 233, USA (1951). Ihi M., Aslete

Gy Bifani V. Rev. Esp. Cienc. Tenol, Alim, 32 (2), 185 - 197 {1992).

" Nota.- todas ias sclucicnes empleadas fueron previamente valoradas con patrones primarios como el NaCOs y
ftalato acido de potasic.
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4.6.7. - CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA™®,

» Se obtuvieron ios espectros de UV, IR y RMNH' de las muestras tanto de pectina
citrica como de la pectina de tejocote extraida por el método acuoso.

4.6.8. - CARACTERIZACION ESPECTROMETRICA.

Todas las sustancias extraidas de productos naturales vienen acompafadas de iones
inorgénicos presentes en éste, en el caso de las pectinas no es diferente y con esta
caracterizacion se pretende determinar el contenide de iones inorganicos presentes
mediante el método de ICP'®

Para la determinacion se empled un especirometro ICP-AES marca VARIAN, con
monocromador Czerny-Turner de 75 mm, purgado al vacio con 4 grados de difraccion y
que emplea Argon para formar el plasma.

las soluciones empleadas para las determinaciones son:

1. Pectina citrica 0.0512 g/100mi.
2. Pectina de tejocote 0.1440 ¢/100mi. Para ambos méiodos de extraccion acuoso y
oxalico.

l.as soluciones estandar, empleadas son:

10.2270 Fe 1.9957

16352 b 943500

15998 Mn 20500
Ca 97.3000 Ni 20370
cd 0.5050 Pb 19963
Cr 1.0000 Zn 19529
Cu 3.0497

4.6.9. - CARACTERIZACION REOLQGICA™.

Con ja caracierizacion reologica se determinaron las propiedades viscoelasticas de las
soluciones de pectinas citrica y de tejocote extraida por el método acuoso. Despues de
efectuar varias observaciones previas con soluciones de diferente concentracion se
decidio trabajar con scluciones at 1.0% p/v.

Para medir las propiedades como viscosidad, esfuerzo cortante, G’ y G”, entre
otras se utilizd un redmetro marca HAAKE RT20 con un sensor Z-20 DIN.

'°" i M., Astete G y Bifani V. Rev. Esp. Cienc. Tenol, Aim. 32 (2), 185 - 197 (1992).
;’2 Inductively Coupled Plasra.
5% Metodologia implementada en el laboratoric de Reologia de afimentos.
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Las condiciones experimentales empleadas se muestran en la Tabla 4.6.9:

TABLA 4.6.9 CONDICIONES EXPERIMENTALES EMPLEADAS EN LA
CARACTERIZACION REOLOGICA DE SOLUCIONES DE PECTINA
CITRICA Y PECTINA DE TEJOCOTE AL 1.0%

. BARRIDO DE 150 - 1500 Pa 1.60 25.0
ESFUERZO

2 BARRIDO DE 20.0 Pa 0.01-10.0 25.0
FRECUENDIA
ASCENDENTE

3 BARRIDO DE 20.0 Pa 10.0 - 0.01 250
FRECUENCIA :
DESCENDENTE

4 REOGRAMA DE 40-100.0 Pa - 250
EQUILIBRIO

5 CURVADE 1.0-500.08" - 250
FLUJO
ASCENDENTE

5 TIEMPO 50005 - 750 | 80

7 CURVA DE 500.0-10s" -
FLUJO
DESCENDENTE

8 CURVA DE 500.0-1.0s"
FLUJO
DESCENDENTE

4.6.10. — ANALISIS ELEMENTAL'™,

Se lleve a cabo el andlisis elemental organico de ias pectinas de tejocote y citrica, en donde se determino
contenido de los elementos: C, O, N, S y halogenas.

También se determinaron grupos funcionales existentes en cada una de las pectinas.

4.7. — ANALISIS ECONOMICO'®®

Se llevo a cabo el andlisis econémico de algunos procesos de extraccion. Se investigaron los precios y se calcularon las
cantidades de pulpa de tejocote, material y reactivos y costos para obtener 500 g de pectina. Al costo final se le afladid
un 15.0% de mane de obra ¢ insumos de gastos menores.

Cabe mencionar que los precios recabados son fodavia para trabajo en
laboratorio, a nivel industrial los costos se abaten notablemente. Los precios para trabajar
a escala industrial se solicitan anexando los célculos para obtener toneladas del producto
deseada.

5 Shriner R, L., Fuson R. C y Curtin D. Y. Identificacion Sistematica de Compuestos Organicos. Ed. Limusa, México
(1974). Fieser and Williamson. Organic Experimentes. 3% £d. p 369. Pruebas a la gota en Andiisis Organico.

155 ElLentes: SECOFI, SISTEMA NACIONAL DE INFORMACION E INTEGRACION DE MERCADOS. Distribuidores
Representacion Uliralab de Reactivos Monterrey. Quimica Delfe, de solventes.
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Los resultados, asi como su analisis y discusién se presentan en el orden en e que se
llevé a cabo el desarrollo experimental.

5.1. - ESCALDADO, DESPULPADO Y CONSERVACION DEL FRUTO.

Las condiciones empleadas son adecuadas para las fres operaciones. el escaldado es
satisfactorio, se obtuvo el tejocote sin ningln vestigio de cascara y quedo listo para
despulpario de manera manual y efectuar la conservacion, la cual es efectiva, ya que la
pulpa se mantuvo en perfectas condiciones durante toda la experimentacion.

1) El empleo de agua caliente en el proceso de escaldado del fruto fue suficiente para
lograr los propositos deseados. El no emplear soluciones diluidas de NaOH u otras
recomendadas en la literatura evita tener que recurrir a una instrumentacion mas
compleja en los procesos de escaldado y despulpado, ademas previene reacciones
quimicas indeseables con la pectina extraida.

2) El empleo de soluciones de sulfite de sodic y benzoato de sodio ai 0.02% junto ¢
proceso de refrigeracion a temperaturas de 4.0 C, dieron como resuliado una buena
conservacion de la pulpa de tejocote.

5.2. - SECADO DE LA PULPA Y DE LA PECTINA.

En la tabla 5.2.1 se muestran los resultados de los métodos de secado empleados:

TABLA 5.2.1 METODOS DE SECADO

1. CONVENCIONAL PARA LA | A pesar de los antioxidantes con 108 que se

PULPA conserva la muestra, la pulpa se obscurece.
Necesita mucho tiempo para secarse.
2. EN CORRIENTE DE AIRE idem.
PARA LA PULPA
3. CALENTAMIENTO A BANO No se seca.

MARIA PARA LA PULPA
4. EN HORNO DE MICROCNDAS | El tiempo dptimo de secado en placa es de 2’ 30"
PARA LA PULPA Este secado afecta el contenido de pectina, pues el
rendimiento de su extraccién en la puipa asi secada
fue en promedio del 1.0%.
5, EN UN CALENTADOR SOLAR |Las muestras se enmohecen, no se tuvieron las
Dimensiones 1.0 m X 0.40 m condiciones necesarias, habia mucha tierra y no se

PARA PULPA Y PECTINA podia sacar el calentador cuando existian corrientes

5
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— — y—————t —

fuertes de aire. Ademas se sobresaturo éste.

6. EN MALLAS DE PLASTICO A |El secado es optimo. El tiempo promedio para es de
TEMPERATURA AMBIENTE 24.0 h. l.a humedad que se encontré en la pectina

PARA PECTINA fue en promedic entre el 6.0y el 7.0%.

5.2.1. - DETERMINACION DEL TIEMPO DE SECADO EMPLEANDO EL
METODO DE HORNO DE MICROONDAS"™®.

La tabla 5.2.2 muestra los tiempos de secado, indicando el tiempo éptimo de secado de ia
nulpa de tejocote de la varledad H cuando se emplean cajas de Petri como portadoras de
la muestra y 20.0 g de la pulpa fresca.

Lo

—

TABLA 5.2.2 TlEMPO DE SECADO

La pulpa no se seco.

225" La pulpa sigue hiimeda.

2" 307 La pulpa se encuentra en mejor estado después del secado, se abre
las placas y se deja reposar a temperatura ambiente. Este tiempo de
secado es el optimo.

2' 407 La pulpa se secd pero se incrustd la pulpa en el cristal. La operacion de|
desprendimiento fue muy dificil.

2’ 50" Idem.

310" La pulpa se obscurecio.

5" 00" La pulpa se quema.

En la tabla 5.2.3 se muestra la cantidad de pulpa que puede secarse en placas de 20 x zC
cm y 5.0 mm de grosor y el tiempo necesario para ello:

TABLA 5.2.3 CANTIDAD DE PULPA Y TIEMPO DE SECADO

Cajas Petri de radio 9.5 cm: 70.88 20.1)000 2" 307
Placas vidrio de 5 mm de espesor: 380.25 107.2940 13417

_____

v P ———

La tabla 5.2.4 muestra la comparacion de la temperatura del horno de microondas
calculada tedricamente y la experimental determinada por un termopar HOOKE DT2C.

185
Ver anexo 1.

=~
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TR

TABLA 5.2.4 TEMPERATURA DEL HORNO

|
35.20 1.0
61.80 12.0
39.00 75.00 14.0

=
En {odos los tasos de secato en horno de microendas, la pérdida de agua fue en promedic del 74.00%.

1) E! mejor proceso de secado de la puipa es [a fiofilizacién. Al no contar con una
liofilizadora y al no encontrar un método apropiado para secar la pulpa sin que sufra
ninguna modificacion fisica o guimica como se muestra en las tablas 5.2.1y 5.2.2, se
procedio a realizar la extraccion de pectina a partir de la pulpa humeda.

2) En general el método de secado por microondas afecta a todos los alimentos en
cuanto al contenide de carbohidratos y de proteinas. El método de secado de la pulpa
de tejocote empleando el horno de microondas afecta el contenido de pectina de ia
pulpa. Se determinaron el tiempo de secado por este método de la pulpa que es de 2
minutos 30 segundos y la cantidad de puipa de tejocote que puede secarse tanto en
una caja Petri como en placas de vidrio de 20 x 20 cm, como se indicé en [as tablas
522y523.

3) Al comparar varios métodos de secado de la pectina extraida de la pulpa de tejocote
se encontrd que el mejor es el secado en mallas de piastico a temperatura de 24.0 C.
La pectina secada de esta manera no se altera en color, consistencia y propiedades
fisicoguimicas, como se indico en fa tabla 5.2.1.

5.3. - ANALISIS BROMATOLOGICO DE LA PULPA Y LA PECTINA DE
TEJOCOTE.

Se presentan los resultados del analisis bromatoldgico efectuado tanto a la pulpa como a
la pectina extraida en las tablas 5.3.1 y 5.3.2. Los valores son promedic de 1C
determinaciones.

TABLA 5.3.1 ANALISIS BROMATOLOGICO DE LA PULPA

% Humedad (P. Liofilizada)

% Humedad (Pulpa Fresca) ' 86.80 |
% Cenizas 2.16 I
% Proteinas 1.16

% Grasas 14 .4
I@Fibra Cruda 10.87

e e M Mt T— ———————
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TABLA 5.3.2 ANALISIS BROMATOLOGICO DE PECTINA
DETERMINACION .. F . VALORES O

| % Humedad
% Cenizas
% Protefnas
% Grasas
Pectina extraida por método de Kiwi.
En ia tabia 5.3.3 se presentan los resultados de humedad y cenizas de pectina de
tejocote extraida por el meétodo acuosc, de la pectina citrica comercial y de la pectina
citrica marca Sigma.

TABLA 5.3.3 ANALISIS COMPARATIVO

i

TEJOCOTE U692 .
{CITRICA 7.09 - |
[CITRICA MARCA SIGMA 247 3.98

1} Los andlisis bromatologicos, tanto de la puipa de tejocote como de la pecting,
mostrados en las tablas 5.3.1, 532 y 5.3.3 no difieren en gran medida de los
reportados por el Instituto Nacional de Nutricién y ofros estudios mostrados en las
tablas de la 3.1.4.2 a la 3.1.4.5. Aunque con respecto a la pectina el porcentaje que
ellos reportan es del 3.5 % vy los resultados que se encontraron experimentalmente si
difieren en gran medida poraue fluctiian entre e! 1.0 hasta el 18.0% dependiendo dei
metodo de extraccién.

2) Respecto a la tabla 5.3.3 podemos decir que la humedad de la pectina que se obtieng
de tejocote se compara con fa citrica comercial, sin embargo respecto a las cenizas,
gue indican el material inorganico que contiene la muestra, es mas semejante a ia
pectina de marca sigma, por lo que la pectina de tejocote obtenida se compara en
estos aspectos bromatoldgicos con la pectina citrica.

5.4. - EXTRACCION DE PECTINA A PARTIR DE PULPA DE TEJOCOTE.
5.4.1. - RESULTADO DE LA EXTRACCION DE PECTINA EMPLEANDO EL
METODO REPORTADO PARA PULPA DE BETABEL.

El tiempo que se emplea es muy largo y no contamos con la membrana adecuada para
efectuar la dialisis, ya que en los experimentos realizados se observd que no existio
separacién entre la pectina y otros carbohidratos.

Ademas el método somete a la pulpa a condiciones drésticas de operacion y por
tanto, no se obtienen buenos resultados (rendimientos menores del 1.0%).

=
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5.4.2. - EXTRACCION EMPLEANDO EL METODO KIWI.

Se realizé la observacion previa correspondiente, empleando el método tal como esta
reportado en el articulo original y no se pudo cuantificar la pectina obtenida, fue minima.

Se modifico el meétodo ahora variando los siguientes parametros: el tiempo de
calentamiento {(con reftujo): 30, el tiempo de centrifugacion de 2' por 15, El tiempo de
secado 18.0 h y la temperatura de |a estufa de vacio 30.0 C. Como la pectina obtenida en
el primer ensayo fue de color café, se varié la temperatura a 20.0 C. En la tabla 5.4.2
observamos los primeros resultados de esta écnica.

TABLA 5.4.2 EXTRACCION DE PECTINA EMPLEANDO EL METODO
EMPLEADO EN LA PULPA DE KIiW!

Muestra 1 0.3540
Muestra 2 0.3320
Muestra 3 P 0.3043

Rendimiento promedio: 6.6%

El peso de las tres muestras fue de 4.9999 g de pulpa liofilizada. Como el volumen de
etanol empleado, para la precipitacion del gel, es muy grande, se procedié a modificar la
concentracion de HCl de 0.005N a 0.05N, empleandose ahora 10 veces menos acido para
tener pH = 2.5 y por tanto 10 veces menos gasto de alcohol en la precipitacion. Aun asi el
volumen de etanoi es considerable y se procedi¢ a modificar el método y a buscar otros
métodos mas rentabies.

El secado en la estufa de vacio tampoco fue optimo a 30.0 C durante 18.0 h, la
pectina se ponia muy café y el etanol no se evapora completamente. Se manejaron otros
parametros como la temperatura a 20.0 C y el tiempo de secado de 20.0 h la pectina
resultante es de color naranja y el etanol tampoco se evapord.

5.4.3. - METODO DE EXTRACCION MODIFICACION DEL METODC DE
KIWIL.

La tabla 5.4.3.1 muestra el rendimiento de obtencién de pectina con las nuevas
condiciones, perc empleando ahora pulpa que habia sido secada mediante el horno de
microondas; el primer resultado es promedio de 10 medidas.

El cambia de condiciones se decidid porque en el método tal como se reporta en la
literatura no se pudo evaluar la pectina extraida debido a ia cantidad minima que se
obtuve. Las condiciones que se cambiaron son: en la primera técnica decia macerar 20" y
dejar reposar toda la noche, se omite el reposo y se macera durante 25.0°, 3 veces.
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En ia 12 centrifugacion la técnica no dice fa temperatura e indica 15.9° io que se
modifica tomando una temperatura de 5.0 C y un tiempo de 25.0', se repite después de
cada maceracion.

En la acidificacién se emplea HCI 0.05N en vez de 0.005, ya se menciond que e
objetivo es reducir el volumen de aicohol empleado cuando se gelifica la pectina, en el
calentamiento a 80.0 C por 10.0° se cambio por un reflujc de 2.0 h a 100.0 C para poder
desprender la pectina de las paredes celulares, sin embargo aqui se observé también que
el rendimiento de la pectina era bajo.

En la 2% centnfugacion se modificé de 6000g, 15.0" a 7000g durante 20.0". En la 32
centrifugacion se cambio de 13000g por 2.0’ a 1000Cg por 15.0.

TABLA 5.4.3.1 RENDIMIENTO DE PECTINA

10.2547 ) 0.0074 g 0.95 |
41764 0.0426 1.02
47460 0.0431 0.91

[ 4.8622 0.0456 0.93

METODO MODIFICADO PARA KIWI EN PULPA SECADA EN HORNO DE MICROONDAS.

Empleandsc este método la cantidad de etanol gastada sigue siendo muy
considerable, por lo que se procede a recuperar el etano! (Pgp,=72.0 C). Para comparar ei
grado de pureza de éste, se construyd una curva de calibracion determinando el indice de
refraccion de las mezclas alcohol - agua, ver anexo 3.

En la tabla 5.4.3.2 se muestran los resultados obtenidos después de aplicar este
método para la obtencion de pectina a partir de pulpa fresca de tejocote.

TABLA 5.4.3.2 RESUL

7116 433 “SE OBTIENE
1.4383 877 UNA PECTINA
1.4006 8.54 | DE COLOR CAFE
| 1.1898 7.25

£l peso de la puipa fresca empleada en todos los casos es de 16.4 g. Métado medificado de Kiwi.

30
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5.4.4. - METODO DE EXTRACCION EMPLEANDO ACIDO OXALICO.

En la tabla 5.4.4 se muestran los resultados obtenidos después de aplicar este método
para la obtencion de pectina a partir de pulpa fresca de tejocote. Los experimentos se
realizaron empleando 2 concentraciones de acido oxalico de 50% y de 0.5%. La
concentracion optima para la extraccion es de 0.5%.

TABLA 5.4.4 EXTRACCION DE PECTINA CON ACIDO OXALiCO

lr 2.2795 13.89 - PECTINA DE
2.2340 13.62 COLOR
! 2.1832 13.31 ANARANJADO
1 2 4847 15.02
[ 2.5200 15.36 |
1 2.9014 17.69
'] 26975 16.44
b 3.0270 18.45
I 3.1645 19.29
2.3022 14.03

Condicicnes del métado: concentracien del acide oxalico 0.5%, volumen empleado 200.0 mL, el peso de la pulpa
empleada en todos los casos es de 16.4000 g.

5.4.5. - METODO DE EXTRACCION EMPLEANDO EDTA.

En fa tabla 5.4.5 se muestran los resultados obtenidos después de aplicar este método
para la obtencion de pectina a partir de pulpa fresca de tejocote.

También en este método se emplearon varias concentraciones de EDTA. La optima
fue 0.5%.

TABLA 5.4.5 RESULTADOS DE LA EXTRACCION DE PECTINA
EMPLEANDO EDTA COMO MEDIO EXTRACTANTE

. “SE OBTIENE
3.09 B UNA PECTINA
2.80 DE COLOR
5.22 AMARILLO CLARO
0.5397 1 329 1 |

M
Condiciones del método: concentracion del EDTA 0.5%, volumen empieado 200.0 ml, el peso de {a pulpa empleada en
todos los casos es de 16.4 g.
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5.4.6. — EXTRACCION DE PECTINA MEDIANTE EL METODC ACUOSC.

En la tabla 5.4.6 se presentan los resultados de este matodo desarrollado en este trabajo y que no se
encuentra reportado en la literatura.

TABLA 5.4.6 EXTRACION DE PECT]NA POR EL METODO ACUOSO

1.2280 :
1.1969 : PECTINA
1.2085 | : : DE COLOR
1.1394 : BEIGE CLARG
1.1914
1.0425
1.0614
0.8602
1.2866
1.3355
PROMEDIO

El método es muy sencillo, se basa en la propiedad fundamental de ias pectinas que es
su solubilidad en agua ligeramente acidulada.

5.4.7. — EXTRACCION SECUENCIAL DE PECTINA DE TEJOCOTE
En la tabla 5.4.7.1 se muestran los resuitados de la extraccion de pectina en forma
secuencial empleando los métodos mencionados:

TABLA 5 4 7 1 EXTRACCION SECUENC[AL DE PECTINA

v -i 7 T B e

ACUOSO 10.17 Y 10.05

AC. OXAL. 414Y9.0
I‘ NaOH 2.67Y 0.04 i
| HCI 1.66 Y 0.53
| TOTAL 18.64 Y 19.62

T M
Los valores reportades en ia tabla son promedic de 20 extractiones, 10 empleande acido oxalico al 5.0% y 10 con acido
oxalico al 0.5%.

La tabla 5.4.7.2 presenta ios resultados de la observacion previa de cada método
empleado para la extraccion de pectina de la pulpa de tejocote de la variedad H:
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TABLA 5.4.7.2 OBSERVACION PREVIA DE LOS METODOS

RENDIMIENTO

ido oxalico al 0.5 %

[Acido oxalico al 5.0 % 3.0

HCH 1.0

cuOsSo 7.0

aOH 2.0

E

—a— T — —— i

Valores promedio de 3 extracciones.

1)

2)

3)

4)

En las tablas desde la 5.4.2 hasta ta 5.4.7.2 se muestra que la extracciéon de pectina
de la pulpa de tejocote se llevo a cabo por diferentes métodos y en cada uno de ellos
se obtuvieron rendimientos diferentes: a) el aplicado a pulpa de Kiwi con un
rendimiento entre el 1.0 y el 1.66%, b) el método Kiwi modificado con un rendimiento
entre el 7.0 y el 9.0 %, c) el método oxalico en donde se empled una solucion de acido
oxalico como agente extractante y se obtuvo un rendimiento entre el 13.0 y el 18.0%,
para soluciones 0.5% d) el método EDTA, en donde se empled una solucion de EDTA
al 0.5% como agente extractor, obteniéndose rendimientos entre el 3.0 y el 9.0%, e) el
método acuoso en con el cudl se obtiene un rendimiento entre el 7.0y el 10.0%, f) y un
método secuencial (extrayendo la pectina primero con agua ligeramente acidulada,
luego con soiucién de acido oxalico al 5.0%, después con solucion de HCI 0.05N y
finalmente con NaOH 0.05N) en donde en promedio se obtuvo un rendimiento del
18.64% y de 19.62% cuando se emplea solucion de acido oxélico al 0.5%; esta
secuencia es mejor que la anterior. Es importante volver a mencionar que el metodo
acuoso no se encuentra reportado como tal en la literatura fue innovado en ei
desarrolio eerr'lmental de este proyecto. El etanol empleado en todos los casos fue
recuperado

En la mayoria de los métodos reportados en la literatura no se especifican
minuciosamente las condiciones de extraccién o bien tienen algunos problemas que
impiden que la reproduccion en el laboratorio sea precisa. Otra observacion,
especialmente al método aplicado a la puipa de kiwi es gue emplea una gran cantidad
de etanol para extraer los pigmentos y las enzimas de los vegetales o frutos, y al
aplicarlo al tejocote esta cantidad se hace diez veces mayor por la cantidad de
pigmento que contiene la pulpa del fruto.

Al realizar la extraccion de la pectina de tejocote con 0.5% de acido oxalico y
condiciones optimas, se obtiene un rendimiento maximo de pectina entre el 11.28 y
19.29%. Estas condiciones de ser aplicadas, aseguran el mayor rendimiento y calidad
adecuada para la obtencion de la pectina de tejocote a nivel laboratorio y que se
pueden extrapolar a nivel piloto.

Se propone que el cambio de color de la pectina obtenida se debe a posibles
compuestos de coordinacion formados con las moléculas de ios diversos extractantes,
no solo con las cadenas de las macromoléculas de pectina sino tambien con los iones
gue contienen éstas, procedentes del contenido de la pulpa.

157
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5.5. - PURIFICACION DE LA PECTINA.

Por este método se obtiene una pectina cuyo cromatograma, corrido en capa fina, dic una

sola mancha. El color obtenido del gel y del producto seco, es mas claro.

1} Para la recuperacién del gel de pectina proveniente de la extraccion o de ia
purificacion se disefio una columna de vidrio que facilito este trabajo. Esta columna es
de vidrio, sencilla y de bajo costo, porque para su construccion se emplearon vasos de
precipitado de 1.0 L estrellados en la base se unieron y se formd la columna como se
mostird en el desarrollo experimentai.

5.6. - CARACTERIZACION.
5.6.1. - PUNTO DE FUSION:

|a tabla 5.6.1 muestra los resultados obtenidos en la determinacion del punto de fusion:

TABLA 5.6.1 PU

e

NTO

i

S DE FUSION
=

C, OBS. OBS. T{C) S. |
130 CAFE 129-130 CAFE 105-106 | FUNDE
230 Se 170 Se

carboniza carboniza carameliza
No funde No funde 230 Se carboniza
} No funde

1) Como se observa en la tabla 5.6.1 no se puede determinar un punto de fusion
concreto, ya que la muestra se carboniza. Sin embargo, podemos observar gue el
comportamiento tanto de ia pectina citrica, como de la pectina de alto metoxilo y de la
extraida de la pulpa det tejocote es el mismo.

5.6.2. - SOLUBILIDAD.

En la tabla 5.6.2, se muestran los resultados de las pruebas de solubilidad. Mostrando un
comportamiento muy similar, ademas la solubilidad de la pectina de tejocote concuerda
con lo reportado en la literatura.

TABLA 5.6.2 SOLUBILIDAD DE DIVERSAS PECTINAS

T o e e T AT T .

Insoluble, gelifica, se |Insoluble, se torna Insoluble, gelifica en
pone de color blanco. |de color amarillo, | mayor grado, foma un
gelifica. color anaranjado claro.

N R _ )
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[Tetracloruro de ldem. idem. l Idem, gelifica mas. !
carbono. ! ‘ B
Cloroformo Insolubie, forma una | Insoluble, forma Insoluble, se terna '
suspension. una suspension, se {anaranjada, no forma
|torna amarilia. suspension, gelifica.
frﬂeno Insoluble, adquiere el | Insoluble, adguiere |Insoluble, adquiere &l
solido consistencia | el sélido un color | sélido un color café.
cristalina incolora. tamarilio.

Acetato de Etilo | Insoluble, forma una |Insoluble, forma Insoluble, forma una
suspension de color | una suspension de |suspension de color
amarillo. color amarillo. anaranjado.

Benceno. j Insoluble. Insoluble, forma un iinsoluble, forma un gei_—|

[ gel amarilio. ~ Janaranjado.

Hexano “1Insoluble, toma un Insoluble, toma un |insoluble, forma un gel
color blanco el color amaritlo &l anaranjado cristalino.
soélido. solido.

Eter de Petréieo |Insoluble, ei sdiido Insoluble, el sélido | Insoluble, gelifica
toma un color blanco. |toma un color tornando un color naranja

amarillo. cristalino. 3§

Ciclohexano insolubie, el sdlido se|Insoluble, el solido |inscluble, el solido de
sedimenta, es de de color amarillo se | color naranja se
color blanco. sedimenta. sedimenta.

Eter etilico Insoluble, gelifica de |Insoluble, gelifica |insoluble, gelifica de color
color blanco. de color amarillc. naranja.

Heptano Insoluble, sdlido Insoluble, solido Inscluble, sdlido
blanco que se amarilio que se anaraniade gue se
sedimenta. sedimenta. sedimenta. ‘

Aceiona Poco soluble, se Poco soluble se Poco soluble, gelifica.
sedimenta. sedimenta un

s6lido de color
amarillo. [
metanol Poco soluble, sdlido | Poco soiuble, | Poco soluble, gelifica, ]
gue se sedimenta. sélide amarillo que | solido anaranjado ]
se sedimenta. sedimenta. |

1) Respecto a la solubilidad la tabla 5.6 2 muestra que la pectina de ambas especies es

soluble en agua, poco soluble en acetona y metanal, la pectina citrica pocc soluble en
dimetil sulfoxido y la de tejocote es soluble en dimetil sulfdxide, ia pectina citrica de
alto metoxilo 0 marca sigma se descoempone en acido sulftirico, la pectina de tejocote
es poco soluble en acido clorhidrico, en acido triffuoroacético v tricioroacético.

2) Se propene que los colores gohservados resultan de ias interacciones de ios

disolventes con las cadenas de las macromoléculas de las pectinas, o mismo sucede
cuando se emplean las diversas sustancias para realizar las exiracciones, cada una de
ellas produce una pectina de color diferente.
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5.6.3. — ANALISIS CUALITATIVO Y FUNCIONAL ORGANICO'.

La tabla 5.6.3.1 muestra el analisis funcional organice de la pectina de tejocote:

l - EXAMENPRELIMINAR

: - SIG|
|. — EXAMEN PRELIMINAR

TABLA 5 6 3.1 ANALISIS FUNCIONAL ORGANICO DE LA PECTiNA

| — EXAMEN PRELIMINAR

n  Sélido colorido, no o Sdélido colorido, no o Sélido colorido, no
cristaline. cristalino. cristalino.

o Color crema. u Color crema. a Color café muy claro.

u  Olor a paja. u Olor a paja. o Inodoro

o No flamable. o No flamable. o No flamable.

a Color a ta flama naranja. | Color a la flama naranja. No ju A la flama no desprende
No desprende vapores. |desprende vapores. Deja vapores. Deja residuos.
Deja residuos. residuos color gris.

{lll. - CONSTANTES FISICAS[1l. - CONSTANTES FISICAS|[l. - CONSTANTES FISICAS

o Punto de fusién: entre u  Punto de fusion: entre a Punto de fusion: entre

| 256.6y280C se 256.6y 280 C se 260.0y 280 C se
carboniza. carboniza. carboniza.
{ It SOLUBILIDAD il. - SOLUBILIDAD [ll. - SOLUBILIDAD

o HO{+) a HO(+) g H,O+)

O Eter (- o Eter(-) 0 Eter(-)

o H;80:() a H;S04 (-} se descompone o H,50, (-) se descompone

a  Dimetil sulfoxido {+-) u  BDimetil sulfoxido (+-) 1 Dimetil sutfoxido (+)

0 HCI(9 o HCi{H 0 HOHEY

O TFAy TCA () o TFAy TCA (-) o TFAy TCA (+-)

o NaOH (-) o NaOH () g NaOH(-)

o NaHCG; {(-) 0O NaHCG, (-} o NaHCO; ()

V. ANALISIS ELEMENTAL V. ANALISIS ELEMENTAL V. ANALISIS ELEMENTAL

O S o S} o S

a N () g N(9) o N ()

u X (- QA () a X (4

Ji O (+) 1o 0y 2 O )

La tabla 5.6.3.2 muestra los resultados de las pruebas cualitativas aplicadas:

TABLA 5.6.3.2 ANALISIS CUALITATIVO

DEL ALCALI

COLORACION AMARILLA

GELIFICACION CON ETANOL

POSITIVA, FORMACION DE GEL TRANSPARENTE |

il(l-VinO4

"88 nicialmente también se realizé un seguimiento por difraccion de rayos X. Ver Anexo 3

36

| COLOR MALAGA, FLUORESCENCIA VERDOSA }l
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1) El andlisis elemental que se llevd a cabo para las tres pectinas indica que contienen
solamente C, O e H, como se observa en la tabla 5.6.3.1. Este analisis se llevd a cabo
para verificar la existencia de N, S o Halogenos, ya que la bibliografia menciona gue
estos elementos pueden formar parte de [as pectinas.

2} De la tabla 5.6.3.2 podemos observar que la caracterizacién cuaiitativa de la pectina
de tejocote fue positiva, es decir con solucidén de alcali dio una coloracidn amairilla,
formod un gel transparente con etanol y dio un color malaga con fluorescencia verdosa
cuando se le agregd a la solucidn acuosa una solucién de permanganato de potasio,
todo esto caomprueba gue el producto cbtenido en la extraccion es pectina.

5.6.4. - CROMATOGRAFIA DE GASES.

En la tabla 5.6.4 se muestran los programas empleados y las observaciones obtenidas al
someter a la pectina al proceso de cromatografia de gases:

TABLA 5.6.4 CROMATOGRAFIA DE GASES DE PECTINA DE TEJOCOTE

z ittt B A 4 bl = s i
1 4.0 a) 1.0 pl a) 1 senal muy peguena.
b) 3.0 ul b} 2 picos no resueltos.
2 4.0 a)1.0ul a) 2 picos uno grande y un
b) 2.0 ul pequeio al final.
c) 3.0 b} 1 sola sefial pequefia.
¢) 1 sola senat muy grande.
| 3 4.0 a) 3.0 ul a) 2 picos. Se efectuaron 3
50,207 corridas, 2 repetitivas.
4 2.0' 25" ay3.0ul a) 1 pico con un residuo. |
5 4.0 a) 3.0 ul a) 1 pico no bien resuelto. |

—

Resultados de las corridas efectuadas en el equipo Gow-Mac de FES-Cuautitian.

Posteriormente se realizd una corrida en un cromatografo de gases del
CINVESTAV-IPN, Departamento de Biotecnologia el cual nos sirvib como analisis
cualitativo de la presencia de grupos metoxilo en 2 muestras de pectina de tejocote
extraida empleando acido oxalico como agente extractante.

Los tiempos de retencion para los grupos metoxilo son de 4.173 y 4. 297 por el area
bajo la curva vemos gue una muestra contiene mayor porcentaje de éstos'®

1) En cuanto ai analisis por cromatografia de gases encontramos dos situaciones: una
nos muestra que la columna del equipo Gow-Mac no tiene {a resclucian suficiente para
determinar la pectina ni los grupos metoxilo contenidos en ella; la otra situacion nos
indica que feniendo una columna de mayor resolucién como las columnas capilares

%% \er anexo 3.

fed}
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podemes analizar la mezcla de pectina y sus respectivos grupos metoxiles, ademas
nos indican el tiempo de retencion de éstos.

5.6.5. - CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS.
En la tabla 5.6.5.1 se muestran el nimero de fracciones (en funcidon del tiempo de
retencion) y los pesos moleculares de las mismas, obtenidos por cromatografia de
liquidos de alta resolucion, de la pectina extraida de pulpa de tejocote con acido cxalico:

TABLA 5.6.5.1 PECTINA EXTRAIDA DE PULPA DE TEJOCOTE,
VARIEDAD H CON ACIDO OXALICO (0.1037g/500mL)

553 8364281
- 699343 6
. 819710.5 MI
" 6859695 |
6.66 647519.0
6.73 635816.7 ]
11.71 1073.9
] | I

En la tabla 5.6.5.2 se muestran el numero de fraccicnes (en funcion del tiempo de
retencion) y los pesos moleculares de las mismas, obtenides por HPLC, de la pectina
extraida de pulpa de tejocote de la variedad H con el método acuoso:

TABLA 5.6.5.2 PECTINA EXTRAIDA CON AGUA (0.1132gi‘£OmL)

476 965153.8
576 7979776
]
6.54 1 6657580.2
—




CAPITULO 5 RESULTADOS PECTINAS

En la tabla 5.6.5.3 se muestran el numero de fracciones (en funcién del tiempo de
retencion) y los pesos moleculares de tas mismas, obtenidos por cromatografia ce
liquidos de alta resolucion, de la pectina comercial esterificada:

TABLA 5.6.5.3 PECTINA ESTERIFICADA

P

(0.1212g/100mL)

PAT

e

935062.1

5.52 - 838099.9

14.38 80.2 J
=l

En la tabla 5.6.5.4 se muestran el nimero de fracciones (en funcion de! tiempo de
retencion) y ios pesos moleculares de las mismas, obtenidos por cromatografia de
liquidos de alta resolucion, de la pectina citrica grado reactivo analitico:

TABLA 5.6.5.4 PECTINA CITRICA (0.11g/100mL)

Ty T 7 g

4.04 1085521.0

470 975184 4 %

—

La Curva Patron con la que se determinaron los pesos molecuiares de las diversas
fracciones contenidas en las soluciones de pectina estudiadas y los cromatogramas
correspondientes pueden consultarse en el anexo 4.

1} La cromatografia de liquides de alta resolucion da informacién del numero de
fracciones que contienen las soluciones de pectina asi como sus pesos moleculares
correspondientes, empleando estandares de pesos moleculares conocidos en
Daltones vy determinando sus tiempos de retencion. Como se cbserva en las tablas
anteriores las pectinas gue se extrajeron con el método acuoso estan constituidas por
3 fraccicnes de peso moleculares que oscilan entre 670,000 a 970,000 Daitones. Las
pectinas que se extraen con acido oxalico estan constituidas por 7 fracciones de pesos
moleculares que oscilan entre 1000 a 840,000 Daltones. La pectina citrica de aito
metoxilo o sigma tiene 3 fracciones de pesos moleculares entre 80.0 y 935000.8
Daltones. La pectina citrica esta constituida por 2 fracciones una de 1085521.0 y ofra

de 975184 .4 Daliones.

(o]
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5.6.6. — ANALISIS DE PECTINAS CON METODOS POTENCIOMETRICOS.
En la tabla 5.6.6.1 se muestran diversos métodos de extraccidn de pectina asi como ei
rendimiento correspondiente, ademas el peso equivalente, el % de metoxilos y el % de
acido anhidrourénico obtenidos desarrollando métodos potenciométricos.

TABLA 5.6.6.1 METODOS DE EXTRACCION Y PROPIEDADES

ACUQOSO 1821.58 . ) B 10.17
AC. OXAL. 299.56 3.16 78.72 414Y 15.0
NaOH 1326.86 6.98 56.57 2.67
HCI 517.76 528 63.54 1.66

En la tabla 5.6.6.2 se muestran el % de metoxilos y el % de acide anhidrourénico
de la pectina citrica usada como referencia; asi como los datos bibliograficos:

TABLA 5.6.6. 2 PROPIEDADES DE ESTRUCTURA DE PECT[NA CITRICA

CITRICA USP _
CITRICA REACTIVO ANALITICO | 7.0.80 . 60.0
CITRICA LITERATURA ; 6.0-7.0 74.0

En la tabla 5.6.6.3 observamos diversos métodos de extraccion de pectina,
realizados como observacion previa (promedio de 3 extracciones), su rendimiento, el %
de grupos metoxilo vy el porcentaje de acido anhidrouronico de ésta.

TABLA 5 6. 6 3 METODOS DE EXTRACCION Y CARACTERISTICAS

IAC'. QO oxalico al U, : .

|| Acido oxalico al 5.0 % 20 65.0

1 HCI 2.0 60.0

lF\cuoso 10.0 70.0
NaOH 7.0 550
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En la tabla 5.6.6.4 podemos observar un analisis comparativo del peso equivalente,

el %MeO y el % AAU en 3 muestras de pectina: de tejocote (extraccion acuosay), citrica vy
citrica marca Sigma.

TABLA 5.6.6.4 PROPIEDADES QUIMICAS DE 3 TiPOS DE PECTINAS

Tejocote | 1978.75 T 1333 | 720
Citrica 1443.0 14.82 64.0
Sigma 63091 12.95 603

Los valores reportados en ias fablas anteriores son resuitado de 10

determinaciones por cada método de extraccidn, excepto donde se indica que fueron 3.
Los calculos correspondientes para obtener los datos reportados en las tablas y otras
graficas con sus respectivas tabulaciones pueden ser consultadas en el anexo 2.

1)

2)

Se desarrollaron algunos métodos potenciométricos para determinar algunas de las
caracteristicas importantes de las sustancias peécticas, que las van a definir como
acidos pecticos o pectatos, como son: peso equivalente, porcentaje de acido
anhidrourdnico y porcentaje de grupos metoxilo que determinara el grado de
esterificacion de la pectina. La técnica originalmente encontrada solo empleaba una
valoracion volumetrica empleando el rojo de metilo como indicador; los resultados
obtenidos con ella eran muy subjetivos, porque el rango de vire del indicador no era
definido ni podiamos determinarlo con precisién,

Todos los datos experimentales reportados son valores promedio de al menos 10
determinaciones, en general fueron mas ya que se encontraban diversidad en los
resuitados como to comentaremos mas adelante.

El porcentaje de metoxilos encontrado para la pectina extraida por el método acucse
€S8 mayor que el reportado en la literatura y el encontrado experimentalmente para las
pectinas citricas. Las exitracciones &acidas y basicas disminuyen el grado de
esterificacion de la pectina. También puede observarse que para un mismo método de
extraccién podemos encontrar diversos valores de contenido de metoxilo, esto se debe
a gue ninguna muesira de pectina es igual a otra porque la distribucion de los
polimeros que ia contienen no es constante, es aleatoria. Lo mismo sucede para las
otras determinaciones.

Con el método de extraccion con acido oxalico se obtienen pectinas gue contienen el
mayor contenido de acido anhidrourdnico.

El peso equivaiente mayor o tienen las pectinas extraidas con el método acuoso.

Ei volumen de equivalencia, en las cuivas de valoracién potenciomeétrica, fue
determinado empleando el método de las paraielas.
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5.6.7. - CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA.
5.6.7.1. - ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA.

Se observaron, en general, dos absorciones importantes en todas las corridas efectuadas
de diferentes tipos de pectina, o cual se muestra en fa tabia 5.6.7.1.1:

TABLA 5.6.7.1.1 ABSORCIONES DE PECTINA EN ULTRAVIOLETA

Ayax. 202.00 y 278.00 nm

Awax: 199.00y 278.00 nm

Amix: 199.00 ¥ 278. 00 nm

Awax: 185.00y 278.00 nm

Anax: 199.52 y 280.00 nm

{ACUQSA) Agay; 200.0y 28G.3 nm

| ] Wi b

(ACUOSA) %yax: 200.0y 2803 nm_|

Las caracteristicas de cada espectro se presentan en la tabla 5.6.7.1 2.

TABLA 5 6 7.1.2 CARACTERISTICAS DE ESPECTROS ULTRAViOLETA

-

Corresponde a un espectro uitravioleta de pectinas de alto metoxnio

tanto de las extraidas de la pulpa de tejocote, variedades H y D, como
citrica grado reactivo analitico y USP.

Corresponde a un espectro ultravicleta de pectinas de bajo metoxilo

extraidas de la pulpa de tejocote, variedades H y D, y de pectina citrica

grado reactivo anatlitico y USP.

Espectrc de pectina citrica

Espectro de pectina de tejocote extraida por métode acuoso.

O )

|idem.

|

l.a asignacién de las . de los espectros se muestra en la tabla 5.6.7.3:

~PECTINA -

TABLA 56.7.1.3 ASIGNACION DE BANDAS

~ BANDAS (nm) -

CITRICA

199.00 A 202.00

Pertenece ‘a'l grijpo >C = O del amdo..

278.00 a 280.00

Pertenece al grupo >C = O, del éster.

TEJOCOTE

199.00 a 200.00

Pertenece al grupo >C = Q, del &cido.

n

278.00a280.3

Pertenece al grupo >C = O, del éster.

Podemos destacar que el comportamiento de la pectina de tejocote es similar al
comportamiento de la pectina citrica. Los espectros UV — Visible pueden consultarse en el

anexo 5.
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De ia informacién que hasta ahora se tiene en las tablas anteriores podemos decir que
la estructura de la pectina de tejocote es muy similar a la de la pectina citrica, por lo
que podemos esperar que en su estructura se encuentren grupos cromadforos en la
region de radiacién ultravioleta del tipo carbonilo y carboxilo. Tedricamente, el grupo
carbonilo cetona presenta en el espectro ultravioleta, dos absocrciones importantes, en
fas hmax. 188 y 279 nm. Y los grupos carboxilo presentan la absorcion en 204 nm.

Los resultados obtenidos en los espectros muestran que estas absorciones han sufrido
efectos batocromicos, hipocromicos e hipercromicos debido a los sustituyentes
vecinos o por el disolvente empleado, ya que las abscrciones encontradas son: para
pectina citrica 199.0 y 278.0 nm y para la pectina de tejocote {(extraida por el metodo
acuoso) de 200.0 y 280.3 nm. El grupo carbonilo contiene en el enlace o un par de
electrones, 1 par de electrones en n y 2 pares de electrones de antienlace. Las
cetonas saturadas presentan 3 bandas de absorcion, 2 bandas en la region ultravioleta
lejano, la primera una absorcién fuerte aproximadamente en 150.0 nm debida a la
transicion n - n* y la segunda alrededor de 190.0 nm debida a la transicidon n — ¢*. La
tercera banda se presenta en el ultravioleta cercano, es una banda R que aparece
aproximadamente entre 270 y 300 nm. Esta es una banda debil con un coeficiente de
extincidn maxima menor de 30, resultante de la transicion prohibida n— = *.

En realidad para las moléculas de pectina se presentan las absorciones cerca de
200.0 debida a los grupos carboxilos libres del acido péctinico y las de 278.0 - 280.0
debidas al grupo carbonilo metoxilado.

5.6.7.2. - ESPECTROSCOPIA INFRARROJA',

Se presentan resultados de los espectros infrarrojos de pectina citrica de alto metoxilo,
pectina citrica de bajo metoxilo, pectina de tejocote de alto metoxilo, pectina de tejocote
de bajo metoxilo, pectina extraida por el método acuoso, pectina extraida por el método
oxalico, de la pectina citrica grado reactivo analitico y pectina citrica con alto contenido de
acido galacturénico (85.0%).

En las tablas 5.6.7.2.1 y 56.7.2.2 se muestran las sefales obtenidas y la

asignacion de los grupos funcicnales correspondientes.

179 | os espectros de infrarrcjo pueden consultarse en el anexo 6.

L8]
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TABLA 5.6.7.2.1 ESPECTROS DE INFRARROJO

PECTINAS

LESPECTRO: o SENALES (em™) i -0 ASIGNACIONES Y -OBSERVACIONES:
PECTINA - 3434.0 ' Banda c0frespond|ente al grupo funcional OH-
CITRICA [ 29470 . Banda v di enlace C - H alifatice.
(DEPEST) 1748.2 . Banda correspondiente al grupo carbonilo: C=C del -CCOMe.
| 1624.1 ‘ | Banda correspondiente a: grupo C=0Q del acide - COOH,
H 14201 :
| 1334.6
; 1235.8
} 1156.9 Banda correspondiente a ia vibracién del enlace ~ C — Q.
: 1117.4 ;
i 1018.6 | Banda & del grupc — COCH.
| 959.4
; 847.5
[ 643.5 1 :
PECTINA ] 34406 Banda correspondiente at grupo funcional OH-
TEJOCOTE | 2940.4 Banda v d! enlace C - H alifatico.
(ACUOSO) ] 17492 Banda correspondiente ai grups carbonito: G=0 det -COOMe.
(PECAQ) ' 1637.3
I' 1446.4 Banda carrespondients a: - COOH,
1374.0 ]
] 1275.3 |
} 1117.4 Banda correspondiente a la vibracion del enlace — G - O,
i 1018.6
I | 855.4  Banda § del grupo —~ COOH.
| 926.5 1
i 604.0 [
| 479.0 |
PECTINA : 37433 l
TEJOCOTE ! 34406 [ Banda correspondiente al grupo funcional OH-
{OXALICO; \ 29328 | Banda v d! eniace C - H alifatico.
(PECACOX) !‘ 17492 ‘r Banda correspandiente al grupo carbonito; C=0 del -COCMe.
i ; 1617.8 i
; ! 1584.8 | Banda correspondiente a: - GOOH.
i 1408.9 !
! 1308.2
1 1275.3 f
" 1110.8 ! i Banda correspondiente a la vibracién del enlace - C ~ O,
‘ 1018.6 |
[ 722.5 1‘ Banda 3 de! grupo — COOH. §
! 643.5
; 472 .4 I
PECTINA 1 3427 4 | Banda correspondiente ai grupo funcional OH-
}C”‘R!CA GAL 2927.2 : Banda v d! eniace C - H alifatico. L
| 1768.9 | Banda correspondiente al grupo carbonilo: G=0 dei -COOMe.
: 1624.1 ‘
| 1439.9 'Banda correspondiente a: - COOH.
; 1380.6 }
g 1268.7 ,
| 1166.6 i Banda correspondiente a la vibracion del enlace — C — O.
i 1110.8 -
“ 10186
: 986.0 \ Banda & del grupc - COCH,
! 847.5 ,
i 630, ‘=
; 446.1 :
M—___%W
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TABLA 5.6.7.2.2 ESPECTROS INFRARROJOS
‘ t “ASIGNACIONES Y. OBSERVACIONES . -

PECT!NA CITRICA DE! 3862.0
ALTO METOXILO ! 3388.0 Banda correspondiente a! grupe funcional OH-
2970.0 \ Banda v dl enlace C ~ H alifatico.
2942.0
17340 ; Banda correspondiente al grupo carbonilo: C=0 de! -
1684.0 -COOMe.
! ; 1636.0 1

: 1560.0 i
i 1278.C . Banda correspongdiente a: - COOH.
1068.0 !
! 1052.¢
? 942.0 ,
r 552.0 Banda 5 de! grupo ~ COOH.
: 538.0 :
| 472.0 |
PECTINA CITRICA DE 3818.0 }
BAJC METOXILO ! 3562.0 ‘
’ ‘ 3388.0 1 Banda correspondiente ai grupa funcionai OH-

2970.Q i Banda v di enlace C - H alifaticg,

2942.0
1750.0 Banda correspondiente al grupe carbonilo: -COOMe.
i 1636.0
1430.0 Banda correspondiente a; - COOH.
1386.0
1280.0
1160.0 i
) 1098.0 | Banda correspondiente 2 ia vibracién del enlface = C - O.
§ 10564.0 "
} 1014.0

| nnon
| I

: 910.0 : Baﬂda & del grupo — COQH.
} 732.0 |

' Banda correspondiente a la vibracién del enlace — C-0.

642.0
584.0
552.0 |
PECTINA TEJOCOTE ! 3382.0 | Banda correspondiente al grupe funcional OH-
DE ALTO METOXILO | 2928.0 ‘ Banda v ¢l eniace C ~ H alifatico.
2368.0
@ 1750.0 Banda correspondiente al grupo carbonilo: -COOMe.
: 1858.0 ‘ Banda correspondiente a: - COOH.
1456.0
| 1108.0 'Banda correspondiente a la vibracion del enlace — C - O.
g 822.0 | Banda & del grupo ~ COOH.
: 348.0 |
| 768.0 f
478.0
IDEM

PECTINA DE
TEJOCCOTE DE

BAJO METOXILG ‘ |

i
[
|
|
\

<60
(€3]
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1) Mediante la espectroscopia infrarroja encontramos los siguientes grupos funcionales:

"~ - OH, - C - H alifatico, - C = Q, - COCCHjs, - COOH, vibracion — C — O, y ia banda ¢ de!
grupo — COOH, lo cual concuerda con los grupos sugeridos para las pectinas citricas ¥
podemos entonces afirmar que las pectinas de tejocote también contienen estos
grupos funcionales y muy probablemente la misma estructura. '

5.6.7.3. —- ESPECTROMETRIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR.

En el anexo 7 se presenta el espectro de resonancia magnética nuclear resultante de la
solucion de pectina de tejocote extraida por el método con acido oxalico como agente
extractante. Es un espectro complejo de RMN'H en donde no se observan patrones de
acoplamiento sencillos y posibles de identificar.

5.6.8. - CARACTERIZACION ESPECTROMETRICA POR ICP'™,

En la tabla 5.6.8 se muestra el conienido de minerales en la pectina de tejocote extraida
por el método acuoso, determinados por la técnica de ICP:

0.

02362

0.1154
SOLUCION: 0.1440 g/100 mL

1) Como se muestra en la tabla 5.6.8 las pectinas de tejocote extraidas por el metodo
acuoso tienen elementos inorganicos presentes en el fruto, fueron encontrados: Ca, K,
Zn, Fe, Cr, entre otros. Las pectinas extraidas de tejocote contienen gran cantidad de
Cay Zn, por lo que puede ser usada en la industria alimenticia.

2) El contenido de iones inorganicos en la pecfina de tejocote extraida por el método
acuoso es mayor que en la pectina oxalica y la citrica. Es importante destacar que lo
observadc en estos resultados respecto al calcio confirma la hipdtesis de que ia
pectina tiene como funcién fisiciogica unir a las células y que esta funcion se lleva a
cabo formando estructuras funcionales de caja de huevo en donde el calcio tiene una
gran importancia. Cuando realizamos la extraccién acuosa la pectina guarda una gran
cantidad de calcio, mientras que el emplec de &cido oxalico forma compuestos de

"' En el anexo 8 se pueden consultar las condiciones del método para esta determinacion.
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coordinacién con el calcio y al evaluarlo en la pectina se cbtienen resultados mas

bajos.

5.6.9, - COMPORTAMIENTO REOLOGICO',
Se obtuvieron una serie de graficos para determinar las propiedades viscoelasticas de
soluciones de pectina. En la tabla 5.6.9.1 se resume el comportamiento encontrado:

TABLA 5.6.9.1 COMPORTAMIENTO REOLOGICOS DE SOLUCIONES DE

GRAEICA

PECTINA AL 1.0%

OMPORTAMIENTO

VISCOSIDAD (1) vs
VELOCIDAD DE CIZALLA
v

PECTINA DE TEJOCOTE. - La viscosidad disminuye conforme
aumenta la velocidad de cizalia.

PECTINA CITRICA. - La viscosidad se mantiene constante al
aumentar la velocidad de cizalla.

ESFUERZO CORTANTE (1)
vs VELOCIDAD DE
CIZALLA (y)

PECTINA DE TEJOCOTE. — Se observa un comportamiento
pseudoplastico.

PECTINA CITRICA. - Se observa un comportamiento
Newtoniano.

GRAFICA LOGARITMICA
DE ESFUERZC
CORTANTE (1) vs
VELOCIDAD DE CIZALLA

{y)

PECTINA DE TEJOCOTE. — Se comprueba que el
comportamiento pseudoplastico se puede explicar por &l modeio
de Ostwald de Waele con los parametros K=1524yn =
0.7792.

GRAFICA LOGARITMICA
DE ESFUERZO
CORTANTE (1) vs
VELOCIDAD DE CIZALLA
v9

PECTINA DE TEJOCOTE. ~ Comprueba el comportamiento |
observado.

PECTINA CITRICA. — Comprueba el comportamiento
observado en las graficas anteriores.

GRAFICA DE MODULGC DE
ALMACENAMIENTO (G Y
MODULO DE PERDIDA
(G") vs ESFUERZO
CORTANTE (7).

PECTINA DE TEJOCOTE. ~ El madulo de almacenamiento (G')
permanece practicamente constante al aumentar el esfuerzo
‘cortante. Ademas a {1} < 10% G” > G’ = el comportamiento de
\Ia solucion es de un liquido viscoso. A valores de (1) >10% G’ >

G’ = el comportamiento de {a solucion es de un sdlido
viscoelastico.

PECTINA CITRICA. — El médulo de almacenamiento G’
practicamente se mantiene constante al incrementar et esfuerzo
| cortante, mientras que el médulo de pérdida G disminuye.

GRAFICA DE MODULQO DE
ALMACENAMIENTO (G) Y
MODULO DE PERDIDA
(G") vs FRECUENCIA {f).

i PECTINA DE TEJOCOTE. - Para valores de frecuencia
menores a 3 x 107; G' < G” = la solucién se comporta como un 1
liquido viscoso. A frecuencias mayores a 3.0x 107 G" <G =
la solucién se comporta como un solido viscoelastico.

| PECTINA CITRICA. - A valores mucho menores de frecuencia
cambia de comportamiento. A frecuencias menores de 7.8 x 10°
' 3' < G = ia solucidn se comporta como un liquido viscoso. A
frecuencias mayores de 7.8 x 10": G” < G’ = ia solucion se

i comporta como un sélido viscoelastico.

01

2 \er en el anexo 9 las graficas y los programas empleados para obtenerlas.
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En la tabla 5.6.9.2 se muestran los valores de viscosidad obtenidos con el reémetro y con
un viscosimetro-de Ostwaid.

TABLA 5.6.9.2 VISCOSIDADES DE LAS SOLUCIONES DE PECTINA

SCOSIDAD (determinada en e {determinada en el reémetro a velocidad
reometro de una solucidn 1.0% |de cizalla 0.0, de una solucion 1.0%); 73.5 mPa s.
es constante). 14.5 mPa s VISCOSIDAD (determinada con el viscosimetro de
| Ostwald, de una solucién 0.001%): 1.04 mPa s.
'VISCOSIDAD (determinada con el viscosimetro de
:2.174 mPa s.

Ostwald, de una solucion 0.1%)

1) Comc se observa en las tablas anteriores y en las graficas del anexo 10 las soluciones
de pectina de tejocote tienen un comportamiento de flujo pseudopiastico, la viscosidad
disminuye conforme aumenta la velocidad de cizalla, ademas dicho comportamiento
se puede representar par el modelo de Ostwald de Waele.

™
—

2 i Al ralden mo e rrem Hoargiad o
A esfuerzo cortante menor de 10° el compertamient a sciucién es de un liguido

o
viscoso y a valores de esfuerzo cortante mayores de 10 el comportamiento de la
solucidn es de un sélido viscoelastico.

o 3

3) A frecuencias menores de 3.0 x 10" la solucién se comporta como un liquido viscoso,
y a frecuencias mayores la solucion se comporta como un sélido viscoelastico. En un
compartamiento pseudoplastico la viscosidad determinada es aparente porque no es
constante, es decir, la viscosidad disminuye si ia masa aumenta.

4) Las soluciones de pectina citrica presentan un comportamienio de flujo Newtoniano,
es decir, son idealmente viscosas. La viscosidad, en estos casos no depende de la
carga, de la masa o de la resistencia.

5) Probabiemente las diferencias de comportamiento reoldgico se debe al contenido de
fracciones de las pectinas, de sus conformaciones y del contenido idnico de las
mismas.

[<d]
[e1]
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5.7. — ANALISIS ECONOMICO DE LA EXTRACCION.

En la tabla 5.6.10 se muestra el analisis ecorémico de los procesos de extraccion de
pectina de tejocote comparados con el costo de pectina de diversas fuentes.

TABLA 5.7 ANALISIS ECON'C')MICO DE DOS PROCESOS DE
EXTRACCION DE PECTINA

A : S & L :“« % = ST T «.: s e ?':‘j“ _? ”‘“ “3: e
: '2%3@ el e o @%x: e e =<§ % i
N) 108225y 1,013.51

PECTINA DE TEJOCOTE, METODO ACUGSO _ 817.76 Il
PECTINA DE TEJOCOTE, METODO OXALICO ) 751.28 |
PECTINA DE TEJOCOTE, METODO SECUENCIAL 850.00

e e e ———————— ey

1} Con los datos mostrados en la tabla 5.7 vemos Jue es muy rentable efectuar la
extraccion y si tuvieramos los precios de los reactivos en cantidades industriales los
costos se abatirian todavia mas.

2) Es necesario impulsar la industria Nacional y los proceso aqui propuestos nos
servirian para obtener productos pécticos y asi evitar tener un gasto anual de
3,053,190 de ddlares americanos en importar dichos productos. Fuente: SECOF! con
datos de Banxico, de enero a agosto del 2000.
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CAPITULGC 6. CONCLUSIONES PECTINAS

« Como se observo en los resultados, |a operacién de escaidado de tejocote fue
adecuado a! emplear agua caliente y favorecio a la segunda operacién preliminar que
gs el despulpado.

+ El emplec de sulfito de sodio y benzoato de sodic como antimicrobianos junto con fa
refrigeracion ofrecen buenos resuitados para ia conservacion de la puipa de tejocote.

« Otra operacidn preliminar es el secado de la pulpa. Cuando se realiza con microondas
se afecta el contenido de pectina. Como no se optimizd un método de secado
adecuado se trabajé con la pulpa humeda, lo cual no afectd los procesos de
extraccion.

» El andlisis bromatolégico de la pulpa nc difiere del reportado, excepto en el contenido
de pectina, ya que el encontrado experimentaimente es mayor.

» los métodos de extraccion modifican la estructura de la pectina, bien porgue las
condiciones provecan reaccione de hidrélisis o de formacidn de cooperativas ©
compuestos de coordinacion con las soluciones extractoras.

» Se desarrollaron y optimizaron varios métodos de extraccidn, de ios empleados en
este trabajo podemos decir que el méfodo aplicado a betabel requiere condiciones
muy especificas para llevar a cabo la dialisis, es un método caro debide al precio de
las membranas. Ademas se regueriria emplear varias membranas de diferente tamarno
de poro por las diversas fracciones que componen a estas sustancias pécticas.

» El método aplicado a la pulpa de kiwi no es apropiado para la puipa de tejocote pues
requiere muy grandes cantidades de etanol.

« Ef gel de pectina que se obtiene cuando se usa EDTA como agente extractante no es
tan firme come el gue se obtiene con los otros métodos.

e EI método que emplea acido oxalico es muy adecuado, pues disminuye et contenido
idnico v aumenta el rendimiento de pectina extraida. Ef numero de fracciones de sus
soluciones es mayor, 7 fracciones con pesos moleculares que oscilan entre 836428.1 y
1073.9 Daltones. Ademas el porcentaje de acido anhidrourdnico es mas elevado en las
pectinas extraidas con este método.

» El metodo innovado en esta investigacion que emplea agua ligeramente acidulada es
el mas sencillo. Con &l se extraen pectinas de alto peso molecuiar que oscila entre
965153.8 y 667580.2 Daltones. Ei método se fundamenta en la propiedad de
solubilidad en agua de las pectinas. Las muestras de pectina exiraida con este método
tienen mayor contenido de iones. Ademas el porcentaje de esterificacion es mayor.



CAPITULO 6. CONCLUSIGNES PECTINAS

« El secado de la pectina extraida es un meétodo no reportado en la literatura. Es sencille
y facil de efectuar. '

» |2 mayoria de las propiedades fisicoguimicas tanto de la pectina citrica como de la de
tejocote coinciden por lo que proponemos que ambas tienen una estructura muy
parecida.

e | 0os métodos de caracterizacion empleados son efectivos, precisos y reproducible para
obtener los resuitados.

» Los métodos potenciométricos permitieron obtener con mayor precision los datos de
peso equivalente, porcentaje de metoxilos y porcentaje de acido anhidrouronico en las
sustancias pécticas. Ei contenido de estas propiedades es mayor en las pectinas de
tejocote que en las pectinas citricas que se empiearon como control.

e Los espectros ultravioleta-visible e infrarrojo mostraron informacion acerca de los
grupos funcionales gue forman parte de las pectinas.

+ las pectinas estan asociadas a los iones presente en las especies de las cuales son
extraidas y que confirman su funcién biclogica de cemento celular y su asociacion con
iones calcio, ya gue el contenido de éste disminuye cuando se emplea acido oxalico
para las extracciones.

e Las soluciones poliméricas de pectina de tejocote lienen un comportamiento de flujo
pseudopldstico y las de pectina citrica tienen un comportamiento de flujo Newtoniano.
Esta diferencia en el comportamiento puede deberse al nimero de fracciones que [as
constituyen o bien a ta asociacion de las cadenas de las macromoléculas con ios iones
presentes.

» la industrializacion de! tejocote, para la extraccidon de pectina, es rentable desde el
punto de vista econdmico, ya que también se aprovecharian otros productos como
colorante, enzimas, otras sustancias como fitocidas, principios activos para
medicamentos, etc., y finaimente los residuos del proceso de industrializacién quimica
pueden usarse como forraje animal o bien como fertilizante.

o Falta mucho por hacer en la investigacion de este enano por su tamafio pero gigante
en toda su potencialidad, edafolégica, quimica, alimentaria, industrial y medicinal.
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ANEXCS PESTINAZ

ANEXOS 1
CALCULO TEORICO Y DATO
EXPERIMENTAL DE LA TEMPERATURA
QUE ALCANZA EL HORNO DE
MICROONDAS EMPLEADO PARA
SECAR LA PULPA DE TEJOCOTE




ANEXOS PECTINAS

DETERMINACION DE LA TEMPERATURA DEL HORNO.
Caracteristicas de!l Horno: Horno de microondas marca Daytron. Modelo
KOR-100H. Dimensiones Externas: 500(A) X380(P)X319(H)mm.
Dimensiones Internas: 372(A)X350(P)X215(H)mm. Dimensiones de
Volumen: 1ft°, Peso: ~ 17Kg. 6 7.71 Ib. Timer: digital 99'99".

Suministro de Energia 120V Ac 69 Hz. Consumo de Energia: 1300 W.
Salida de Energia: 800 W. Frecuencia de microondas: 2450 MHz.

Con estos datos se procedio a calcular la temperatura det horno.

CALCULOS:

Empleandc la ecuacion para calcular ia energia de una particula: E = hy,
sabiendo que ia constante de Planck tiene el valor; h = 6.6252 x 10°* Jsy
tomando el valor de la frecuencia de ia radiacién de microondas que es de
2450 MHz, que equivale a 2450 x 10° Hz 0 s™', tenemos que:

E=66252x10"*Js (2450 x 10°s™") = 1.623174 x 10°%* J
Sabemos que la energia de un grado Kelvin es de 1.38 x 10% J, entonces

1
la temperatura de la energia que tiene la emisién del horno de microondas
empleado es de: 0.1176213 K, que equivale a 32.11 °C.

El promedio de las determinaciones experimentales se muestra a
continuacién:

| Temperatura { C ) promedio de 10 determinaciones (t 32.05

| calentamiento: 1')
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ANEXO 2 ,
TABLA DE iNDICES DE REFRACCION
PARA VERIFICAR LA PUREZA DEL
ALCOHOL RECUPERADO POR

DESTILACION FRACCIONADAY
DIFRACTOGRAMA INICIAL PARA EL
'SEGUIMIENTO DE LAS EXTRACCIONES

= Y CURVAS DE VALORACION *
POTENCIOMETRICAS

!
i
|
|
|
|




ANEXOS PECTINAS

RELACION ENTRE EL INDICE DE
REFRACCIONY LA PUREZA DEL
ETANOL RECUPERADO

1,3900 |
1,3800 .
1,3700 - o
1,3600 - o *
1,3500 o ®

1,3400 ¢

13300 | | . o
0,00% 50,00%  100,00% 150,00%

PUREZA DEL ETANOL

INDICE DE
REFRACGCCGION DE
LA MEZCLA

. PUREZ/ L ~INDICE DE REFRACCION
10,00% 1,3367
20,00% 1,3416
30,00% 1,3493
40,00% 1,3539
50,00% 1,3580
50,00% 7,3610
70,00% 13632
§0,00% 1,3700
90,00% 1,3751
100,00% 1,3795

!
R e ———— — ————————— —————————————————— 1
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ANEXOS ' PECTINAS

A coentinuacion se presenta una curva de valoracién potenciométrica de pectina
citrica:

CURVA DE VALORACION POTENCIOMETRICA
PECTINA CITRICA

14,00 -
12,00 f
10,00 |
8,00

6.00
4,00 -
2.00

O ,O O i i . i ; R ! T | I S B i i I H J A S S

0,00 2,50 4,50 6,50 8,50 10,50 12,50 .
volumen de NaOH (mL) !

e
P 477 , 515 | 528 5,30
C09 " 1.00 150 5.00 250 . 300 | 3.0 . 4,00 4,50
42 : 5Bk 571 | 580 [ 622 | 6852 T 727 | ©18 | 1080
500 | 550 600 650 700 750 1 800 © 850 | 200
11.30 150 | 1144 1171 . 1196 1210 | 1215 12,20
I 1000 T 10, , , . 12,50 13.00
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ANEXOS PECTINAS

ANEXO 4
CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS




Muestra 1. Pectina extraida de puipa de tejocote, variedad H con agua, 0.1132g/100ml.

Tiempo de Retencidn Peso Molecular
4.76 965153.8
5.76 797977.6
6.54 667580.2

Muestra 2. Pectina de tejocote, variedad H, extraida con acido oxdlico, .1037g/500ml.

Tiempo de Retencién Peso Molecular
5.53 836428.1
6.35 629343.6
5.63 819710.b
6.43 685269.5
6.66 647518.0
6.73 635816.7
11.71 1073.9

Muestra 3. Pectina esterificada, 0.1212g/100mi.

Tiempo de Retencidon Pesoc Mcolecular
4.94 935062.1
b.b2 838.099.9
14.38 80.2

Muestra 4. Pectina citrica, ¢.11g/100mt
Tiempo de Retencién Pesc Molecular
4.04 REHHRAEH 0BSFD0
4.7 975184.4
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ANEXOS FECTINAS

ANEXO 5
ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA
VISIBLE




{7 OTIXDLZW 01V 30 YOIHIID YNILD3d dSN 4NI wesddsn ~—
A 07IIXOLAW 017V 30 VOIHLID VYNILO3d :4NI weodjoad ——
¢ 0 OVO3IHYA ONIXOL3W 01TV 30 VNILO3d :4NI  pwejdsed —
H OVO3IWVA O1IXOL3W 017V 30 VNILO3d :INI  yeioded
(WU)  HIONZ IAYM

0oL g2/ Ghb G LTE

067
bt e e e e e moo -
N

SEC’O

- B4V 0

£86°0

OTTX038W 03[R 8P SPUT}D3d T



00L

(- 0TIXOL3W 01V 30 VOIHLID VYNILO3d dSA 4NI  wesddsn
(T 0TIXOL3W 0LV 20 VOIHLIIO VNILD3d :dNI wed3zoad
(- O OVO3ITHYA OIIXOL3IW 01TV 30 YNILD3d :4NI pweiosd
o H QVO3IHVYA O1IXO0L3W 0LV 3d VNILD3d :4NI yejosd

OTTXDl8W 03[R 3Ip SeUTINad

BEN

(Y
(W) HILSY HAFM
%14 4 G LTE 061
+ — - [P e ;;..}xt:if!||w| moo..!
GEZ2 0
64vV°0
G
ECL’O
i L8670




00L

O1IX0.L3W 017V 30 VIIBLID VYNILD3d 45N
D1IXOL3IW 0LV 30.v3IHLIIO VYNILI3d
0 QVO3AIHVA 01IX0L3W 0LV 30 YNILD3d
H OVO3IHVA O1IXOL3IW OLV 30 VYNILD3d :dINI

OTTIX0138W 037Te

ap SPUT328d

G/

)
1

€

4NT
‘dNI
<4NT

wesddsn
weonjyoad
pweioad

yejzoad

0617

U, ..|..;..ty.»r<4|

|

]
f

2
=

600"~

GES" O

64770

ECL70

£96°0



(7} OTIX0L3W OrVE 30 VOIHLIID VYNILD3d dsn
722 O0TIXOL13W Orve 30 VIIHIID VYNILO3d
0 OVO3IWVA OTIXOLIW Orve 30 YNILO3d
H OVO3IHVYA O0TIXOL3IW Orve 30 VNILO3d

G'2lS 8147

OTIx033W oleqg ap seuUT)IDad

T

ST i
P

ANI
<dANI
ANI
<ANT

wqgoaddsn
wgnioad
puqgiosad
ywqioad

063
T

—
W o8

v60°0

EEQTO

A"

| 272N

iGe'e



Date: 24.09/96
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Spectrum Name: PECTINA. SP

Date Created: 24/09/96 11:28:19 AM

Instrument Model: Lambda 18
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ANEXOS PECTINAS

ANEXO 7 |
RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR |
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sctina - Plasma 96 Statistics Report. 10/24/96 5:06:02 PM ... .. . . Pagetors

lethod Conditions

ump Rate: 20 rpm PMT Voltage: 650V

lasma Gas:  15.0 L/min Auxiliary Gas: [ 50 L/min Sampie Uptake: 1[5 sec
ast Pump: On Rinse Time; 10 sec Smart Rinse: None
ines

ik Wavelén. - Type Int: Rep’

rack Ord Power Curve FTB MaxErr% BGD: OBCL OBCR

A\ 396.152 ANL 300 3 0080 1 130 Lm  No 15 pPPB
\s 188979 ANL 300 3 0.080 | 1.0¢ Lin No 15 PPB
¢ 23486t ANL 300 3 0040 2 196 Lin  No i3 PPB
d 228802 ANL 300 3 0010 3 FO0 Lin No 13 PPB
u 324754 ANL 300 3 0040 2 1.00 Lin  Ne 15 PPB
‘e 239940 ANL 300 3 0.040 2 [0 Lin  No 15 PPB
g 194163 ANL 300 2 0080 | 1.00 Lin No 13 ppPB
in 257610 ANL 300 3 0040 2 100 Lin No 15 PPB
NI 221647 ANL 300 3 0010 3 100 Lin  No 15 PPB
b 261418 ANL 3.00 3 0020 2 100 Lin No 13 PPB
e 196026 ANL 500 2 0040 100 Lin No 3 PPB
o 21385 ANL 300 3 0027 3

1.00 Lin  No 15 PPB

Mution -
C Stand ard

+ 100%

[dﬂddt d I (Std)

avel : i—bné}tk;
Al 396152 50000  ppm 132 03 41815
As 188979 1.0000d  ppm ! 53 23
Be 234861 1.6000 ppm 38 0.1 107647
Ca 228302 0.25000m  ppm 6 06 1039
Cu 324754 1.0000 ppm 34 0.4 12556
Fe  2359.940 1.0000 ppm 7 0.4 1711
vin - 257.610 10006 ppm 143 0.5 26091
N 221.647 10006 ppm 3 03 1069
Pb 261418 1.0000m  ppm 4 1.6 259
Se  196.026 0.25000 ppm ! 8.5 5
/n 213.856 £.0000 ppnt 29 0.3 8700
andard 2 (Std) 10/24/96, 3:26:23 PM Tube 2
Bl Wavelen: Sol'n Con¢ = Uni (Int). - %RSD " Intensity
AL 396152 10.000 06 83715
As  188.979 2.00060 34 42
Be  234.861 2.0000 pprl 175 0.1 213145

“d 228.802 0.56000m  ppm 0 03 2063



sotina - Plasma 96 Statistics Report. 10/24/96 5:06:02 PM

Ca 324734 2.0000 ppm 110 04 25928

Fe 239940 2.6000 ppm 7 02 3457

Hg 194163 0.1000¢  ppm i i6 83

M 237.6010 2.0000 pprit 225 0.4 32706

N1 221.647 2.6000 ppim 17 08 2120

Pb 261418 20000m  ppm 2 G.3 367

Se  196.026 0.50000 ppm 0 0.7 25

Zn 213.856 2.0000 ppm 36 03 16811

tandard 3 (Std) 10/24/96 3:32:.02 PM Tube 3

Bl Wavelen Sl Cone:. ", - Units - SD (Int) %RSD “Infensity

Al 396152 26 oou' ppm 34 0.0 164411

As 188979 4 0000 Ppin 3 34 78

Be 234 861 4.0000 ppm 714 02 416819

Cd 228802 1.0000m  ppm 3 0.1 4143

Cu 324754 4.0600 ppm 363 9.7 53062

Fe 239940 40000 opm 51 0.7 7096

Heg 194163 0.20000 ppm 0 0.1 266

Mn 257610 4.0000 ppim 120 0.1 104934

NI 221647 4.0000 ppm 27 0.6 4239

Pb 261418 4.0600 ppm i 0.3 962

Se  196.026 10000  ppm L 12 49

Zn 213356 4.0060 ppm 455 1.3 34543

fank (Blk) 10/24/96, 3:38:14 PM Tube 4

EL . Wavelen. - Sol'n.Cone ..o Units- 77 : SD.(dnt) - “%RS nfensity

Al 396152 0.000000m  ppm 56 124

As [88.279 0.060000d  ppm 1 J

Be  234.861 0000060  ppm 40 907

Cd 228802 0.000000d  ppm 4 8

Cu o 324754 0.000000m  ppm 3 -38

Fe 259940 0.000000m  ppm 2 74

Hg 194163 0.000066d  ppm 0 7

Mn 257610 0.000000 ppm I 217

Ni 221647 0.000000d  ppm 2 6

Po 261418 0.0G0000m  ppm 2 33

Se 196026 0.000000d  ppm 0 10.5 2

Zn 2133856 0.00000¢ ppm 2 1.0 234

g 396. lﬂZ C -rlllbl atlon (ppm) 10/24/96, 3:46:04 PM Correlatmn Cuefficmnt 6.999952
abel L Fiags' Intensity. St Cone- Cale Cone. - Error . Y%Frror
tandard'f'”' T THI815 50000 30114 0.011381 0.23
tandard 2 83715 10.000 10114 011372 L4
tandard 3 164411 20,000 19.940 -0.059706 -0.30
idank m 124 0000000 -0.063394 -0.065394 NA

Page2of8



cting - Plasma 96 Statistics Report. 10/24/96 5:06:02 PM

188. 979 Cahbratmn (ppm) 10/24/96, 3:38:21 PM Correlation Coefficient: 0.998714

bel - - Flags - Intensity. - Std Con¢ Calc Conc. .~ Error . %Error
dard T ) d T3 TTI0000 10871 0087084 871
indard 2 42 20000 20585 0058514 2.93
indard 3 78 40000 39490 -0.051028 -128
ank d 0 0.000000 -5.094570 -0.094570 NA

234, 861 Callbmtlon (ppm) 10724156, 3:39:29 PM Correlatlon Coefﬁc:ent 0.999929

bel .- o Flags - Intensity - Std Cone . Cale Cone E

iﬁ&}?rduf_ o 107647 — 10000 1.0088 0008810 0.38
indard 2 203145 20000 2.0246  0.024551 123
andard 3 416810 4.0000 39855 -0.014478 0.36
ank 907 0.000000 -0.018883 -0.018883 NA

i 228.862 Cahblatlon {(ppm) 10/24/96, 3:41:48 PM CGrrelatlon Coefﬁuent 0.999995

bel. iy Flaps:Cntensity . Std: Conc Calc Concﬁ__ ok

andard i T 1039 025000 025017 0.000166 0.07
andard 2 m 2063 0.30000 (0.49803 -0.001974 -0.39
andard 3 m 4143 10000 10009 0.000946 0.09
ank d § 0000000 0.000863 0.000863 NA

r 324 7'\4 Cahbmtwn (ppm) 10/24/96 3:41:11 PM Cor ‘l_gt_io oefficient: 0.999874

bel oner Flags™ Int 8id Cone Cale Conc . Brror . %Error
andardl o 12556 10000 0.9749 -0.025042 250
andard 2 25928 20000 L9791 -0.020894 -1.04
andard 3 53062 40000 40167 0.016707 0.42
ank m 38 0000000 0.029228 0.029228 NA

2 259.940 ( ahbratmn (ppm) 10/24/96 3:40:09 PM Cor reiatmn Coefﬁcnent 0.999726

bel oo A0 Flags  Intensity. - Std Cone. Calc Cone - F " %Ervor
andald 1 . 17117 1.0000  0.97056 -0, 029436 204
andard 2 3457 2.00060 1.9613 -0.0380688 -1.93
andard 3 7096 4.0000 4.0267 0.026705 0.67
fank m 74 0.000000 0041421 0.041421 NA

g 194, 163 C alibr mon (ppm) 10/24/96, 3:38:43 PM Correiatmn Ceeffiment. U 973177

abel . o  Flags: -+ Intensity - Std Conc™ Cale-Conc: . Error - *%Error
andard2 ' 3010000 0072703 0027297 ”—27.§_Q,_>q .
andard 3 266 020000  0.21365 0013649 6.82
lank d 7 0.006000 0.013649 00613649 NA

alibration failure - excessive percentage error

Page3of 8



ctina - Plasma 96 Statistics Report. 10/24/96 5:06:02 PM  Page 4 of 8
n 257 6[0 thbmlmn {ppm) 10/24/96, 3:39: 49 PM Correlatlon Coefﬁcient 0.999992
bel : ~“Flags - Intensity. . Std Conc *Calé Conc - - Error' - %Error

indard 26091 [ 0000 0.99086 -0.009136 -0.91

indard 2 52706 2.0000 2.0064 0.006364 0.32

indard 3 {04934 4. 0000 3.9991 -0.000898 -3.02

ank 217 0.000000 0003670 0.003670 NA

221. 647 Ldlnbratnon (ppm) 10/24/96 3:41:31PM Cnrrelatmn Coefficient; 0.999999
bel " Flags Inkensity  $td Cone: Calc Cone: - YeBrtor

mdard B 1060 10000 1.0035 G 003529' 035

andard 2 2120 2.0000 [.9971 -0.002935 -0.15

ndard 3 4239 4 0000 40006 0.0600385 0.01

i1k d 6 0.0000600 -G.001179 -0.001179 NA

261 418 Cahbr.mcn (ppm) l(lfl-h’% 3 40 31 PM Correlation Coefficient: $,999874
bl * L sity S alo Coticr - Brior'- 94Bior

ndard | n 250 10000 097324 -0.026763 -2.68

indard 2 m 307 2.0000 2.0368 0.036834 1.84

indard 2 862 40000 39883 -0.011726 -0.29

ank 15} 33 0000000 0.001655 0.001635 NA

ndard | S0 03746 0309 as;_;@ P o
mdard 2 25 950000 048938 -0.010622 -2.12

ndard 3 49 10000 0.99996 -0.00004] -0.00

Ak d 2 0000000 -0.010746 -0.010746 NA

libration faiture - excessive percentage error

101’24/‘)6 3:40:53 PM

 213.856 Calzba ation (ppm)

Cor relatmn_ Coefﬁc:ent 0.999824

bel ' ity Std:Conic. Cale Conc or YpError

dard 0 L000C 10065 0.006454 065

udard 2 20000 1.9529 -0.047073 -2.35

indard 3 5 40000 40219 0.021923 0.55

ik 234 0.000000 0.018696 0.018696 NA

" Standard (QCStd) 0/24/96, 3:47:28 PM_ Tube 5 |

. ~Wavelen. - SolnConc . Units* 0 " SD'%RSD Tntensity IS %D

M T 396152 10277 ppm w_'0007940 0.1 85060 - 2.8

s 188979 18352 ppm 0.029779 16 37 - 8.2

le 234861 19998  ppm 0.002732 0.1 210577 - -0.0
228802 0.50500m  ppm 0.001502 0.3 2092 - 1.0
324.754 20492 ppm 0.003000 0.1 26861 - 2.5

e 259.940 1.9957  ppm 0.007396 0.4 3517 -0.2

g 194,163 uncal ppm - - % - -

i 257.610 20509  ppm 0.007818 04 353874 - 2.5

I 221.647 20370 ppm 0.004422 0.2 2162 - L9



ting - Plasma 96 Statistics Report. 10/24/96 5:06:02 PM

b 201418 1 9963 ppnt D.G09912 0.5 498

e 196.026 uncal ppm - - 25 -
n  213.850 19529 ppm 0.004755 0.2 16811 -
tenf’ cada (Samp) 10/24/96 3 53 14 P‘\I Tube 6

1 " Wavelen. - SolniCone. . Unitse o %RSD: - Infensity. US
0396152 -0, 009425" ppin 0_00259" 276 584

s 188979 0.045358d  ppm 0.031251 68.9 3 -
e 234861  -0.02063543u  ppm 0.000061 02 Il -
'd 228802 (.001588m  ppm 0.000346 218 1

u o 324734 0.053281 ppm 0000138 03 282 -
‘e 239940 0.03990%m  ppm (.004352 10.9 71 -
g 194163 uncal ppm - - 7 -
ln  257.610 0001214 ppm 0.000184 152 153. -
NI 2216047 -0.061087du  ppm 0.001249 1148 6 -
h T 261418 0.001359m  ppm 0.008149 3995 33

e 196,020 uncal ppm - - 3 -
n 213856 0.042484 npm 0.017825 420 438 -

An
NI
oh
S
Al

188.979
234.861
228.802
324754
259.940
194163
237610
221.647
261418
196.026
213 856

3961‘52 ':—G,dé.i.l.f P

-0.095812du
-0.026804mu
-0.0003506du
0.054030m
0.060366d
uncal
0.619242
0.003309
-0.001909,
uncal
0.6839%

ctina Tejocote Ox (Samp)

S
Al
\S
e
-d

Wawien

188.979
234.861
228.802
324754
259940
194,163
257610
22].647
261418

396152

ppm

ppm 0.037921 399 0
ppm 0.000072 0.3 84
ppin 0.000879 246.8 3
ppm 0.001145 2.1 292
ppm 0.007364 122 108
ppm - - 3
ppm 0.000226 1.2 625
ppm 0.0C1 164 352 11
ppii 0.00607 3184 32
ppm - - 4
ppm 0.004328 0.6 5936

10/24/96, 4: 04 2(_) PM Tube 8

Sol ‘mCone* - Unitgih D %RED - ntensity * /8
"20.087010mu ppw o008 97 5% -
129324 ppm 0.009676 75 4 -
-0.027408u  ppm 0.000314 |9 2 -
0.002184d  ppm 0.000441 202 13 -
0.030894  ppm 0.001030 33 16 -
0.054349 ppm 0.011704 215 97 -
uncal ppm - - o -
-0.002454mu  ppm 0.000458 187 57 -
0.004501d  ppm 0.002338 519 12 -

0.031837m

ppm 0.011541 36.2 40

-0.2

24

Page 5 of 8



tina - Plasma 96 Statistics Report. 10/24/96 5:06:02 PM _ Page 6 of 8

e 196026 uncal ppm - - -
n o 213856  -0.008158du ppm 0.000040 0.5 4 -
 Standard (QCStd) lU/‘24/96 410:06 PM Tube 9

1 Wavelen. - -Sol' n Conc, - Units - 28D Y%RSD. - intensity VS %D,
\396.052 97783 ppm 00398’78 04 80965 - %)
s 188979 17654 ppin 0.020922 1.2 36 - -lL7F
e 234861 1.8556 ppm 0.003392 2 193593 - -7.2
d 228802 0.47708m  ppm 0.003305 07 1977 - -4.6
u o 324754 1.89G6 Ppm $.006080 0.3 24876 - -5.0
e 239940 I 8449 ppm 0.016220 09 3252 - -7.8
g 194103 uncal ppm - - 7t - -
n 257610 {.9003 ppm 0.004082 0.2 49933 - -5.0
1 221.647 1 9580 ppit 0.004940 0.3 20679 - 2.1
b 261418 1.8192 ppmn 0.027948 1.5 456 - -9.0
e 196.026 uzsical ppn - - 2t - -
o 213.850 18136 ppm 0.004556 03 15617 - 93
tina Citrica 84% (Samp) 10/24/96 4:16: 13 P\fl Tube 18

~Wavelen - Sof'n Cone: . Units ©0. - %RSD . Intensity "1/S
(396152 0.020218m 'ppm 001015 5.0 27 -
§ 188979 0.0121t0d  ppm (.03839] 317.0 2 -
e 234861  -0.025124u  ppm 0.000148 0.6 258 -
d 228802  0.002404 ppm 0.000803 334 4 -
v 324754 0079058 ppm 0001175 1.5 625 -
e 259940 0.11324m  ppm 0.003319 29 200 -
g 194163 uncal ppi - - 5 -
no 257.610 0.010853 ppm 0.000166 1.5 406 -
1 221.647  -0.0041901du  ppm $.000252 6.0 3 -
b 261418 0.00712tm  ppm 0.024556 3449 34 -
e 190026 uncal ppm - - 4 -
o 213836 0.019267 ppu 0.000268 L4 239 -
(40 Pectina 1ejoc {Samp) 10/24/96 4:22 33 P'\] Tube 11
1 Wawelen Soln-Conc - Unitss o0 < YSRSD Intensity 1S
| TE06.052  -0.082425mu  ppim 0.0107_;6 30 -6 -
s 188979  -0.040145du  ppm 0.004818 12.0 -
e 234861 -0026939:  ppm 0.000015 0.1 70 -
d 228802 0003437m  ppm 0.000899 26.2 19 -
u  324.754 0.035%17m  ppm 0.00194¢6 54 3bo-
2 259940 016333 ppm (1.042862 219 345 -
g 941063 uncal ppu - - -
n 2370610 0.020298 ppm 0.000092 3 033 -
i 221647 -0.001176du  ppm 0.000662 56.3 6 -
3 261418 0.0617153mu ppm 3.013658 224 15 -
z 196.026 uncal ppm - - 2z -



ecting - Plasma 96 Stafistics Report. 10/24/96 5:06:02 PM Page 7 of 8

Zn 213856  -0.008740du ppm 0.000500 5.7 1o
TD Il (Samp)

El - Wavelen. :Soln Conc LRSS

Al 396152 9.3212 0.025274

As  188.979 20549 ppm 0.061843

Be 234.861 18323 ppm 0.002635 193178 -
Cd 228802  0.46685m ppm 0.002264 1935 -
Cu 324754 1.8087  ppm 0.001800 23659 -
Fe  259.940 18595  ppm 0.002496 3277 -
Hg 194163 uncal ppint - - 68 -
Mn 257619 1.8807  ppm 0.001758 0.1 49413 -
Ni 221647 19150  ppm 0.015254 0.8 2033 -
Ph 261418 18472m  ppm 0.004480 02 463 -
Se  196.026 uncal ppm - . 22 -
Zn  213.856 18156  ppm 0.006821 04 15634 -

)C Standard (QCStd) 19/24/96, 4:33:34 PM _ Tube 13

Al 396.152 92634  ppm 0.16519 18 76732 - 74
As  188.979 1.8364d  ppm 0.056131 3.1 37 - 8.2
Be 234861 1.9328 ppm 0.005742 03 203614 - -3.4
Cd 228802 0.47812m  ppm 0.004504 0.9 1981 - -44
Cu 324754 1.8103 ppnt 0.023843 1.3 23679 - -9.5
Fe 239940 19328 Ppm 0.024192 1.3 3407 - 3.4
Hg 194.163 uncal ppm - - 69 - -
Min 257610 1.9387 ppm 0.006369 03 50932 - 231
Wi 221.647 1.8766  ppm 0.019394 1.0 1992 - 6.2
Pb 261418 18i08m  ppm 0.025368 1.4 454 - .93
Se  196.026 uncal ppm - - 25 - -
Zn  213.836 1.79%6 ppm (.005762 03 15497 . -10.0F
I"D q:_scgnocido (Samp} _ 10/24/9 4: e 14

El Soln Cone

Al 396152 0.007238m  ppm  0.000217 .

As 188979  -0.024919du ppm 0.013075 523 1 -
Be 234861 -0.02416%9u  ppm 0.060086 04 358 -
C 228.802 0.001631m  ppm (1.00036% 226 11 -
Cu 324754 0080220 ppm 0.001310 16 641 -
Fe  259.940  0.14347  ppm 0.002440 17 254 -
Hg 194,163 uncal ppm - - 6 -
din  257.610 0.012301 ppm 0.000141 i1 443 -
Ni 221647 -0.002070du  ppm 0.000796 38.5 5 -
b 261418  -0.059451du  ppm 0.014396 242 1% -
Se  196.026 uncal ppm - - 2 -

In 213.856 0.021721 ppm 0.000237 1.1 260 -



ectin - Plasma 96 Statistics Report. 10/24/96 5:06:02PM . ~ Pagedof8

ample 10 (Samp) 10/24/96 4 45: 45 PM Tube 15

Il Wavelen. " “Sol'n Conc. . »Units SD .. %RSD " Intensity | /S
Al 396152 -0.047695mu  ppm 0003613 7.6 269 -
As 183979 G.079074d  ppm 0.021274 269 3 -
Be 234861 -0.026782mu  ppm 0.000029 0.1 8 -
Cd 228802  0.000609d  ppm 0.000544 89.3 7 -
Cu 324754 012189 ppm 0.000551 0.5 iee -
Fe 239940 0.18674 ppm (.003089 1.7 330 -
Hg 194163 uncai pp - - 4 -
Mn 237610 0.020787 ppm $.000226 i 666 -
Nt 221647  -0.000609u ppm 0.002725 4472 7 -
Pb 261418  -0011658u  ppm 0.008542 733 30

Se 196.026 uncal ppm - - 2 -

Zn 213856 0.69409  ppm 0.003520 0.5 6023 -



ina - Plasma 96 Method Listing. 10/24/96 5:02:45 PM

hod Conditions

1p Rate:
sma Gas:
t Pump:

es

Wavelen.

20 rpm
13.0 L/min
On

PMT Voltage:
Auxiliary Gas:

Rinse Time:

650V

.30 L/min

10 sec

Sample Uptake:
Smart Rinse:

15 sec
None

Aype. dnt Rep Track Ord Power Curve FTB MaxErr% BGD OBCL OBCR

396,152 ANL 300 3 0.080 | 1.30 Lin No 15 PPB
188979 ANL 300 3 0080 1 100 Lin No & PPB
234861  ANL 300 3 0040 2 100 Lin  No 15 PPB
228802 ANL 300 3 0010 3 00 Lin No [ pPR
324754 ANL 300 3 0040 2 FO0 Lim No 15 PPB
259940 ANL 300 3 0.040 2 100 Lin No 15 PPB
184163  ANL 500 2 0.080 | 100 Lin No 15 PPB
257610 ANL 300 3 0040 2 1006 Lin  No 5 PPB
221647 ANL 300 3 0010 3 1.0¢ Lin  No 15 PPB
261418 ANL 300 30020 2 1.00 Lin  No 15 PPB
196026 ANL 500 2 0.040 | 1.00 Lin No 5 PPB
213856 ANL 300 3 4027 3 1.06 Lin No i5 PPB

atity Control

-+ Condition

“Rate ‘Action

| ‘S.t.ei.ndard

100%

3 Flag and continue

Page 1 of 1



ctina - Plasma 96 Mean Only Report. 10/24/96 4:56:56 PM

Page 1 of 3

ample - - B>l Wavelen. - Come o Units - Date - Time:
stertficada Al 396352 -0.009425u  ppm 16/24/96  3:53:14 PM
As  188.979 0.045358d  ppm
Be 234861 -0.026543u ppm
Cd 228802 0.001583m  ppm
Cu 324734 0.053281 ppm
Fe 259940 0.039909m  ppm
Hg  194.163 uncal ppm
Mn 257610 0.001214 ppm
NI 221647 -0.001087du  ppm
Fb 261418 .001359m  ppm
Se 196026 uncal ppm
Zn  213.856 0.042484 ppm
ectina Tejocote Al 396152 -0.051174pmu ppm 10/24/96  3:59:02 PM
As 188979  -0.0950112du ppm
Be 234861  -0.026804mu  ppm
Cd 228802  -0.000356du ppm
Cu 324754 0.054030m  ppm
Fe 259940 0.060566d  ppm
Heg  194.163 uncal ppm
Mn 257610 0,019242 ppin
Nt 221647 0.003309 ppm.
Pb 261418  -000190%;  ppm
Se  196.026 urical ppm
Zn  213.856 0.68398 ppm
ecting Tejocote Ox Al 396152 -0.087010mu ppm 10/24/96  4:04:26 PM
As 188979 0.12932d  ppm
Be 234861 -0.027408u  ppm
Cd 228802 3.002184d  ppm
Cu 324754 0.030894 ppm
Fe 259940 0.054549 ppin
Hg 194163 uncal ppm
Mn 257610  -0.002454mu ppm
NI 221.647 0.0604501d  ppm
Pb 261418 0.031837m  ppm
Se 196026 uncal ppm
Zn 213856  -0.008158du ppm
zctina Citrica 84% Al 396.152 0.020218m  ppm 10/24/9¢  4:16:13 PM
As 188979 0.612116d  ppm
Be 234861 -0025124u  ppm
Cd 2283802 0.002404 ppm
Cu 324754 0.079058 ppm



clina - Plasma 96 Mean Only Report. 10/24/96 4:56:56 PM

mple:

~ Page2of3

LG40 Pectina Tejoc

Bl Wavelen.— " Cone™  Units * Date”* Time =0
Fe 239940 0.11324m  ppm
Hg 194163 uncal ppm
Mn 257610 0.010853 ppm
N 221647 -0.00419idu  ppm
Pb 261418 0.00712im ppm
Se 196020 uncal ppm
Zn 213856 0.019207 ppot
Al 396452 -0.082425mu ppm 10/24/96  4:22:55 PM
As 188979 -0.040145du ppm
Be 234860 -002693%  ppm
Cd 2283802 0.003437m  ppm
Cu 324734 0.035917m  ppm
Fe 239940 0.19535 ppmt
Hg  194.163 uncaj ppm
Mn 257610 0.020298 ppr
Ni  221.647 -0001176du ppm
Pb 261418 -0.061713mu ppm
Se  [96.026 uncal nom
Zn  113.856  -0.008740du  ppm
Al 296.152 93212 ppm 10/24/96  4:28:19 PM
As  188.979 2.0549 ppm
Be 23486t {8323 Ppm
Cd  228.802 0.46685m  ppm
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Hoja de dates HRAKE R

10-31-97, 03:52 Operadox: ANA MARIZ

;. PECTINA TEJOCOTE 1%

& Sensor: 220 DIN Sistema: RT20

" A: 4.46e+04 Factor M: 12.29

0: A:\PECT1%CR.RML
Seg/Nr | Gp : Tat ; Et : o i T

[-1 [ [1/8] | (2l . [mPa s@ tgl j [°C3

4: 1 4 86.1651 £.50C 46 .4 574 .86C 25.000
5: 1 1.0041 0.0CG! o £94.708 24.765
5: 2 | 27.246! 1.838 57.4,  716.73 24.510
5: 3 53.488! 3,174 59.31 726 .847 24.950
5: 4 | 79.794, 4.315° 54.71. 742.855] 25,080
5: 5 106.038! 5.455 51.4] 754.501 25.100
5: 6 ! 132.304) §.3530] 4g.5 ! 76%.195 25.110
5: 7 158.585 7.644 48.2: 783.957 25,130
5: & | 1B4.827 5.833) £7.84 755%.383 . 25.1704
5: 9 211.065! 9.771: 46 .31 11,110 25.1401
5: 1C 237.362! 10,718 45 .5 823.991: 25,240
5: 11 2€3.6127. 1l.583 43.5; 845,066 25.080
57 12 269.885 12.471, 43 8535.778] 25.100
5: 13 316.140 13,4071 42.4 | 866.775 25.130
5: 14 342.395] 14.0794 43 .1} 880.365 | 25.150
5: 5 368.6761 14,802 39.61 896 .369 ! 25,180
5: 16 394.931 15,321 38.84 S07.979 25.190
5: 17 421.198 1€.015, 38! 919.218| 25.190/
5: 1 447 . 453 16.75% 27.4! 927.884; 25.060
5: 19 473,747 17.591 37.24 $36.362 25.070
5: 2¢C 499.97¢6 iB.311 36.61 846,154 25,0606
6 1 499.976 | 18.2411 36.5! 948,691 25.050
6: 2 500.027 18,183 6.4 $68.722 25.030
6: 30 459.978! L8.286: 36.8! 988.727 25.09¢
£: 4 499.95G 18,1194 36.21 008,721 25.100
&1 5 499,950 18.165; 35.34 1028.708 ! 24.980
£: 5 493.976! 18.2300. 36.4} 1048.707| 24 .93¢0
6: 7 500.0271 18.181. 36.41  1068.535; 25.930
6: 8 | 500.027: 18.0.5" 36, 1088.693 24.940
6: 9 | 56G.002 18.155° 36,40 1108, 741 | 25.010
6: 10 | 500.0271 18,293 364 1128.740! 24.9%0
7 1 49%.989 18.3.05 6.2 1313%.840 ! 24 .98C
7 z 73.734: 17.39410 36.71 1144.833: 24.970
7r03 447,453, 26,835 37.2,  1134£.925; 24.870
7: g ! 421.198° 13,375, 37.%4 1164.822; 24.5%01
7 5 394,343, 15,207 8.5 L175.899: 24.930/
7 5 36£.663 14.435 3.2 1186.776: 24.910|
7: 7 342.395] 13.646! 35.2, 1157.526) 25.030
7 8 316.153] 12.869 40.7: 1238.,037| 25.000
7 9 289.885 11.852° 1.4 1219.983 24.990
7:  1C 263,530} 11.086, 42.11 1230.950 24.950
7: 11 237.337} 10.320! 43.5; 1243.601 24,950
70 12 211.082] 2.096! 43.1}  1259.584 24.940|
7: 3 184.840] 8.093| 43 .81 127G.817 24.875
7: La 158.55¢2! T.2421 45,7 1285.381 24.96C
7t 15 132,272/ §.302 47.6:  12301.415 24.950
7 16 106.024/1 5.317; 50.21 1317.381 24.920
7: 17 79.78% 4,202 52.7;  1333.350 24 .880




24 880
24.800
24.720

*

t
[s]

1276.265
12%92.311
1308.337

Eta
fmPa sl

51

74 .8
152

Tau
[Pa}l

3.263
2.039
0.151

[1/8]

53.514
27.259
0.891

Seg/Nr
{~1

18
19
20




Hoja de datos HAAKE R

3: 10-31-97, 03:52 Operador: ANA MARIA
re: PECTINA TEJQCOTE 1%
ma sensor: Z20 DIN Sistema: RT20

Y A: 4 .46e+04 Factor M: 12.29
20 A \PECT1%0B.RMD

Seg/Nr Gp Tau Eta t T
[-1 [1/s] [Pal [mPa s] =3 [eC}
4 1 86.165 4.000 46.4 674.860 25.000
53 1 1.004 0.000 0 694.708 24,765
5: 2 27.246 1.838 £7.4 710.716 24.910
5: 3 53.488 3.174 59.3 726.847 24 .950
5 4 79.794 4.315 54.1 742 . 855 25.080
5 5 106.036 5.455 51.4 754,501 25,100
5 6 132.304 6.550 49 .5 769.195 25,110
5. 7 158.585 7.644 48 .2 783.957 25,130
5 8 184.827 8.833 47.8 799.983 25.170
5: 9 211.069 9.771 46.3 811.110 25.140
5: 10 237.362 10.7158 45.1 823.991 25.240
5: 11 263.617 11.583 43.9 840.066 25.090
5; 12 289.885 12.471 © 43 850.778 25.100
| 5: 13 316.140 13.407 42.4 866.775 25.130
| 5: 14 342,395 14.079 41.1 880.365 25,150
| 5: 1 368,676 14.602 3%.6 896.369 25,180
= E: 16 324,931 15.311 38.8 $57.57% 5.150
5: 17 421.198 16.015 38 919,218 25.190
5: 18 447 .453 16,751 37.4 927.884 25.060
5: 19 473,747 17.591 37.1 936.362 25,070
5. 20 499,976 18.311 36.6 946,154 25.060
6 1 499.976 18.241 36.5 948,691 25.050
l 6: 2 500.027 18,183 36.4 968.722 25,030
| 6: 3 499,976 18.288 36.6 988.727 25,090
l 6: 4 499,950 18.119 36.2 1008.721 25.100
6: 5 499,550 18.165 36.3 1028.708 24,980
{ 6: 6 499.976 18.200 36.4 1048.707 24.930
{ 6: 7 500.027 18.181 36.4 1068.695 25.030
6: 8 500.027 18,015 36 1088.693 24,940
* 6: g 500.002 18,195 36.4 1108.741 25,010
’ 6: 10 500.027 18.193 36.4 1128.740 24,990
‘ 7. 1 499 .989 18.105 36.2 1135.840 24,980
| 7 2 473 .734 17.394 36.7 1144.833 24.970
7 3 447.453 16.655 37.2 1154.925 24,970
7 4 421.198 15.976 37.9 1164.822 24.990
7 5 394.943 15.201 38.5 1175.899 24.930
7 6 368,663 14.436 39,2 1186.776 24.910
7 7 342.395 13.646 39.9 1197.626 25.030
7 8 316.153 12.869 40.7 1209.037 25,000
7 9 289.885% 11.992 41.4 1219.983 24.990
7: 10 263.630 11.086 42.1 1230.950 24.950
7: 11 237.337 10.320 43,5 1243.601 24.950
7. 12 211.082 9.096 43,1 1259.584 24.940
7: 13 184 .840 8.093 43.8 1270.817 24.875
7: 14 158.559 7.242 45.7 1285.381 24.960
7: 15 132.278 £.302 47.6 1301.415 24.950
7: 16 106.024 5.317 50.2 1317.381 24.920
7: 17 79.781 4.201 52,7 1333.350 24 .880
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Hoja de datcs HAAKE R

a: 08-14-87, 06:06 Operador: ROCIO

re: PECTINA CITRICA AL 1%

ema sensor: 240 DIN Sistema: RT20

Or A: BS75 Factor M: 12.29

erc: A:\PECCI1.RMD
Seg/Nr - Gp Tau Eta t T

f-1 {1/s] [Pal [mPa s] is] [eC}

3: 1 34,852 0.50¢ i4.3 310.795 25.000
3: 2 43,208 0.637 14.7 333.140 25,100
3: 3 53.218 0.812 15.3 346,953 25.070
3: 4 68.765 1.035 15 370.145 25.150
3 5 88.778 1.318 14.8 389.202 25.070
3: 6 115.779 1.880 14.5 406,867 25.130
3: 7 147,787 2.141 14.5 422,348 25.210
3: 8 188,306 2.728 14 .4 435,885 25.310
3: 9 241.069 3.476 14 .4 450,436 25.430
3: 10 305.844 4,429 14.5 463.289 25.560
3: 11 390.259 5.644 14.58 477 .150 24,990
3: 12 500.028 7.192 14 .4 493 .843 25.040
4: 1 9,974 ¢.151 i5.1 £513.758 24,200
4 2 35,753 0.537 15 529.868 24.300
4 3 61.545 0.841 15.3 545,972 24 .450
4: 4 87.362 1.333 15.3 562.012 24.975
4§ 5 113.141 1.691 14.9 577 .457 25.030
4 & 138.945 2.2086 15.9 5B8.88%9 25.115
4: 7 164.711 2.464 15 604 .891 25.200
4. 8 190.51% 2.845 14.9 €17.977 25.260
4: 9 216,307 3.252 is5 628.899 25.320
4: 10 242,112 3.618 14.9 638,422 25.340
4: 11 267.890 4.023 15 648,039 25.420
4: 12 293.669 4,408 15 656,349 25.100
4: 13 319.473 4,792 15 665.722 25,150
4: i4 345.252 5.184 15 €74 .231 25.190
4: i5 371.044 5.563 15 682 _792 25.210
4: 16 396.810 5.933 15 £91.195 25.21¢
4: 17 422 .614 6.302 14.9 701.456 25.19¢0
4 18 448 .406 6.683 i4.9 708,136 25.180
4: 19 474,197 7.058 14.9 716.256 25.2190
4: 20 499,989 7.427 14.9 723.927 25.258
5: 1 499,976 7.450 14.9 727.267 25.190
5 2 499,976 7.429 14.9 747.323 25.300
5: 3 499,976 7.499 15 767.304 25,220
5: 4 500.002 7.480 15 787.307 25.270
5: 5 500.002 7.45885 14.9 807.303 25.228
5: & 506.002 7.435 14.9 827.306 25.290
5: 7 489.976 7.412 14.8 847 .294 24,900
5: g 499.976 7.450 14.39 867.277 24,940
5. S 500.002 - 7.442 14.9 887,336 24 .880
5: 10 499 .87¢6 7.432 14.¢% 807.339 24.810
6 i 499,989 7.427 14.9 913.293 24.900
6 2 474,197 7.065 14.9 920.802 24,890
6 3 448 .406 6.654 14.8 928.203 24 .880
6: 4 422.627 6.307 14.9 936.574 24.890
6: 5 396.835 5.9239 15 944,557 24,880
6: 6 371.031 5.566 15 985.290 24.830




Seg/Nr Gp | Tau Eta t T
f1/8] [Pal (mPa s] [s] [°C]

5: 7 345.239 5,172 15 965,135 24,895,
5: 8 319.461 4,787 15 973.477 24.91¢
£: 9 293.682 4.403 15 983 .049 24,840
6: 10 267.890 3.991 14.9 994 .047 24,775
5: 11 242.086 3.605 14.9 1006.923 24 .650
6: 12 216.320 3.225 14.9 1021.384 25.210
5: 13 190.528 2,856 1034.663 25.120!
§: 14 164.711 2.505] 15. 1049,184 25,0501
6: 18 138.9221 2.111 15. 1062,122 25,000 |
&: 16 113.128: 1.714 15, 1078.120 24,860
6: 17 87.362 1.341 15. 1094 .086 24,860
6 18 £§1.570 0.915] 14, 1110.155 25.030
6: 19 35.779 G.579! 16. 1126.307 24,930
€: 20 9.3974 0.141 14. 1142.274 24,860

*x * +* * * !
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Hoja de datos HAAKE RM 3.11.01 P FESO
a: 08-14-97, 0&:54 Operador: RCCIO
re: PECTINA TEJOCOTE 1%
ema gensor: 240 DIN Sigtema: RT2C
or A: 5575 Factor M: 12.2%
ero: A:N\PECTEJL.RMD
Seg/Nr Gp | Tzu f Eta i t } T
(21 : [1/s] 1 pa’ . imPa s] | is} | [eCi
! . i ; |
| ; ! ; T
4 1 9.574 0.660] 66.1: 68C. %27 23.950
4 z 35.766 " 2,175 60.71 £93.041 24,240
4: 30 61.570" 3.3565: 57.91 700,837 24.39¢
4: 4 87.34%" 4.832, 55.3] 710.389, 24.580
4: 5 113.141; 6.071, 53.7! 717.763 1 24.640
4: & 138.932! 7.1701 51.61 728.371, 24.650
S I 164,711 8.262 50.2, 734,450 24.650
{4 8 150.528, 9.31G] 48,31 741.380 24.800
43 216.307 16.295, 47.6 746.672] 24.720
| 4: 10 242,086 11.263; 46.5 752,720 25.620
o411 267.877. 12.214! 45.6 758.248 | 25.640
L4: 12 253.595° 13.312% 44,7 765.997 26.620
©o 4 13 319.486 14.027! 43.9 770.932] 24.475
P4t 14| 3¢5.2391 14.870! 43 .1 777.058 29.020
L 4: 15 371.044) 15.70% 42.3,  782.495 26.140
g 4: 16 396.822| LE.515! 41 5! 78?,157! 25,810
| 4: 17 | 422,601, 17.2851 40 o) 792,348/ 25.52¢
| 4: 18 448.405 18.078, 40.3 797.058§ 25.800
P 4: 19 474,157 18.849] 39.7 801.6121 25.780
L 4 20 459,985 195.62¢4) 39.2 806,455 | 25.740
L5 1 50C.002! 15.538 39.11 843.679 24.900
B 2 500.002/ 19.582] 39.2] 863.603 24.970
. 5: 3 485.876: 19.522; 33 883.661] 25.020
5 4 499.976! 19.5651 39.1] 903.650 25.060
g 5 5 500.002. 19.576! 35.21 ©23.646] 24.950
. 5: 6 506.627 19.53%] 39.1! 943 .640! 24.820
5. 7 495,976 15.527 39.1 963.635 | 24.8207
. 5: 5 435.976" 19.514 39 583.628] 25.020
5: 0§ 4$95.576" 15.547, 35,11 1003.625] 24.850
5: 10 499,976 15.514- 36 1023.674! 25.490
§: 1 435,575, 19.541 38,11  1028.834! 25.100
6: 2 474,157 26.804 39,70 1033.287, 25.140
6: 3 448,405 18.027 40,20  1038.130) 25.130
6: 4 422,601 17.252] 40.8|  1043.6031 24.670 |
€: 5 3%6.822 15.487 41.5;  1048.798 28.160]
6: £ 371.231 13,825 42.1. 1053.095. 27.930
6: 7 345.239 14.824. 42.9]  1060C.383; 27.250C
5: 8 313,467, 13.974: 43.7 1066.025 25.090 ¢
6: 39 253,695 13.062 44.5) 1071.942 25.230
6: 10 | 2€7.903, 12,227, 45.3] 1077.534 24.500
6: 11 242,099 11.216; 46.3) 1083.422 24.950
&: 12 | 216.294 1¢.252 ! 47.4]  1088.893 25.010
6: I3 | 190.528 g.251, 48 .6, 1095 .367 24.990
§: 14 184,724 8.222 49.%)  1101.686! 24.960
6: 15 138.532 7.130! 1.30 1109.2641 24.985]
6: 18 113,228 £.005" 53.1] 1115.973 25.150
6: 17 | 87.349] 4.803 550 1125.488 25.085
6: 18 £1.557, 3.529 57.3]  1135.935 24 .880
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Hoia de datos HAAKE RM 3.11.01 P FESC

na: 08-14-97, 06:54

bre: PECTINA TEJOCOTE 1%
tema senscgr: Z40 DIN
tor A: 5575
hero: A:\PECTEJL.RMD

Factor M: 12.29

Operadcr: ROCIO

Sistema: RTZ0

\

Seg/Nr £ G G Etax tan(6)

[ -] [Hz] [Paj [Pa] [mPa s] (-1

1 1 1.600 0.675 0.523 136 0.774

1 2 1.600 0.665 0.452 128 0.680

1 3 1.000 0.65% 0.444, 127 0.674
L2 4 1.000 0.656 0.438 126 0.668
ooz 5 1.000 0.66 0.433 126 0.656
[ 1 & 1.000 C.655 0.422 124 0.644
g 1 7 1,000 0.654 0.413 123 0.632
: 1 8 1.000 G.653 0.403 122 0.616
T 1.000 0.653 C.392 121 0.600
[ 2. 10 ! 1.000 0.651 0.382 120 0.587
o111 1.0001 0.653 0.373 120 0.571
{112 1.000 C.654 0.365 119 D.558
I & 1.000 0.655 0.358 119 0.546
o1 14 1.000 0.657 0.345 11 0.526
; 1: 15 1.000 C.66 0.334 118 0.505
[ 1: 16 1.000 0.659 0.323 117 0.490
L1 17 1.000 0.661 0.311 116 0.470
j 1 18 | 1.000 0.663 0.296 115 0,447
i 1: 19 1.600 0.667 0.286 116 0.429
|1 0 1.000| 5.669 0.27 115 0.403
| 2 1 £.100 0.00582 0.0404 £4.9 6.934
2 2 0.147 0.0126 0.0593 65.7 4.694
L2 O 0.215 0.0273 C.0872 67.6 3.192
L2 4 0.316 0.0588 0.132 72.6 2,238
j 2 5 0.464 ] 0.128 0.193 79.4 1.504
b2 6 | 0.681] 0.279 0.287 93,7 1.030
P2 7 3,000 0.607 0.433 119 6.714
P2 g | 1.4701 1.32 0.651 159 0.494
% 2 9 | 2.150! 2.82 0.971 221 0.344
; 2 10 3.160 6.03 1.47 313 0.244
b2 i1 | 4.640, 13.2 2.55/ 461 0.194
|2 12 | §.810 | 28.4 2.33] 667 0.082
2r 13 16.000] 64 1.028+03 0.114

7.3]
i




Hoja de datos HAAKE RM 3.11.01 P FESC

ha: 08-14-57, 06:06 Operador: ROCIO

bre: PECTINA CITRICA AL 1%

tema sensor: Z40 DIN Sistema: RT20

tor A: 5875 Pactor M: 12.2%

hexo: A:\PECCI1.RMD
Seg/Nr £ G G* Eta% tan(d)

[-] [Hz] [Pa] [Pa) [mPa s} (-1

1: 1 1.000 0.707 0.167 116 0.237
1: 2 1.000 0.696 0.162 114 0.232
1: 3 1.000 0.651 0.1¢6 113 0.231
1: 4 1.000 0.688 0.1862 113 0.236
1: 5 1.000 0.683 0.161 112 .236
1: 6 1.000 0.678 0.162 111 0.238
1: 7 1.060 0.68 0.155 111 0.228
1: 8 1.000 0.677 0,149 110 0.221
1: 9 - 1.000 0.676 0.148 11i¢ 0.219
i: 10 1.000 0.678 0.142 110 0.210
1: 11 1.000 0.879 0.138 110 0.203
l: 12 1.00C 0.678 0.14 i10 -0.207
1: 13 1.000 0.681 0.135 110 0.139
1: 14 1.000 0.678 0.137 110 0.202
i: 15 1.000 0.679 0.136 110 0.200
i: 16 1.000 0.678 0.134 110 0.198
1. 17 1.000 0,584 0.134 111 0.197
i: 18 1.000 0.684 0.132 111 0.192
1: 19 1.600 0.67% 0.129 110 0.189
1: 20 1.000 0.674 0.127 109 0.189
2; 1 0.100 0.00581 0.0122 21.6 2.063
2: 2 0.147 00,0129 0.018 24 1.402
2 3 0.215 0.027s¢ 0.0267 28.4 0.969
2 4 0.316 0.0599 0.04064 36.4 0.674
2 5 0.464 0.12% 0.0613 49 0.476
2: 6 0.681 0.282 0.00955 69.5 0.339
2 7 1.000 ¢g.612 0.147 100 0.240
2 8 1.470 1.34 0.206 146 0.154
2: g 2.150 2.8 0.273 208 0.097
2: 140 3.160 5.88 0.484 297 C.082
2: 11 4,640 13 1.39 449 ¢.107
2: 12 6.810 28.7 0.818 €71 0.029
2; 13 10.000 62.5% 2.99 986 0.048




ha: 10-31-97,
bre:

Hoja de datos HAAKE RM 3,11.01 P FESC

03:22

tema sensor: 220 DIN
tor A: 4.4¢€e+04 Factor M: 12,29
hero: A:\PECTi%0C.RMD

PECTINA TEJOCCTE 1%

Operador:

Sistema:

ANA MARIA

RT2O

Seg/Nr £ G G" Eta* tan(d) E
[-1 [Hz] fPal [Pal fmPa sl [-1
1: 1 1.000 0.556 6.751 149 1.350
1: 2 1.600 G.537 0.731 144 1.361
1: 3 1.000 0.526 0.70% 140 1.349
1: 4 1.000 0.532 0.688 138 1.292
1: 5 1.000 0,523 0.661 134 1.263
1: 6 1.000 0.528 0.641 132 1.215
1: 7 1.000 0.535 0.631 132 1.178
1: 8 1.000 0.535 §.61 129 1.140
1: 9 1.000 0.521 0.576 124 1.107
i 10 1.000 0.527 0.569 123 1.078
1: 11 1.000 0.478 0.575 119 1.203
1: 12 1.000 0.498 0.556 119 1.117
1: 13 1.000 0.498 0.537 117 1.080
1: 14 1.000 0.479 0.539 115 1.126
1: 15 1.G00 0.491 0.525 114 1.069
1: 16 1.000 0.486 0.51 112 1.051
i 17 1.0G0 0.482 0.486 109 1.009
1: 18 1.000 0.492 0.475 109 0.964
1: 19 1.000 ¢.483 0.459 106 0.950
1: 20 1.000 0.481 0.459 106 0.954
2: 1 0.100 0.00117 0.053 84.4 45.404
. 2: 2 0.147 0.00341 0.0788 85.4 23.148
b2 3 G.215 0.0078 0.119 88.6 15.313
2: 4 0.316 0.0191 5.182 92.3 5.539
2: 5 0.464 0.0602 0.282 98.8 4.679
2: g 0.681 0.13 0.46 112 3.547
2: 7 1.000 0.256 0.749 126 2.925
2 8 1.470 $.598 1.12 138 1.880
2 3 2.150 1.15 1.85 161 1.610
2: 10 3.160 2,01 2.93 179 1.458
2: 11 4.640 4.82 5.54 252 1.148
2 12 §.810 11.5 7.58 321 0.662
2: 13 10.000 26 .7 15.7 492 $.587
p 3: 1 10.000 27.8 1.6 511 0.574
I3 2 6.810 11.6 7.12 318 0.616
f 3¢ 3 4.640 5.08 5.14 273 1.209
3: 4 3.160 2.35 2.98 191 1.27¢
3: 5 2.150 1.12 1.8 157 1.606
3: 3 1.470 0.544 1.18 140 2.163
3: 7 1.000 0.31 0.718 124 2.302
3: & 0.681 0.113 0.437 106 3.880
3. 9 0.464 0.0487 0.278 96 .8 5.587
3: 10 0.316 0.0207 0.182 92.2 8.785
3: 11 G.215 0.00934 0.117 86 .8 12.510
3: 12 0.147 0.00392 0.0775 84 19.767
3: 13 0.100 0.00151 0.0522 82.2 34.572




la: 10-31-387,
re:
.BMma sensor:

or A: 4.46e+Q4

Hoja de datos HRAKE RM 3.11.01 P FESC
Operador: ANA MARIA

$3:52

Z20 DIN

1er0: A:\PECTI1%0OB.RMD

PECTINA TEJOCOTE 1%

Sistema: RT20

Factor M: 12.29

Sag/Nr £ G G Eta* tan{d)
[-] [Hz] [Pa) (Paj [mPa si [-]
1: 1 1.000 0.566 0.711 145 1.257
1: 2 1.000 0.553 0.683 140 1.235
1: 3 1.000 0.541 0.671 137 1.240
1; 4 1.000 0.531 0.658 135 1.238
1: 5 1.000 0.518 0.651 132 1.258
1: 6 1.000 0.509 0.636 130 1.249
1: 7 1.000 0.517 0.627 129 1.211
1: 8 1.060 0.499 0:604 125 1.212
1: 9 1.000 C.502 0.585 123 1.167
1: 10 1.000 0.497 0.572 121 1.151
1: 11 1.600 0.493 0.563 119 1.142
1: 12 1.000 0.492 0.541 116 1.100
1: 13 1.000 0.489 0.53 115 1.084
1: 14 1.000 0.488 0.522 114 1.071
1: 15 '1.000 0.497 0.502 112 1.011
11 1.000 0.4%6 0.491 111 0,989
1: 17 1.000 0.488 G.474 108 0.971
1: 18 1.000 0.5 0.456 108 0.912
1: 19 1.000 0.492 0.442 105 0.899
1: 20 1.000 0.49 0.446 105 0.911
2 i 0.100 0.00154 0.0509 81 32.973
2: 2 0.147 0.0033 0.0765 82.9 23.187
2: 3 0.215 0.00777 0.115 85.3 14.792
2: 4 $.316 0.0149 0.18 91.1 12.076
2: 5 0.464 0.0437 0.269 93.5 6.155
2: € 0.681 0.104 0.423 162 4.064
2 7 1.000 0.251 0.681 116 2.710
2 8 1.470 0.586 1.04 129 1.769
2: 9 2.150 1.21 1.66 152 1.373
2: 10 3.160 2.38 2.63 179 1.105
2: 11 4.640 4.58 4.53 221 0.988
2: 12 6.810 11.4 6.89 312 0.604
2: 13 10.000 19.7 1.9 315 0.096
3: 1 10.0060 19.6 1.47 313 0.07%
3: 2 5.810 12.3 5.9 320 0.478
3: 3 4.640 5.03 4.58 233 0.910
3: 4 3.160 2.43 2.46 174 1.012
3 5 2.150 1.17 1.69 152 1.441
3: 5 1.470 0.515 1.08 129 2.093
3 7 1.000 0.251 0.65 111 2.591
3: 8 0.681 0.118 0.406 98.8 3.448
3: S 0.464 0.0487 0.268 93.4 §.500
3: 10 0.316 0.0198 0.174 88,3 8.794
3: 0 11 0.215 0.00998 0.113 84.3 11.377
3: 12 0.147 0.00405 0.0746 80.9 18.407
L_ 3: 13 0.100 0.00187 0.0498 79.4 26.660






