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RESUMEN

En este trabajo se estudio el efecto de la reduccion del peso molecular del galactomanano
de Delonix regia, por medio de una hidrodlisis enzimatica generada por medio de la -
mananasa proveniente del Cellvibrio japonicus, sobre su capacidad de formar dispersiones
viscosas, geles y peliculas. Se caracterizd fisicoquimicamente el galactomanano y los
hidrolizados obtenidos. El galactomanano se extrajo de la semilla de Delonix regia, en la
extraccion del galactomanano el rendimiento obtenido fue del 10% con respecto del peso
de la semilla. Se evalu¢ la hidrélisis enzimatica con dosis de enzima de 0.5, 1 y 1. 5 nKat/g
y tiempos de hidrdlisis de 30, 60 y 90 min. La reaccion de hidrdlisis siguid una cinética de
pseudoprimer orden, donde la constante aparente de reacciéon aument6 al incrementar la
dosis de enzima. El peso molecular del galactomanano nativo fue de 4.86x10° Da y la
hidrolisis enzimatica lo redujo a un intervalo de 4.15 x10° y 1.95x10° Da dependiendo de la
dosis y el tiempo de hidrdlisis, mientras que la polidispersidad aumento de 1.23 a 2.4 al
disminuir el peso molecular. El espectro de resonancia magnética nuclear de proton mostro
que el polisacarido de Delonix regia es un galactomanano con una relacion de
galactosa:manosa de 1:3.48, la cual incrementd ligeramente, 1:3.9 por la hidrolisis
enzimdtica, mientras que la caracterizacion por infrarrojo y dispersion de rayos X
mostraron que la estructura quimica y amorfa del galactomanano no fue alterada por la
hidrolisis enzimatica. La solubilidad del galactomanano se elevo debido a la hidrdlisis
enzimdtica de 49.59 a 70 % a 25 °C. A la temperatura de 60°C, la solubilidad del
galactomanano nativo y los hidrolizados fue de 93.6 %. Los resultados de las pruebas
reologicas indican que la viscosidad en estado estacionario de las dispersiones acuosas de
los hidrolizados al 3% p/v disminuye con el aumento en la hidrdlisis enzimatica, con lo cual
es posible ajustar el grado de hidrdlisis para obtener una viscosidad deseada a cierta
concentracion del galactomanano. Por otra parte, los barridos de frecuencia evidenciaron
que a pesos moleculares menores a 4.14x10° Da, los enredamientos entre las cadenas de las
moléculas disminuyen significativamente, provocando que no sea posible la formacion de
una estructura tipo gel; mientras que las dispersiones de los galactomananos por arriba de

este peso molecular formaron una estructura tipo gel débil a la concentracion de 3% p/v. El



galactomanano del Delonix regia fue capaz de formar peliculas incoloras flexibles sin la
incorporacion de agentes plastificantes y la reduccion del peso molecular no disminuy6
significativamente sus propiedades mecénicas; no obstante, su solubilidad aument6 de 69 a
76%. Por otra parte, la incorporacion de k-Carragenano en la formulacion de las peliculas
de galactomanano aumento la solubilidad de las peliculas hasta un 100 % y le dio una ligera
coloraciéon amarilla. Ademas, la permeacion de vapor de agua de las peliculas del
galactomanano crecid por la hidrolisis enzimatica hasta que el peso molecular fue de
2.85x10° Da, donde empez0 a decrecer, mientras que, la incorporacion del k-Carragenano
con el galactomanano nativo increment6 la permeacion de vapor de agua; sin embargo, para
las mezclas con los hidrolizados la permeacion de vapor de agua disminuy6. Finalmente, el
galactomanano nativo fue capaz de formar geles a concentraciones de 5 y 10 % del
polisacarido en agua, los cuales tuvieron un caracter de gel débil, con modulos elasticos
entre 1600 Pa y 10750 Pa respectivamente; mientras, los geles de hidrolizados a estas
concentraciones no tuvieron la fuerza necesaria para mantener su forma al ser manipulados,
por lo que se estudié la formacion de geles con la adicion del k-Carragenano o usando el
liquido i6nico como el cloruro de 1-Butil 3-metil imidazol. La adicion del k-carragenano a
la dispersion del galactomanano en agua, teniendo una relacion de 60% galactomanano y
40% k-carragenano a una concentracion del 1% p/v, permitié la formacion de geles
térmicamente reversibles; ademads, se observo que, al disminuir el peso molecular del
galactomanano, los moddulos de los geles decrecieron. También, se observdé un
debilitamiento de la estructura por la presencia del galactomanano en la estructura formada
por el k-carragenano. Por otra parte, se formaron geles disolviendo los galactomananos en
el liquido i6nico, los cuales no presentaron diferencia en sus modulos por la reduccion del
peso molecular, y se llego a la conclusion que el gel es formado por la absorcion de agua
del medio ambiente, el cual forma puentes de hidrogeno con el galactomanano y el liquido

i6nico.
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ABSTRACT

In this work the effect of Delonix regia galactomannan molecular weight reduction by
enzymatic hydrolysis on its ability to form viscous dispersions, gels and films was studied.
The native Delonix regia galactomannan and the hydrolysates were physicochemical
characterized. The galactomannan extraction yield was 10% with respect to the seed
weight. The enzymatic hydrolysis was evaluated at different enzyme dosages and
hydrolysis times which were 0.5, 1 and 1.5 nKat/g for 30, 60 and 90 min, respectively. The
hydrolysis reaction follows a pseudo first order kinetic and the apparent reaction rate
constant increases as the enzyme dosage increased. The native Delonix regia
galactomannan molecular weight was 4.86x10° Da whereas the hydrolysates were within
4.15x10° and 1.95x10° Da depending on enzyme dosage and hydrolysis time used; at the
same time the polydispersity increased from 1.23 to 2.4 as the hydrolysis increased. The 'H
nuclear magnetic resonance shows that Delonix regia polysaccharide was a galactomannan
with a galactose:mannose ratio of 1:3.48 which increases slightly due to enzymatic
hydrolysis. Infrared spectroscopy and X-ray diffraction showed that the chemical and
amorphous structure were not affected by enzymatic hydrolysis. Although, the
galactomannan solubility increased due to the hydrolysis from 49.59% to 70% at 25 °C and
the solubility of all galactomannans reached around 93.6 % at 60° C. The steady state
viscosity measurement showed that it was possible to control the viscosity values by
controlling the enzymatic hydrolysis and galactomannan concentration. Furthermore,
frequency sweeps evidenced that below a 4.14x10° Da, molecular weight the chain
entanglements decrease considerably, leading to a non-gel structure formation; in contrast,
molecular weights above this limit will lead to a weak gel behavior as assessed by a
solution containing 3% galactomannan concentration. On other hand, Delonix regia native
galactomannan and their hydrolysates were able to form flexible and transparent films from
film forming solutions containing 1% w/v without the addition of a plasticizing agent. The
molecular weight reduction did not affect significantly the film’s mechanical properties;
although the films solubility increased from 69% to 76% as the molecular weight was
hydrolytically reduced. However, the k-carragennan addition to the film forming solution at
60% galactomannan and 40% k-carragennan ratio increases the solubility of films made

thereof to 100% and gives a slightly yellow coloration. Also, the galactomannan films
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water vapor permeation increased due to the molecular weight reduction until a particular
molecular weight is reached where it started to decrease. Meanwhile, k-carragennan
addition to native galactomannan film forming solution increased the water vapor
permeation but the k-carragennan addition decreased the hydrolysates water vapor
permeation. Finally, the native Delonix regia galactomannan was able to form weak gels at
5% and 10% w/v concentration with enough strength to be manipulated without structure
destruction and with elastic moduli of 1600 Pa and 10750 Pa respectively. The hydrolysates
from Delonix regia formed weak gels that did not have enough strength to be manipulated;
therefore, the addition of k-carragennan or 1-buthyl 3-methyl imidazolium chloride ionic
liquid were used to form gels. The gel formed with k-carragennan addition to
galactomannan solution were weaker than pure k-carragennan gel, so the galactomannan
chains interfered with the k-carragennan gel formation even though the hydrolysates mixed
with k-carragennan were able to produce thermally reversible gels; also, the molecular
weight reduction decrease the gels moduli. On the other hand, the use of ionic liquid
instead of water as solvent led to strong gel formation at the concentration of 10%
galactomannan in the ionic liquid and the molecular weight reduction did not affect
significantly the moduli value. It was also found that there was an increment in the weight
in gels formation, concluding that the gel formation is due to environmental water

absorption which form hydrogen bonds with the ionic liquid and galactomannan chains.
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INTRODUCCION

Los biopolimeros son interesantes para diversas aplicaciones en el area biomédica,
alimenticia, como material de empaque y control de humedad, entre otros [1]. Su principal
ventaja es que la materia prima proviene de recursos renovables como arboles, algas o
bacterias. Algunos de estos biopolimeros tienen las propiedades de espesantes, formar geles
y peliculas; estas propiedades hacen que sean materiales muy versatiles en diversas
aplicaciones y tengan posibilidades para industrializarse. En particular los biopolimeros de
polisacéaridos de alto peso molecular, entre los que se encuentran los galactomananos,
ofrecen posibilidades para la formacion de geles y peliculas para diversas aplicaciones. Los
polisacaridos, en especial la variedad de los galactomananos estan presentes en algunas
semillas, como la de Guar, y se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza;
poseen cadenas formadas por enlaces (15,4) de D, manopiranosas, las cuales tienen
ramificaciones de enlaces (/a,6) de D-galactopiranosa [2]. La semilla del arbol de
flamboyan (Delonix regia) contiene un polisacarido del tipo galactomanano el cual ha sido
estudiado para la variedad de Japon. La masa molecular de éste se estimé en 2.5 x10° Da
aproximadamente, con una relacion de manosa a galactosa de 3.9:1 [3]. Los polisacaridos
del tipo galactomanano son ricos en grupos OH en posicion cis a lo largo de la cadena de
manosas, lo cual permite la agregacion entre cadenas por puentes de hidrogeno; debido a
esto, si ocurre entrecruzamiento inter-cadena la capacidad de hidratacion disminuye al
formarse una estructura semicristalina impidiendo la solvatacion de la macromolécula; lo
anterior, dificulta su uso a nivel industrial, ya que se requiere la aplicacion de energia, ya
sea térmica 0 mecanica para solvatarlas. Para evitar esto se puede modificar la estructura
por medio de una hidrdlisis enzimatica utilizando la (1-4) f D-mananasa, la cual proviene
del Cellvibrio japonicus. Debido a que la hidrolisis disminuye el peso molecular y modifica
la estructura de la cadena del galactomanano del Delonix regia, es de esperarse cambios en
las propiedades de solubilidad, capacidad de formacion de geles y peliculas, asi como las
propiedades mecénicas y permeacion de vapor de agua. El control de la reduccion del peso
molecular para generar galactomananos con propiedades reologicas en un intervalo

especifico es una herramienta que puede traer grandes beneficios a los procesos industriales



actuales y diversificar los usos de los galactomananos. Por lo que, en este trabajo se estudio
como diferentes grados de hidrélisis cambian la estructura del galactomanano de la semilla
del Delonix regia y como se afectan las propiedades mencionadas anteriormente. Ademas,
se estudio la interaccidon con otro polisacarido con carga negativa como es el k-carragenano,
esto en sistemas generados usando agua, y el liquido i6nico cloruro de 1-butil-3-metil
imidazol (BMIMCI), como disolventes. Las propiedades se determinaron por medio de
pruebas reoldgicas como barridos de frecuencia, fluencia, relajacion de esfuerzos y curvas
de flujo. En particular, a las peliculas generadas con agua como solvente, se les determino
su permeacion de vapor de agua, para su posible uso como sistemas de atmosferas

modificadas para empaque.
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HIPOTESIS

La hidrolisis enzimatica y la interaccién con un polisacdrido idnico (k-carragenano) y un
liquido i6nico (cloruro de butil metil imidazol) modificaran de manera controlada las
propiedades viscoelasticas de las dispersiones y geles, asi como las propiedades de pelicula

del galactomanano del Delonix regia.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar las propiedades estructurales y reoldgicas de las dispersiones y geles del
galactomanano de la semilla del Delonix regia hidrolizado enzimaticamente, y el efecto de

la incorporacidn del k-carragenano en las propiedades de peliculas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar la estructura del galactomanano nativo de la semilla del Delonix regia
(GMNDR) y sus hidrolizados (HGDR).

e Evaluar el efecto de la hidrolisis sobre las propiedades fisicoquimicas del
galactomanano extraido de la semilla del Delonix regia a diferentes tiempos y dosis de
enzima.

e Evaluar el cambio en el comportamiento reoldgico de dispersiones de GMNDR y los
HGDR por medio de barridos de corte y frecuencia ajustando la viscosidad de corte a
un modelo reoldgico.

e Determinar el efecto de la adicion de k-carragenano en las propiedades reologicas de las
dispersiones del GMNDR vy los hidrolizados, asi como su capacidad de formar geles.

e Caracterizar fisicoquimicamente las peliculas por medio de SEM, FTIR, angulo de
contacto y color.

e Analizar el efecto del peso molecular y también de la presencia de carragenina en la

permeacion de vapor de agua, solubilidad y propiedades mecanicas de las peliculas.
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e Determinar la diferencia en el comportamiento viscoeldstico de los geles logrados con
los diferentes hidrolizados del galactomanano usando agua y el LI BMIMCI por medio

de barridos de frecuencia.
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Capitulo 1

Antecedentes

1.1 Uso de Biopolimeros.

La incesante actividad bioldgica de organismos vivos genera una multitud de compuestos,
incluyendo una variedad de monomeros y polimeros. No es nueva la explotacion de
recursos renovables; desde el inicio de las actividades humanas la necesidad de abrigo,
ropa, herramientas, armas, utensilios y todo tipo de revestimientos han provenido de estas
fuentes, inicialmente sin grandes modificaciones y progresivamente se fueron elaborando
procesos para la mejora y optimizacion de su rendimiento y durabilidad. A finales del siglo
XIX el uso de biopolimeros habia alcanzado un alto grado de sofisticacion tecnologica, sin
embargo, la importancia de estos compuestos macromoleculares basados en fuentes
renovables sufrid un decaimiento gradual, debido al uso de polimeros sintéticos derivados
del petroleo. En la actualidad, se sabe que las fuentes de recursos fosiles se agotaran al no
ser renovables, ademas el precio del petréleo es variable, por lo que gobiernos y empresas
estan retomando el estudio y uso de fuentes renovables como los biopolimeros. Entre estos,
los més usados sin modificar estan la celulosa, la quitina y el almidon (Figura 1.1), debido a
su relativa abundancia, ademads, estos biopolimeros muestran diferentes propiedades de
cristalinidad, solubilidad, y posibilidades de modificacion quimica lo que les permite ser

usados en diferentes aplicaciones [4].
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Figura 1.1. Unidad repetitiva de a) quitina, b) celulosa, c) pectina y d) amilopectina.




1.2 Los galactomananos vegetales como fuente natural de biopolimeros.

Los galactomananos son biopolimeros presentes en algunas semillas; son polisacaridos
heterogéneos, ampliamente distribuidos en la naturaleza y poseen cadenas principales
formadas por enlaces f(1,4) de D-manopiranosas. Estas cadenas tienen ligadas galactosas
por medio de enlaces a(1,6)[2]. Estos polisacaridos sirven como almacenamiento de
energia para la germinacion de las semillas de las leguminosas. Debido que tienen alta
viscosidad e interacciones sinérgicas con otros polisacaridos, como la xantana y la agarosa,
son usados a menudo como agentes espesantes y estabilizantes en la industria alimentaria
[3]. Se diferencian unos de otros por la relacion de unidades de manosas y galactosas
presentes en sus cadenas. Las cuatro principales fuentes de galactomananos en la naturaleza
son: la semilla del algarrobo (Ceratonia siliqua), guar (Cyamopsis tetragonoloba), tara
(Caesalpinia spinosa Kuntze) y fenogreco (Trigonella foenum-graecum), de éstas
unicamente la de algarrobo y guar (Figura 1.2) son de importancia comercial. La relacion
molar de manosa y galactosa varia con el origen de la planta, pero estd en el rango de
1.0:1.0-1.1, 1.0:1.6-1.8, 1.0:3.0, 1.0:3.9-4.0 para el fenogreco, guar, tara y algarrobo
respectivamente. La conformacion del enlace 1->4/ en la cadena de manosas es similar al
de la celulosa, la cual no se disuelve en agua. Las moléculas de galactosa unidas a la cadena
principal provocan impedimentos estéricos en la asociacion intercadena y cristalizacion,
por lo que imparten cierta solubilidad en agua a los galactomananos. Debido a esto la
solubilidad se incrementa al aumentar el grado de sustitucion de galactosas; por ejemplo, la
goma guar se solubiliza en agua fria mientras que la goma de algarrobo requiere una mayor
temperatura para solubilizarse. La mejor solubilidad se encuentra en galactomananos con
relacion 1:1 (galactosa/manosa) en la cual la alta sustitucion por las galactosas establece
mayor impedimento estérico que permite solubilizarse en agua fria, ademas de prevenir el
ataque de enzimas. Galactomananos con una relacion de 1:4, como el encontrado en
Delonix regia, no se disuelven en agua fria, pero son solubles en agua temperaturas
moderadas (>60 °C). La relacion entre galactosa y manosa depende de la fuente del

galactomanano, pudiendo variar desde 1:1 a 1:5. Usualmente los galactomananos con un



alto contenido de galactosas exhiben una menor tendencia a formar geles como resultado
del impedimento que generan €stas en las interacciones entre las cadenas principales de
manosas, mientras que a menor cantidad de galactosas las interacciones entre las cadenas

principales favorecen la formacion del gel [5].
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Figura 1.2. a) Unidad repetitiva del galactomanano del guar. b) Unidad repetitiva del algarrobo.

1.3 Estructura y propiedades del biopolimero extraido del arbol Flamboyan (Delonix
regia).

El arbol de flamboyén (Delonix regia) pertenece a la familia Fabaceae, este arbol
crece en zonas tropicales y subtropicales. Por otra parte, esta planta es cultivada como un
arbol ornamental, sus hojas son de tipo helecho y da flores rojizas (Figura 1.3a), crece
desde una altura de 5 m hasta los 12 m, se extiende ampliamente y por su denso follaje
provee una gran sombra. Las vainas de las semillas son café obscuro y pueden medir mas
de 60 cm de largo por 5 cm de ancho (Figura 1.3b); sin embargo, las semillas son pequeias,
pesando en promedio 0.4 g. La semilla del Delonix regia contiene un galactomanano, el
cual ha sido estudiado para la variedad de Japon, de la que se obtuvo un rendimiento del
20% con base en el peso de la semilla. La masa molecular del galactomanano del D. regia
es de 2.5x10° aproximadamente, y tiene una relacion de manosa y galactosa de 3.9:1, como

se puede observar en la estructura del polisacarido (Figura 1.4) [3].
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Figura 1.3. a) Arbol de Flamboyin con sus caracteristicas hojas rojas, b) vaina y semillas del arbol de

Flamboyan.
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Figura 1.4. Unidad repetitiva del galactomanano de la semilla de flamboyan.

1.4 Propiedades espesantes de los galactomananos.

Una de las propiedades mas explotadas de los polisacaridos, y en especial de los
galactomananos, es su capacidad de aumentar la viscosidad (1) del medio en el que se
dispersa. En dispersiones de polisacaridos, el agua es absorbida como una envoltura por el
polisacarido. Por arriba de una concentracion critica, las moléculas del polisacarido
muestran enredamientos e interpenetramiento; por lo tanto, la viscosidad aumenta. En
general, las soluciones de polisacaridos tienen una alta viscosidad a bajas velocidades de
corte (¥), por lo que son utilizadas en la suspension de particulas; sin embargo, a altas
velocidades de corte también tienen un comportamiento reofluidificante. Ademads, el
comportamiento reofluidificante permite el control de procesos como el bombeo, trasvase y
atomizacion. Los polisacaridos son ampliamente utilizados en aplicaciones como en el

concreto, procesado de ceramicos, perforacion para la extraccion de petroleo entre otras [6].



Los modelos mas usados para describir el comportamiento de la viscosidad de los
galactomananos a diferentes velocidades de corte son el modelo de la ley de la potencia

(Ec. 1), el de Cross (Ec. 2) y el de Carreau (Ec. 3) las cuales son:

n=my"! (1)
_ (Mo—Mco)

n=Neo+= 2)
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En donde y es la velocidad de corte, 1 es la viscosidad, 1y y 1., expresa la viscosidad a una
velocidad de deformacion cero e infinita, respectivamente, A y T son constantes de tiempo,
n 'y k son constantes.

Los modelos de Cross y Carreau usan como parametros la viscosidad a velocidad de corte
cero e infinita por lo que abarcan todo el espectro de viscosidades de la dispersion. En
algunas dispersiones es dificil observar la zona newtoniana a altas velocidades de corte, por
lo que el término de la viscosidad a de velocidad corte infinita es eliminada del modelo, un

ejemplo de este ajuste es el modelo de Williamson (Ec. 4) el cual es:

N=rrem @

1+ y"w
Donde 7, es la viscosidad a tasa de corte cero, 7 el tiempo de relajacion de Williamson y #,,
indice de flujo de Williamson; mientras que, la ley de la potencia solamente tiene una
constante de proporcionalidad para la region pseudoplastica. Por otra parte, las mediciones
dindmicas son ampliamente usadas para el estudio reologico de dispersiones de
polisacéridos; en galactomananos a relativamente altas concentraciones se observa un
comportamiento tipo liquido viscoso donde a bajas frecuencias el mdédulo viscoso es mayor
al elastico (G’’>G’), y a altas frecuencias el sistema se comporta como un solido. Lo
anterior se debe a que la energia almacenada representada por el mddulo eléstico es mayor
a la disipada en el modulo viscoso (G’>G’’); ademas la frecuencia donde se cruzan G’=G”’
se desplazan a valores menores de frecuencia cuando se incrementa la concentracion. Este
comportamiento en las pruebas oscilatorias es cominmente modelado utilizando el modelo
de Maxwell generalizado (Ec. 5) [7] del cual los médulos de perdida y almacenamiento se

expresan comao:
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donde g; /Ti son los médulos, w la frecuencia, 7; los tiempos de relajacion.

Este comportamiento reofluidificante y comportamientos dindmicos fueron investigados
por W. Sittikijyothin y col., [7] para dos galactomananos, del arbol de algarrobo y tara. En
la Figura 1.5 se presentan las curvas de flujo para dispersiones de las gomas tara, tara

purificada y algarrobo, a diferentes concentraciones y los ajustes de los modelos de Cross y

Carreau.
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Figura 1.5. Curvas de flujo de goma tara (GT), goma tara purificada (GTp) y goma de algarrobo (GA)
a 25°C. Simbolos 0.4% GA (-), 0.5% GT (x), 1.0% GA (¥), 0.88% GTp (A), 1.29% GT (o) y 1.19% GTp

(0); lineas continuas representan al modelo de Cross y lineas punteadas al modelo de Carreau [7].

En la Figura 1.6 se ve como el modelo de Maxwell representa bien a los datos
experimentales obtenidos en pruebas dinamicas de dispersiones de goma de algarrobo; en

este caso se utiliz6 un modelo generalizado de Maxwell con 4 tiempos de relajacion.
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Figura 1.6. Médulo de almacenamiento G’(a) y médulo de pérdida G’’(b) contra la frecuencia para
dispersiones de goma de algarrobo a diferentes concentraciones a 25 °C: 0.4% (), 0.6% (0), 0.8% (A) y
1.0% (0O). Las lineas continuas representan el ajuste del modelo de Maxwell generalizado con cuatro

tiempos de relajacién.

1.5 Peliculas.

La definicion exacta de una pelicula delgada es un problema de semantica y depende del
campo y de su proposito. Se puede definir como una capa delgada de cualquier material, la
cual se puede considerar delgada si su grosor es mucho menor que todas las otras
dimensiones criticas de la pelicula ( longitud y ancho) [8]. Mikkonen y col. [9] , estudid
coémo el cambio en la estructura de un polisacarido afecta sus propiedades mecanicas de sus
peliculas, donde se hidrolizo el galactomanano presente en las semillas del arbol guar por
medio de dos enzimas, una mananasa que disminuy6 el grado de polimerizacion al cortar
los enlaces de la cadena principal de manosas y, posteriormente, una galactosidasa para
remover las galactosas de la cadena, esto se realizo a diferentes concentraciones de enzima.

Estos hidrolizados fueron utilizados para la formacién de peliculas con glicerol como



agente plastificante. Los resultados indican que los hidrolizados con menor cantidad de
galactosas formaron los geles con mayor porcentaje de elongacion a la ruptura y resistencia
a la traccion. Ademas, indica que la estructura de los galactomananos afecta claramente la
formacion de las peliculas; interesantemente el mayor porcentaje de elongacion se obtuvo
en el tratamiento con una masa molar media baja, y la mayor resistencia a la traccion en
masas molares a niveles medios, lo cual indica que las propiedades mecanicas de las
peliculas preparadas con el galactomanano del guar se modificaron por medio de hidrolisis
enzimatica y los galactomananos de medio peso molecular obtuvieron los mejores

comportamientos.

1.5.1 Peliculas biodegradables a partir de polisacaridos.

La industria de materiales para empaque, estd trabajando en el uso de materiales
biodegradables, por lo que la nueva generacion de empaques deben derivarse de recursos
naturales y ser biodegradables [10]. Los polisacaridos han sido utilizados como material de
empaque por su habilidad de formar peliculas con permeabilidad selectiva a oxigeno y
didxido de carbono ademas de tener propiedades mecanicas las cuales pueden modificarse
al adicionar aditivos plastificantes. Usualmente se utilizan agentes plastificantes como
glicerol o polietilenglicol, ya que algunos polisacaridos generan peliculas rigidas las cuales
no son flexibles y se rompen al doblarse; sin embargo, al aumentar el volumen libre entre
las moléculas usando los plastificantes, las propiedades de barrera contra gases se reducen
[11]. Por otra parte, las moléculas de agua en las peliculas funcionan como agentes
plastificantes; pero puede perderse facilmente debido a la deshidratacion a bajas humedades
relativas en el ambiente [12]. Rojas-Argudo y col., [11] investigaron las propiedades de
recubrimientos formulados con goma de algarrobo y lipidos para la proteccion de
mandarinas; primeramente lograron mejorar el brillo y disminuir la perdida de peso con el
recubrimiento, sin embargo, debido a las condiciones anaerobias se incremento la cantidad
de etanol en la mandarina. Por lo tanto, estos investigadores modificaron la foérmula
afiadiendo agentes plastificantes con lo que lograron reducir la cantidad de etanol formado.

Cerqueira y col., [13] determinaron las composiciones Optimas de recubrimientos

elaborados con galactomananos extraidos de Caesalpinia pulchemirra (CP) y Adenanthera



pavonina (AP) y glicerol (Gly) para recubrir frutas tropicales, trabajaron a concentraciones
de 0.5, 1 y 1.5 % p/p de galactomanano y 1, 1.5 y 2% v/v de glicerol, de las peliculas
formadas midieron la permeabilidad de vapor de agua, oxigeno y didéxido de carbono. Los
resultados que obtuvieron mostraron una menor permeacion de CO; y O, estando en el
orden de 107" g (m s Pa)™, comparado con la del vapor de agua que estuvo en 107! g (m s
Pa)' También observaron que la permeacion de vapor de agua y O, se incrementd al
incrementar el porcentaje de glicerol en las peliculas, mientras que la del CO; disminuy¢ al
incrementar el porcentaje de glicerol. Por otra parte, se han realizado estudios de la
interaccion del k-carragenano con el galactomanano de la goma de algarrobo a diferentes
proporciones de mezcla para la elaboracion de peliculas, donde se obtuvo como resultado
que estos dos polisacaridos presentan una alta miscibilidad y sinergia, ya que sus
propiedades en la permeacion de vapor de agua y propiedades mecanicas se incrementaron
cuando se usé una relacion de 40:60 (k-carragenano:galactomanano). La permeacion de
vapor de agua obtenida en esta mezcla fue de 5.15x10™"! g (m s Pa)', menor a los 8.01 x10°
"'g (m s Pa)' de la pelicula de solo galactomanano. Los andlisis de los espectros de
infrarrojo sugieren que esta sinergia se debid a interacciones por puentes de hidrégeno entre

las cadenas [14].

1.6 Geles débiles y fuertes de polisacaridos.

La asociacion entre macromoléculas existe aun a altas condiciones de diluciéon, pero
cualquier clase de agregacion intramolecular produce un apreciable efecto en las
propiedades reologicas del sistema solo cuando se alcanza una concentracion critica de las
cadenas, y las condiciones de flujo o deformacidon impuestas son lo suficientemente
pequefios para dejar el estado de la estructura casi imperturbado. Las asociaciones cadena-
cadena se pueden limitar a la formacion de enredamientos moleculares, o extenderse a
través de todo el sistema, con el consecuente desarrollo de una red tridimensional, en el
primer caso la conectividad existe a pequefias distancias, mientras que en el ultimo caso se
expande en toda la muestra, lo que se observa como una transiciéon de un comportamiento
tipo liquido viscoso a un comportamiento tipo sélido elastico. El término gel generalmente

define una clase de sistemas que muestran propiedades del tipo solido elastico en presencia



de un exceso de solvente. La gelacion puede resultar de una variedad de mecanismos, como
por ejemplo de reacciones quimicas de entrecruzamientos que pueden conducir a la
formacion de enlaces covalentes entre diferentes cadenas obteniendo geles quimicos; otro
tipo de gel puede ser generado por interacciones fisicas entre los segmentos de las cadenas,
formando los geles fisicos. Estos ultimos son caracteristicos de los polisacaridos y otros
biopolimeros, donde las zonas de union estan dadas por interacciones débiles (fuerzas de
London, puentes de hidrégeno) los cuales actuan cooperativamente y dan estabilidad al gel.
Estas fuerzas en la zona de union en los geles fisicos implican una dificultad para establecer
el numero de entrecruzamientos que se forman ademas de que estos son transitorios; por lo
que el rango de deformaciéon en el cual la estructura del gel no sufra modificaciones
apreciables bajo la accion de una fuerza es limitado. Los geles fuertes poseen las
caracteristicas de los geles verdaderos: bajo pequenias condiciones de deformacién, estos
manifiestan un comportamiento de solido viscoelastico y por arriba de su deformacién
critica estos se rompen en ves de fluir; los geles débiles son aquellos cuya clasificacion cae
entre soluciones concentradas y geles fuertes. Bajo pequefias condiciones de deformacion y
bajas frecuencias los geles débiles se comportan como los geles fuertes en su respuesta
mecanica, al aumentar la deformacion la red tridimensional se puede romper formando
pequefios racimos permitiendo que el material fluya como un sistema disperso. Para poder
clasificar correctamente el tipo de gel es necesario realizar pruebas oscilatorias a
frecuencias en el intervalo de 10 a 10° Hz que corresponde a la escala de tiempo de 107 a
10% segundos, aun asi, se requiere de pruebas a periodos de tiempos mas largos por lo que
se deben realizar pruebas de relajacion de esfuerzos y de fluencia en intervalos de tiempo
entre 10> a 10° segundos. En el caso de los geles el uso del principio de superposicion
tiempo-temperatura puede dar resultados cuestionables debido a la complejidad de la
estructura del gel y su dependencia con la temperatura. Comportamientos clasicos

encontrados en geles débiles y fuertes se presentan en la Figura 1.7 [15].
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Figura 1.7. Barrido de frecuencia de: a) geles de alginato de calcio (1.4% p/p). b) geles débiles de varios
polisacaridos, (A A) Rhamsan 1% p/p, (OM) Xantana 1% p/p, 0.02 M KCl y (O®) Welan 0.25%p/p

simbolos rellenos G’ simbolos vacios G*’ [15].

1.6.1 Geles de galactomananos.

Se han realizado varias investigaciones acerca de las propiedades de formar geles con
mezclas de galactomananos con otros polisacaridos; por ejemplo, en la mezcla de goma de
algarrobo [16] con el k-carragenano existe un efecto sinérgico, debido a la asociacion de la
cadena no sustituida de la manosas con la hélice de la carragenina, lo que se atribuye a las
cargas de la carragenina. Debido a la baja toxicidad de los geles de polisacaridos, estos son
muy utilizados en la industria alimenticia, cosmética, en la biomedicina entre muchas otras
dependiendo de sus propiedades reoldgicas y mecanicas. Existen pocos estudios sobre la
capacidad de gelacion de galactomananos en agua sin la necesidad de otros polisacaridos,
ya que por la falta de carga en su estructura y la sustitucion de galactosas en la cadena se
dificulta la formacion de redes tridimensionales. Sin embargo, Richardson y Norton [17],
asi como Richardson y col. [18], han investigado la capacidad de la goma de algarrobo de
formar geles; en un estudio formaron geles disolviendo la goma en una solucién
concentrada de sacarosa (1% de goma en 60% de sacarosa p/p); mientras que, en otro
formaron geles solo de goma de algarrobo a bajas concentraciones (0.4 a 1.5 %p/p) dejando
las dispersiones a temperatura controlada por 80 dias. Por otro parte, en estudios
preliminares se observo que la goma extraida del arbol de flamboyan forma geles a partir

de concentraciones superiores a 5 % en peso disolviendo la goma en agua a 60 °C por 3
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horas y dejandola enfriar 24 horas a 4 °C. Por otra parte, actualmente se investiga la
formacion de geles de polisacaridos usando como solvente liquidos idnicos (LI). Estos
materiales son generalmente sales organicas las cuales tienen un punto de fusién bajo
comparado con las sales inorganicas; por ejemplo, algunos LI son liquidos a temperatura
ambiente. Se puede decir que la mayor ventaja que tienen los LI con respecto a los demas
fluidos es que poseen un mayor intervalo de temperaturas donde se comportan como
liquidos, (la mayoria presenta una presion de vapor extremadamente baja) esta propiedad
permite quimicamente tener un entorno idnico lo suficientemente alto para que se tengan
mayores rendimientos o selectividades en algunas reacciones [19], [20]. Actualmente, hay
un interés en el uso de LI como disolventes de polisacaridos ya que permite una mayor
concentracion de polisacarido disuelto en el. Los cationes y aniones de los LI mas usados

como disolventes se muestran en la Figura 1.8.
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Figura 1.8. Estructura de los liquidos i6nicos mas utilizados como solventes [21].

Kadokawa y col. [22], encontraron que las soluciones de celulosa con altas concentraciones
en cloruro de 1-butil-3-metil-imidazol (BMIMCI) a 25 °C, forman un gel, el cual exuda
una parte del BMIMCI del gel al formarse. Un andlisis de TGA mostrd que el gel formado
presentd una pérdida de peso a 230° C la cual es una temperatura menor a los 300° C que se
tiene solo con la celulosa; los autores atribuyen este resultado a la reduccién o perdida de

las regiones cristalinas en el material. Por otra parte, el gel al ser calentado a 120 °C se
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suaviza, y a 150° C se vuelve fluido, si se deja a temperatura ambiente por 2 dias el gel se

regenera como se observa en la Figura 1.9.

Gel primario Blando Fluido

lTemperatura ambiente, 2 dias

Gel regenerado

Figura 1.9. Proceso de fundicion del gel y su posterior regeneracion [22].

Los andlisis elementales por medio de la dispersion de energia de rayos X vy
termogravimetria, sugieren que el gel estd compuesto por celulosa, BMIMCI y agua. Se
considera que el gel se produjo por la formacion de agregados no cristalinos de la celulosa
en la disolucion, estos agregados se generaron por la interaccion de las cadenas de celulosa
con el agua que se absorbié del medio ambiente por el caracter higroscopico del BMIMCI
(Figura 1.10), estos agregados probablemente actuaron como agentes de entrecruzamiento
en la gelacion [23]. Los geles de polisacaridos con LI han sido estudiados y dada la fuente
de galactomananos disponibles es interesante determinar su comportamiento reologico el
cual puede resultar atractivo para diversas aplicaciones en sensores o en sistemas de control

mecanico que respondan a cambios en las condiciones de esfuerzo o medio ambiente.
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Figura 1.10. Modelo propuesto para la formacion de un gel a partir de una mezcla de celulosa y

BMIMCI [23].

1.6.2 Comportamiento reologico de geles de galactomananos.

Como se menciond anteriormente existen pocos estudios acerca del comportamiento de
geles formados Unicamente con galactomananos; Richardson y col. [17], investigaron el
comportamiento de los moddulos elastico y viscoso de la dispersion de 1.5% goma de
algarrobo y 60% sacarosa a diferentes temperaturas. En la Figura 1.11a) se observa que la
dispersion se comportd como una solucion macromolecular concentrada al existir un punto
de cruzamiento de los mddulos a temperaturas mayores de 15 °C; mientras que, a -5 °C el
moédulo eléstico, G’, es mayor que el modulo de pérdida, G”. En la Figura 1.11b) se
muestran las mismas dispersiones después de se mantuvieron a -5 °C por 70 horas para la
fomracion del gel, donde se observa que en todo el intervalo de temperaturas y a todas las
frecuencias el modulo eléstico es mayor que el viscoso y no hay un cruce entre los mddulos

[17].
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Figura 1.11. Barrido de frecuencia de la dispersion de goma de algarrobo al 1.5% con 60% sacarosa a

diferentes temperaturas. a) recién hecha, b) gel formado a -5 °C por 70 h. G’ (W), G’ (O) [17].

Con respecto a la interacciéon del LI con los galactomananos, Verger y col. [24],
investigaron la formacion del gel compuesto de goma guar y liquidos i6nicos. A los geles
formados se les realizaron estudios a través de pruebas oscilatorias y de fluencia, donde el
resultado de las pruebas oscilatorias para los geles formados con guar y varios tipos de LI
(BMIMCI, 1-etil-3-metilimidazodium  metilfosfonato (EMIMMP) vy  1-alil-3-
metilimidazodium (AMIMCI)) se muestra en la Figura 1.12.
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Figura 1.12. Dependencia de la frecuencia de G’(simbolos rellenos) y G’’(simbolos abiertos) de
guar/BMIMCI (A A) , guar/EMIMMP(HO) y guar/AMIMCI (@O) a 25° C y 15% peso, la goma guar
de 126kDa [24].

La Figura 1.12 muestra como el LI utilizado afecta en el comportamiento reoldgico del gel,
observando que cuando se utilizé el BMIMCI se tuvo un valor de G’ ligeramente mayor

que G’ en todo el intervalo de frecuencia estudiado, demostrando un comportamiento de
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tipo so6lido, mientras que con los otros dos LI’s se tuvo un comportamiento de liquido,
donde la G’ es menor que G”’.

En este mismo trabajo, los investigadores observaron como al usar goma guar, de varios
pesos moleculares, con BMIMCI obtenian un valor menor del mddulo elastico conforme
disminuia el peso molecular. Los resultados de la prueba de fluencia realizadas a las
mismas muestras son presentados en la Figura 1.13. En esta figura se observa el mismo
comportamiento que en las pruebas oscilatorias, ya que el gel formado con BMIMCI con 10
% en peso de goma presentd un comportamiento mas cercano al de un so6lido, debido a que
presentd una etapa de recuperacion mientras que los demads sistemas no presentan esta

recuperacion, por lo que se comportaron como fluidos viscosos.
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Figura 1.13. Prueba de fluencia a geles formados con goma guar de 126 kDa a 25° C,
10%peso/AMIMCI (a), 8% peso/BMIMCI (b) y 10%peso/BMIMCI (c) [24].

El galactomanano del Delonix regia es considerado como un producto desaprovechado, ya
que la semilla que lo contiene son un desecho. Con los antecedentes presentados sobre la
importancia de los galactomananos en la industria y la investigacion, el uso del
galactomanano del Delonix regia podria ser de interés si éste presenta propiedades
necesarias para su aplicacion industrial, ya sea como un agente que modifique las
propiedades reoldgicas o como formador de peliculas biodegradables. Por ejemplo, la goma
guar que es utilizada en varias industrias siendo la petrolera la que tiene una mayor
demanda, tiene periodos de sobredemanda, en donde el precio se vuelve muy elevado. En
este tipo de situacion el galactomanano del Delonix regia puede ser modificado

enzimaticamente para tener las propiedades requeridas en la industria petrolera y asi cubrir
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la demanda de un agente que modifique las propiedades reoldgicas que se requieran. Por lo
que es importante estudiar como las variables de concentracion de enzima y galactomanano

cambian las propiedades reolodgicas.
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Capitulo 2

Metodologia

2.1 Extraccion del galactomanano nativo del Delonix regia (GMNDR).

Las semillas del Delonix regia fueron obtenidas en el norte, este y oeste de la ciudad de
Mérida, Yucatdn, México. Estas fueron remojadas en agua (6:1 pesoagua:P€SOsemilia) @ 90
°C bajo agitaciéon mecanica por 5 horas (Heidolph modelo RZR1, Alemania); pasado
este tiempo se dejaron enfriar a temperatura ambiente. El endospermo fue removido
manualmente de las semillas y mezclado con agua destilada en una relacion de 1:1 (v:v)
en triturador de alimentos hasta obtener una mezcla homogénea. Posteriormente, la
mezcla se diluyd con agua destilada (1:1 v:v) para disminuir la viscosidad. A partir de
este punto, la mezcla diluida se agité mecanicamente a 60 °C por 30 minutos, después
fue filtrada a través de una malla metalica cuadrada de 1 mm de abertura para obtener
una solucion viscosa. El residuo solido fue mezclado con agua destilada y fue filtrada de
nuevo para incorporarse a la solucion viscosa. La solucion viscosa obtenida se
centrifugd a 4000 g por 30 minutos. Posteriormente, el galactomanano fue precipitado
adicionando etanol al sobrenadante (1:1 v/v). El precipitado fue secado en una estufa de
conveccion por 12 horas a 60 °C. Después de secarse el precipitado seco fue molido y se

pasé por un tamiz #20.

2.2 Hidrélisis enzimatica.

Las reacciones enzimaticas fueron realizadas con la endo-1,4-f-mananasa del Cellvibrio
japonicus (E.C. 3.2.1.78 Megazyme, Irlanda). Tres tiempos de reaccion 30, 60 y 90
minutos, asi como tres dosis de enzima 0.5, 1.0 y 1.5 nkat por gramo de galactomanano
fueron evaluadas. (Un katal es definido por el fabricante como la cantidad de enzima
requerida para liberar un mol de equivalentes de manosa por segundo del
galactomanano del algarrobo a una concentracion de 5 mg ml™ en una solucion buffer
de fosfato de sodio 100 mM a pH 7). Las condiciones de hidrélisis usadas fueron las
recomendadas por el fabricante, por lo que primero se dispers6 el GMNDR una
concentracion de 1% (p/v) en una solucion buffer de fosfato de sodio a 100mM y pH 7 a
60 °C por 2 horas bajo agitaciéon magnética antes de adicionar la enzima. La hidrélisis

enzimatica se llevd acabo a 40 °C a cada tiempo y dosis de enzima descrita
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anteriormente. Las reacciones de hidrolisis enzimatica fueron detenidas calentando la
dispersion del galactomanano a 90 °C por 10 minutos; después fueron enfriadas a 25 °C
y finalmente fueron precipitadas con etanol (1:0.8 Vagua:Vewanol). El precipitado fue
filtrado con papel filtro de poro mediano y fue secado en una estufa de conveccion a 60
°C por 12 horas. Los hidrolizados fueron dispersados en agua destilada, precipitados
con etanol y filtrados de nuevo para purificarlos. Finalmente, fueron molidos y pasados

por un tamiz #20.

2.3 Caracterizacion del Galactomanano y los hidrolizados.

2.3.1 Cromatografia de permeacion de gel (GPC).

El peso molecular en nimero (Mn) y el indice de polidispersidad (PDI) del
galactomanano de Delonix regia (GMNDR) y los hidrolizados fueron obtenidos en un
GPCmax VE2001 acoplado a un TDA 302 con detectores de indice de refraccion,
viscosimetro y dispersor de luz de angulo bajo y angulo recto (Viscotek, Houston, TX,
U.S.A.) y una columna TSKgel-GMPWxI (Tosoh. Tokio, Japon.) con tamafios de
exclusion desde 500 a 8x10° Da. Las condiciones de medicion fueron flujo de 1 ml min”
'a 45 °C con NaNOs al 0.1M como eluyente [25]. Las muestras fueron disueltas en
agua grado HPLC (2 mg ml™) a 65 °C con agitacion magnética por 2 h. Después, se
pas6 por un filtro (0.45 pm) y se inyectaron 100 pl en el equipo del GPC. Los datos

fueron analizados con el software Omniasec 5.02 (Malvern, Malvern, U.K.)

2.3.2 Contenido total de carbohidratos.

El contenido total de carbohidratos se midi6 tal como fue reportado en la literatura [26].
El polisacarido fue hidrolizado con &cido sulfurico concentrado para convertirlo a
hidroxi metil furfural, y posteriormente ser condensado con fenol para producir una
solucion estable de color amarillo. Las soluciones para la prueba del GMNDR y todos
los hidrolizados (HGDR) fueron preparados a una concentraciéon de 25 pg ml™' en agua
destilada, las soluciones estandar de manosa en agua destilada fueron preparadas a las
concentraciones de 0, 10, 20, 30 y 50 ug ml". Para la determinacion del contenido total
de carbohidratos, 2 ml de solucidon de muestra o estandar se vertié en un tubo de ensayo,

donde posteriormente se adicionaron 0.05 ml de una solucién de fenol al 80 %. El tubo
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de ensayo con la solucion se agitd con la ayuda de un vortex y se afiadieron rapidamente
5 ml de écido sulftrico concentrado y con la ayuda de una pipetor mecénico se mantuvo
mezclando y se dejo reaccionar por 10 min. Pasado el tiempo, la solucién fue enfriada
en agua con hielo hasta alcanzar la temperatura de 25 °C. En este punto, se midi6 la
absorbancia a 490 nm con un espectrofotometro UV-vis y se calcul6 el contenido de

carbohidrato comparando los valores con las de las soluciones estandar de manosa.

2.3.3 Resonancia magnética nuclear de protén (‘"H NMR).

Las muestras de galactomanano fueron disueltas en agua deuterada (D,0) a 0.1% (p/v)
en un vial sellado a 65 °C por 2 h y liofilizadas [3]. Las muestras secas fueron
redisueltas en D20 (0.1% p/v) y analizadas en '"H NMR a 65 °C usando un equipo
Varian-600 MHz NMR [27].

2.3.4 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR).

Los espectros de absorcion FT-IR del galactomanano y los hidrolizados fueron
obtenidos entre 4000 y 400 cm™ (FTIR Thermo Nicolet, 8700) a una resolucion de 2
cm™ con 32 barridos. Las muestras se prepararon mezclando 1 mg de GMNDR o
HGDR con KBr en una relacion 1:100. La mezcla s6lida fue sometida a una presion de

6000 psi para la formacién de la pastilla con una prensa hidraulica manual.

2.3.5 Difraccion de Rayos-X.

La difraccion de rayos-X de angulo amplio de las muestras de GMNDR o HGDR en
forma de polvo fueron obtenidas usando un difractometro Brukker D8-Advance con un
dnodo de CuKa (A=1.54 A). El tiempo de paso y tamafio de paso fueron de 0.5 s y 0.02°

respectivamente, con un angulo de dispersion (20) en el intervalo de 3° a 60°.

2.3.6 Solubilidad.

Se seleccionaron 2 temperaturas para la prueba de solubilidad (25 y 60 °C). Las
muestras del GMNDR y HGDR fueron dispersadas en agua destilada (0.1% p/v) con

agitacion magnética por 1 hora a la temperatura de prueba. El recipiente fue sellado con
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papel aluminio y cinta adhesiva para prevenir la evaporacion del agua. Pasado el
tiempo, las dispersiones fueron centrifugadas a 3500 g por 30 min a 25 °C para remover
el material insoluble, el sobrenadante fue secado en una estufa de conveccion a 105 °C
por 24 h. Finalmente, el material seco fue pesado para determinar la concentracion del
galactomanano en el sobrenadante. El porcentaje de solubilidad fue calculado con la

siguiente ecuacion [28]:

mg

concentracién del sobrenadantes (ml)
————g x100 (6)
concentracién inicial (ﬁ)

%Solubilidad =

2.4 Caracterizacion reologica de las dispersiones.

2.4.1 Dispersiones del GMNDR y los HGDR.

La caracterizacion reoldgica se llevo a cabo usando un redmetro rotacional AR-2000
con control de esfuerzo (TA Instruments Co., E.U.A.). Se us6 una geometria cono-plato
de acero inoxidable con 40 mm de didmetro y un dngulo de 2° para la medicion de las
muestras del GMNDR vy todos los HGDR al 3 % (p/v). Mientras que, para el GMNDR
y los hidrolizados de alto peso molecular obtenido a 0.5 nKat g x 30 min (HAPM), el
de peso molecular intermedio obtenido a 1 nKat g x 60 min (HMPM) y el de bajo peso
molecular obtenido a 1.5 nKat g x 90 min (HBPM) se analizaron con una geometria
cono-plato de acero inoxidable con un didmetro de 60 mm y un angulo de 1°, a una
concentracion de galactomanano de 0.5, 1.0 y 1.5% en agua. Una trampa de humedad se
coloco sobre la geometria para evitar la perdida de agua durante la prueba. Las muestras
se disolvieron a 60 °C por 2 horas con agitacion magnética, posteriormente se dejaron
12 horas a 4 °C. La muestra se deposito en el plato peltier con la ayuda de una jeringa y
se dejo reposar por 3 minutos a 25 °C antes de cada prueba [29]. La zona viscoelastica
lineal (ZVL) fue determinada con barridos de deformacién a una frecuencia constante
(0.1, 1.0 y 10 Hz) de 0.1 a 5% de deformacion. El comportamiento viscoelastico se
determino6 por medio de barridos de frecuencia dentro de la ZVL a frecuencias de 0.1 a
10 Hz obteniendo los valores de G’, G’ y m*. A estas muestras también se les
determin6 la viscosidad aparente en funcion de la velocidad de corte en estado

estacionario de 0.1 a 1000 s. Estas pruebas se realizaron a 25 °C.
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2.4.2 Dispersiones de la mezcla de galactomananos y k-carragenano.

Para observar el efecto de la adicion de un polisacarido con carga negativa en la
viscosidad de las dispersiones del galactomanano, se prepararon nueve dispersiones las
cuales son: GMNDR, k-carragenano (k-carr), HAPM, HMPM, HBPM, las mezclas
(60:40) GMNDR:k-carr, HAPM:k-carr, HMPM:k-carr y HBPM:k-carr con una
concentracion total de polisacéarido del 1 % p/v. Las cantidades necesarias para tener la
proporcion de 60% galactomanano y 40% de k-carr fueron pesadas y dispersadas en
agua destilada con una concentracion total de 1 % p/v, y se agitaron magnéticamente
por 2 horas a 65 °C. La viscosidad aparente se obtuvo realizando los barridos de
velocidad de corte de 1 s a 1000 s en condiciones de estado estacionario; para lo cual
se usd una geometria cono-plato de acero inoxidable con un angulo de 1° y un diametro
de 60 mm. Las mediciones se realizaron a 50 °C para prevenir la formacion del gel, por
lo que se us6 una trampa de humedad para evitar la pérdida de agua.

Los resultados de la viscosidad contra la velocidad de corte fueron ajustados a la ley de

la potencia (Ec. 1) y al modelo de Williamson (Ec.4).

2.5 Elaboracion de peliculas.

Se vertieron 32.5 ml de cada una de las 9 dispersiones preparadas en cajas Petri (9.2 cm
de didmetro interno) cuidando que su temperatura no baje a menos de 40 °C. Se secaron
a 50 °C por 24 horas en una estufa de conveccion natural. Las peliculas obtenidas se
dejaron por lo menos 48 horas previas a su analisis a una atmosfera controlada, 52% de

humedad relativa y una temperatura de 20 °C.

2.6 Caracterizacion de las peliculas.

2.6.1 Color y opacidad.

El color y opacidad de las peliculas fueron medidos por el método de reflectancia
usando un colorimetro Minolta (Cr 400, Minolta, Japén). Se us6 un plato estandar de
color blanco (Y=93.8, x=0.3159 e y=0.3321) para la calibracion del equipo y como
fondo blanco para la medicién de los parametros Y, L*, a* y b*. El valor de la
diferencia total de color (DE*) se obtuvo usando la pelicula del galactomanano nativo,

GMNDR, como referencia (L*=96.82, a*=0.09 y b*=2.37) en la Ec. 7:
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AE* = VAL?+Aa*% + Ab*? (7)

Donde Aa", Ab" y Ac son las diferencias entre la pelicula usada como referencia
(nativo) y la pelicula evaluada. El método de Hunter Lab se us6 para la determinacion
de la opacidad usando una placa negra como fondo estdndar (Y=2.92, x=0.3146 ¢
y=0.3307). El célculo se realiz6 usando la Ec. 8 donde se relaciona la opacidad de la

muestra usando el fondo estdndar negro (Y) y el fondo estandar blanco (Yy,).

Op.=—x100 (8)

2.6.2 Micrografias por microscopia electronica de barrido (SEM).

Las micrografias de la superficie de las peliculas fueron obtenidas usando un
microscopio electronico de barrido (Quanta FEG 650, FEI, USA) con un voltaje de
aceleracion de 3 kV y una magnificacion de 1000x. Todas las muestras fueron

recubiertas con una fina capa de oro antes de ser observadas por el SEM.

2.6.3 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier de las peliculas.

El espectro de absorcion de las peliculas en el infrarrojo fue obtenido por medio de la
técnica de reflectancia total atenuada (ATR por sus siglas en inglés) en el intervalo de
numero de onda entre 4000 y 650 cm” (FT-IR Thermo Nicolet, 8700). Para la

obtencion de los espectros se uso una resolucion de 0.5 cm™ con un total de 32 barridos.

2.6.4 Solubilidad en agua y contenido de humedad de las peliculas.

La solubilidad en agua de las peliculas fue evaluada de acuerdo con el procedimiento
reportado en la literatura por Costa y col., [30]. Para esto, se cortaron las peliculas en
forma de discos con un diametro de 2 cm de la pelicula original. La materia seca y el
contenido de humedad de la pelicula se midieron al secar la muestra a 105 °C en una
estufa de conveccion hasta alcanzar un peso constante. El contenido de humedad fue
calculado como el porcentaje de masa perdida. Después, las peliculas secas fueron

inmersos en 50 ml de agua por 24 horas a 25 °C con agitacion proporcionada con un
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agitador orbital a 75 RPM. Pasado el tiempo, los fragmentos de las peliculas fueron
retirados y secados a 105 °C hasta obtener un peso constante para determinar la cantidad

de material que no se solubiliz6. La solubilidad se calcul6 con la siguiente Ec. 9:

s =272 4100 9)
M.

4

Donde M; es la masa inicial del disco seco y My la masa final del disco que no se

solubilizo.
2.6.5 Permeacion al vapor de agua (PVA) de las peliculas.

La permeacion al vapor de agua de las peliculas de polisacaridos fue medida de acuerdo
con el procedimiento reportado por Dos Santos y col., [31]. Para la determinacion se
usaron celdas cilindricas de aluminio con una cara superior de 30 cm”. En el interior de
las celdas se vertieron 50 ml de agua destilada. Las celdas fueron selladas con la
pelicula en la cara superior, quedando expuesto un lado de la pelicula a la atmosfera
externa, y el otro, a una atmosfera saturada de agua (Hr = 100%, 2337 Pa de presion de
vapor a 20 °C). La atmdsfera externa se controld colocando las celdas dentro de un
desecador con silica previamente secada a 105 °C por 12 horas (Hr=0%, 0 Pa de presion
de vapor a 20 °C). El peso de las celdas fue medido cada 2 horas durante 10 horas; todas

las determinaciones de permeacion de vapor de agua se realizaron por triplicado.

2.6.6 Propiedades Mecanicas.

Para la medicion de las propiedades mecanicas se siguié la metodologia reportada por
Martins y col., [14] con algunas modificaciones; esta metodologia esta basada en la
ASTM D 882-91. El esfuerzo a la tension y la elongacion a la ruptura fueron medidos
usando un analizador de textura T.A. HD Plus (Stable micro system, Godalming, U.K.)
y los datos fueron procesados usando el software del equipo Exponent del mismo
fabricante. El tamafio de las muestras fue de 45 x 20 mm de largo y ancho
respectivamente, teniendo un grosor las peliculas entre 37 y 59 um. La distancia inicial
entre las mordazas fue de 25 mm y la prueba se realizdé con una velocidad de traccion

constante de 5 mm/min. Para cada pelicula se realizaron por lo menos 5 réplicas.
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2.6.7 Angulo de contacto.

El angulo de contacto de la cara superior de las peliculas obtenidas se midié usando un
goniometro estandar (Ramé-Hart Instrument Co., modelo No. 250-U1) con el método
de la gota sésil usando agua grado HPLC. Las mediciones se realizaron a los 5 segundos
posteriores de dejar caer la gota de agua sobre la superficie de la pelicula. El angulo de
contacto se determind analizando las imégenes obtenidas con el software ImageJ 1.52
(National institutes of Health, U.S.A.) usando la extension de angulo de contacto. Por lo

menos 5 mediciones se realizaron para cada muestra.

2.7 Formacion de Geles.

2.7.1 Preparacion de geles con el galactomanano del Delonix regia.

Se vertieron 15 ml de agua destilada en un recipiente cilindrico de poliestireno con una
base de 3 cm; el recipiente se calentd a 70 °C (tapando el recipiente para evitar pérdida
de agua por evaporacion) en un baflo de agua, una vez alcanzados los 70 °C se afiadio
rapidamente la cantidad necesaria del galactomanano para tener una concentracion de 5
y 10 % (p/v) y se cerr6 inmediatamente el recipiente; el galactomanano disperso en
agua fue agitado esporaddicamente usando un vortex hasta que alcanzé la viscosidad
suficiente para permanecer homogéneo; se dejo a 70 °C por 4 horas. Posteriormente, se

dejo reposar a 4 °C por 24 horas.

2.7.2 Pruebas reologicas a los geles de galactomanano al 5% y 10% (p/v).

Los geles elaborados fueron cortados formando un cilindro de 2 cm de diametro y
aproximadamente 5 mm de altura. Se us6 una geometria de platos paralelos de acrilico
con un didmetro de 2 cm para las pruebas reologicas a una temperatura de 25 °C. A los
geles se les realizo el barrido de frecuencia dentro de la zona viscoelastica lineal en un
intervalo de 0.1 a 100 rad/s. Ademas, se les realiz6 la prueba de fluencia aplicando un
barrido de esfuerzo constante de 50 Pa por 5 minutos, pasado el tiempo se retird el
esfuerzo y se dejo a la muestra recuperarse. Los datos se procesaron en el software

Origin 8 para ajustarlos al modelo de Burger (Ec. 10):

Epxt

e(t) =é+ﬁt+§k(1 —e‘W) (10)
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En donde € es la deformacion, ¢ es el tiempo, o es el esfuerzo (Pa), E,, y 1,, son el
modulo elastico y el coeficiente de la viscosidad dindmica de Maxwell, E; y 1, son el

modulo elastico y el coeficiente de la viscosidad dinamica de Kelvin

2.7.3 Preparacion de geles con la mezcla de galactomanano y k-carragenano.

Las dispersiones elaboradas con las mezclas de k-carragenano y el GMNDR asi como
con los hidrolizados del alto, medio y bajo peso molecular a la concentracion de 1%
(p/v) y una relacion de 60 % galactomanano y 40 % de k-carragenano, fueron
elaboradas como se describid previamente para Delonix regia puro y los hidrolizados.
Estas se dejaron 12 horas a 5 °C para la formacion del gel. Los geles formados se
cortaron en cilindros con un sacabocados con una navaja se ajustaron las dimensiones

de 2 cm de diametro y aproximadamente 5 mm de altura.

2.7.4 Barridos de frecuencia de los geles con k-carragenano.

Los barridos de frecuencia se realizaron dentro de la zona viscoeldstica lineal
(previamente determinada por barridos de deformacion) con una deformacion de 0.1%,
el intervalo de frecuencia fue de 1 a 100 rad/s a 25 °C usando una geometria de plato

rugoso de acrilico con 2 cm de didmetro y un gap de aproximadamente 1 cm.

2.7.5 Medicion de la temperatura de gel (T¢) y temperatura de fundido (Ty) de los
geles formados a partir de las SFPs que contienen k-Carragenano.

Para obtener la Tg y la Tr se aplicoé una rampa de temperatura a las dispersiones en 4
etapas: (1) la dispersion se calentd a 60 °C y se dejo a esta temperatura por 5 minutos;
(2) se aplico una rampa de enfriamiento de 60 °C a 5 °C con una velocidad de 2 °C/min;
(3) alcanzados los 5 °C se dejo a esta temperatura por 10 minutos; y (4) el gel formado
se sometié a una rampa de calentamiento de 5 °C a 60 ° C a una velocidad de 2 °C/min.
Los barridos de temperatura fueron realizados a una deformacion y frecuencia de 0.1%
y 1 Hz, respectivamente. Se us6 una geometria cono y plato, de acero inoxidable, de 40
mm de didmetro y un angulo de 2°. Ademas, se colocd una trampa de humedad para

evitar la pérdida de agua.
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2.7.6 Preparacion de geles con el galactomanano del Delonix regia y el liquido

ionico cloruro de 1-butil-3-metilimidazol (LI).

El liquido i6nico (LI), fue sacado del envase y se sec6 en estufa de vacio a 80 °C por 24
horas. Durante el proceso de secado el liquido 16nico se fundi6 ya que su temperatura de
fusion (Ty) es de 70 °C. Pasado este tiempo se saco de la estufa y se vertio rapidamente
con una pipeta en un vial de 25 ml previamente pesado y se sell6 con la tapa. Se dejo
enfriar en un desecador y se pes6. Por medio de la diferencia de peso se determiné la
cantidad de liquido 16nico en el vial y se colocéd rapidamente la cantidad necesaria para
tener una concentracion del 5% o 10% (p/p) del galactomanano sellandolo
inmediatamente. Luego se sumergidé en aceite mineral a 100°C y se agitd hasta su
completa solubilizacidon (aproximadamente 48 horas); pasado el tiempo se destapo el
vial y se dejo en una atmdsfera de 75% de humedad relativa (Hr). Dado que la solucion
absorbe agua del exterior en el proceso de gelacion, se realizd6 un seguimiento del
incremento del peso del vial cada 24 horas. Para la formacion del gel se dejo 10 dias en
una atmosfera de 75% de Hr; pasados los 10 dias, el liquido en la superficie del gel se
elimin6d con lavados de etanol y acetona. Para observar el efecto de la humedad del
exterior en la gelacidn, la solucion viscosa que contiene el GMNDR vy LI, se dejo en dos
condiciones diferentes por 48 horas, uno en un desecador (0% de Hr) y otro en una

solucion saturada de NaCl (Hr del 75%).

2.7.7 Barridos de frecuencia de los geles de galactomanano con el LI.

Los barridos de frecuencia de los geles de galactomanano con el LI se realizaron dentro
de la zona viscoelastica lineal determinada previamente con una deformacion del 0.1%.
Se trabajo en un intervalo de frecuencia de 0.1 a 100 rad/s a 25 °C. La geometria
utilizada fue de platos paralelos. Se utilizo un plato de acrilico con estrias para evitar el
deslizamiento entre la muestra y el plato, la cual tenia un didmetro de 2 cm. Los geles
fueron cortados para darles las dimensiones de un cilindro con 2 cm de didmetro y 5
mm de altura. Para realizar el barrido de frecuencia de la solucién que se dejo 48 horas
en el desecador, la muestra se coloco en el redmetro con la ayuda de una espatula y se
uso una geometria de cono-plato de 2 cm de diametro y un angulo de 4 °. Esto debido a

que se obtuvo una soluciéon muy viscosa y con mucha adherencia.
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Capitulo 3

Caracterizacion de los Hidrolizados enzimaticos del galactomanano del

Delonix regia.

3.1 Extraccion del galactomanano e hidrolisis enzimatica.

El rendimiento del galactomanano extraido de la semilla del Delonix regia fue de 10%
con respecto al peso de la semilla. Comparativamente este rendimiento fue menor al
reportado en otros trabajos (20%) usando la misma especie de semilla [3]. Esta
diferencia se puede atribuir al diferente método de extraccion, ya que en trabajos
previos se usod temperaturas mayores de 90 °C, ademas del uso de autoclave, lo que
pudo permitir que algunas fracciones menos solubles del galactomanano sean extraidas.
Es conocido que galactomananos de alto peso molecular y/o bajo contenido de
galactosa son menos solubles en agua fria, mientras que su solubilidad aumenta al
incrementar la temperatura [32]. Por otro lado, el rendimiento del galactomanano del
Delonix regia encontrado en este estudio fue de 10%, coincidiendo con lo reportado
para el galactomanano extraido del arbol de fenogreco[33]. Otras fuentes de
galactomananos no convencionales como la goma de G. sinensis, G. triacanths y S.
Jjaponica tienen rendimientos de 15, 25 y 9 %, respectivamente [34], [35].

La dosis de enzima y los tiempos de hidrolisis fueron seleccionados de pruebas
preliminares midiendo la reduccién de la viscosidad. E1 Mn del GMNDR medido con el
GPC fue de 4.86x10° Da con una polidispersidad de 1.23. Este valor es similar a los
reportados previamente 2.5x10° Da [3] y 7.23x10° Da [36], con una polidispersidad de
1.23. El Mn del GMNDR fue similar al Mn del galactomanano del algarrobo, uno de los
galactomananos mas usados en la actualidad, del cual se han reportado Mn que van de
3x10° y 2x10° Da [37]. Las diferencias del Mn del Delonix regia con los reportados en
otros trabajos puede ser atribuido a las diferentes condiciones climaticas, y al proceso
de extraccion. No hay reportes del uso de la enzima [-mananasa del Cellvibrio
japonicus para controlar la reduccion del peso molecular por medio de hidrolisis
enzimatica. La reduccion del Mn se pudo controlar de manera satisfactoria por medio de
diferentes tiempos de hidrolisis y la concentracion de la enzima, como se puede

observar en la Tabla 3.1. Dado que las propiedades reologicas de los galactomananos
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dependen, entre otros factores, del Mn su control es importante. Por medio de la
hidrolisis enzimatica, se puede lograr un control fino para ajustar sus propiedades
reoldgicas. Los valores del Mn de los hidrolizados del galactomanano del Delonix regia
(HGDR) estuvieron en el intervalo de 4.15x10° a 1.95x10° Da. La méaxima reduccién
del Mn se alcanzo6 a la dosis maxima de enzima y al mayor tiempo de hidrélisis (1.5
nkat g, 90 min), mostrando una reduccién de 2.49 veces con respecto al peso original
del GMNDR. Se observo también un incremento en la polidispersidad (Tabla 3.1) con
el incremento de la dosis de enzima y el tiempo de hidrdlisis; asi, el hidrolizado
obtenido con una dosis de enzima de 1.5 nKat g y 90 minutos de reaccién alcanzo la

maxima polidispersidad de 2.4.

Tabla 3.1. Caracteristicas del galactomanano nativo del Delonix regia y sus hidrolizados en funcion de
la dosis de enzima y tiempo de reaccién.

Tiempo de
Dosis de enzima  hidrdlisis M,

(nKat g’ (min) (Da)* Polidispersidad” G:M° C.T.C. (%)
0 0 4.86x10° 1.23 1:3.48  88.74+£5.45

0.5 30 4.15x10° 1.31 1:3.77  96.93£2.79

60 3.58x10° 1.34 1:3.72  93.48+0.96

90 3.16x10° 1.49 1:3.73  95.29+1.28

1 30 3.43x10° 1.32 1:3.73 94.17+0.7

60 2.85x10° 1.38 1:3.71 95.1+0.65

90 2.32x10° 1.53 1:3.75  95.82+3.17

1.5 30 2.71x10° 1.39 1:3.73 93.73+5.3

60 2.55x10° 1.65 1:3.72  94.89+2.56

90 1.95x10° 2.40 1:3.72  93.97+5.74

? Peso molecular en nimero. ° Polidispersidad (Mw/M,). ° Relacién galactosa manosa ° Contenido total de

carbohidratos.

Este incremento de la polidispersidad era esperado, ya que la [-mananasa corta

especificamente los enlaces glucosidicos [3,1-4 de las manosas en la cadena principal del
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galactomanano, resultando en una distribucion més amplia de cadenas con diferentes
Mn al aumentar la hidrolisis. La maxima polidispersidad obtenida (2.4) fue menor que
el 8.1 reportado en la degradacién enzimatica de la goma guar después de 20 h usando
la b-mananasa del Aspergillus niger en una solucion de goma guar al 0.5% (p/p) con
una dosis de enzima de 3.3x107 nKat ml” (~0.66 nKat g ' de polisacarido) [38]. La
velocidad de la hidrélisis al incrementar la dosis de enzima fue medida calculando la

constante de velocidad aparente [38], [39], usando la Ec. 11:

1 1 kt
M@ Mg Tm (D

Donde M, () es el peso molecular promedio en nimero en el tiempo ¢, M, es el peso
molecular inicial del galactomanano, m es el peso molecular de la unidad repetitiva

(=232 Da para el GMNDR) y £ es la constante de velocidad aparente.

6.0x10°{ Dosis de enzima .
= 0.5 nKat/g |
R 1 nKat/g A
5.0x10" 1 A 1.5 nKat/g I
‘78 ///,/
= 4.0x10° - a .
v~ 3.0x10° /,/// ,,,/«J’"/'-
-7 /,-«7’/./7
////// 7/7//,/1—/”’7’/
2.0x10°] * -
Ll ) Ll L)
0.0 0.5 1.0 1.5

tiempo (h)

Figura 3.1. Reciproco del peso molecular en nimero contra el tiempo de hidrélisis a diferentes dosis

de enzima.

Como se puede observar en la Figura 3.1, el ajuste lineal de los valores experimentales
del inverso de Mn(#) como funcion del tiempo de hidrolisis fue consistente con la
ecuacion (8). Se observo que el valor de k esta relacionado con la concentracion de la
enzima y la velocidad de reduccion del Mn, ya que k incrementd a 1.71x10™, 3.4x10™ y
437x10* h' para dosis de enzima de 0.5, 1.0 y 1.5 nKat g, respectivamente.

Adicionalmente los valores de R? que se obtuvieron a 0.5, 1.0 y 1.5 nKat g”' fueron
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0.9995, 0.9931 and 0.8965, respectivamente. Estos resultados sugieren un mayor

control en la hidrolisis enzimatica a bajas dosis de enzima (0.5 y 1.0 nKat g'l).

3.2 Caracterizacion espectroscopica del GMNDR y de los HGDR.

El contenido de carbohidratos totales del GMNDR fue medido por medio de
espectroscopia UV, teniendo un contenido de 88.74%=+5.45. El proceso de hidrodlisis
incrementd ligeramente el contenido de carbohidratos, como se puede observar en la
Tabla 3.1. Esto se puede atribuir a la etapa de reprecipitacion con etanol, el cual elimina
una cantidad mayor de impurezas.

Por otra parte, la Figura 3.2 muestra el espectro de 'H-NMR del GMNDR. Las sefiales
de los protones fueron observadas a 4.99 y 4.71 ppm, las cuales estan relacionadas con
los protones en el enlace 1-6-a-galactosil (H G1) y al enlace B-1-4-manosil (H M1),
respectivamente. También las sefales correspondientes a los protones relacionados a los
carbonos 2 (H M2) y 5 (H M5) de la manosa se observaron a 4.08 y 3.52 ppm
respectivamente. Igualmente, la sefial de los protones relacionados con los carbonos 4
(H G4) y 6 (H G6) de la galactosa se encontraron a 3.97 y 3.73 ppm respectivamente
[3], [40], [41]. El célculo de la relacion de manosa:galactosa se realizo con las areas
bajo las curvas de las sefales de los protones relacionados con los carbonos anoméricos
(4.99 ppm y 4.71 ppm). La relacion manosa:galactosa del GMNDR fue de 3.42:1, este
valor fue ligeramente inferior al 4:1 y 5:1 reportados previamente para el
galactomanano del Delonix regia [3], [36], pero fue similar al 3.5:1 reportado para la
goma de algarrobo [42]. Como se discutié anteriormente, la diferencia de la relacion
manosa:galactosa encontrada en el GMNDR comparada con los de trabajos previos,
podria ser atribuida a condiciones climatologicas donde crece el arbol y al proceso de
extraccion. La temperatura usada en la extraccion fue de 60 °C, la cual es menor a los
100 y 140 °C reportados previamente para la extraccion [3]. Temperaturas menores no
proveen de la energia suficiente para romper los puentes de hidrégeno intermoleculares
entre las secciones sin galactosas de la cadena principal del galactomanano, lo cual
reduce la solubilidad para los galactomananos con una alta relacion manosa:galactosa.

La relacion de manosa:galactosa para los hidrolizados fue de 3.7:1.
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Figura 3.2. Espectro de resonancia magnética nuclear de 'H del galactomanano del Delonix regia.

La Figura 3.3 muestra el espectro de FT-IR del GMNDR y de los HGDR, donde se
observan las bandas tipicas de absorcion del galactomanano [1]. Se observan bandas de
absorcion a 3500 y 2900 cm™ relacionados a las vibraciones de estiramiento de los
enlaces O-H y C-H, respectivamente [43], mientras que a 1641 y 1400 cm™ se
observaron las bandas correspondientes al agua asociada y las deformaciones de los
CH,, respectivamente [44]. Las bandas de absorciéon a 1151, 1092 y 1025 cm™ estan
relacionadas con los estiramientos C-C-O, C-OH, y C-O-C, respectivamente [45]. Las
bandas caracteristicas del galactomanano que indican la presencia de las unidades de f3-
D-manopiranosa o-D-galactopiranosa fueron observadas a 873 y 811 cm’,
respectivamente [46]. La ausencia de diferencias entre los espectros de FT-IR del
GMNDR vy los HGDR sugieren que la estructura quimica no se modificé por la
hidrolisis enzimatica, como también se puede observar en los difractogramas de rayos X
(Figura 3.4) donde se observo la naturaleza amorfa del GMNDR y los HGDR. Esto
indicd que la reduccion del peso molecular de las cadenas del galactomanano por la
hidrolisis enzimatica no afect6 la naturaleza amorfa original del galactomanano; lo cual,

va de acuerdo con lo observado en otros trabajos reportados previamente [47].
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Figura 3.3. Espectro de infrarrojo de: a) galactomanano nativo, b) hidrolizado a 0.5 nKat /g a 30 min, c)
hidrolizado a 1 nKat /g a 60 min y d) hidrolizado a 1.5 nKat /g a 90 min.
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Figura 3.4. Difractograma de rayos X de: a) galactomanano nativo, b) hidrolizado a 0.5 nKat /g a 30
min, c) hidrolizado a 1 nKat /g a 60 min y d) hidrolizado a 1.5 nKat /g a 90 min.

3.3 Efecto de la hidrolisis enzimatica en la solubilidad del galactomanano del
Delonix regia.

La Figura 3.5 muestra la solubilidad a 25 y 60 °C del GMNDR y los HGDR a diferentes
dosis de enzima y tiempos de hidrolisis. A 25 °C la solubilidad del galactomanano
nativo del Delonix regia fue de 49.59%=1.98 e increment6 hasta alrededor del 70%
debido a la hidrolisis enzimatica. En la Figura 3.5a) el efecto del tiempo de hidrélisis en
la solubilidad se observé claramente cuando se us6 una dosis de enzima de 1 nKat g A

esta dosis de enzima la solubilidad del galactomanano se incremento significativamente
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(p < 0.05) con el tiempo, mientras que a las dosis de 0.5 nKat g y 1.5 nKat g no se
presentaron cambios significativos (p > 0.05) en la solubilidad con el tiempo para cada
dosis de enzima. La solubilidad del galactomanano depende generalmente de tres
caracteristicas: el peso molecular, la relacién de galactosa manosa y la distribucion de la
galactosa a lo largo de la cadena principal de manosa [32]. A 25 °C la solubilidad del
GMNDR tuvo el mismo valor de 50% reportado para la goma del algarrobo [28]; sin
embargo, la solubilidad de los HGDR fue mayor a la de 45.34% observada en
hidrolizados 4cidos en alcohol de goma guar (M,=1.86x10° Da) a 51.05% (M,=1x10’
Da), la cual fue medida por un método similar al usado en este trabajo con la diferencia
en la concentracion del galactomanano en agua (1% p/v) y el tiempo de la prueba (30
min) [45]. Por otra parte, a 60 °C la solubilidad del GMNDR y los HGDR no
presentaron diferencia estadisticamente significativa (p > 0.05) teniendo una solubilidad
mayor comparada con la de 25 °C, 93.6%12.3 como se puede observar en la Figura
3.5b). La mayor solubilidad obtenida a 60 °C comparada con la de 25 °C era de
esperarse, ya que el aumento de la energia cinética de las moléculas con el incremento
de la temperatura ayuda al rompimiento de los puentes de hidrogeno que existen intra- e

inter- cadenas.
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Figura 3.5. Solubilidad del galactomanano nativo y de los hidrolizados a 25 2C a) y 60 2C b). Muestras

con letras diferentes presentan diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).

3.4 Propiedades reoldgicas de las dispersiones.
3.4.1 Pruebas oscilatorias del galactomanano y los hidrolizados al 3%.

Los barridos de frecuencia se realizaron a las dispersiones al 3% (p/v) del GMNDR y
los HGDR para las diferentes dosis de enzima y tiempos de hidrolisis con el fin de
establecer la relacion entre la reduccion del peso molecular y su comportamiento
reoldgico. La concentracion del 3% (p/v) se escogido dado que fue la concentracion
maxima donde se pudo disolver con facilidad el GMNDR en agua caliente. La Figura
3.6 muestra los moédulos de almacenamiento (G’) y modulos de pérdida (G’’) contra la
frecuencia angular (w). Resulta evidente que para las dispersiones del galactomanano
nativo y el hidrolizado a 0.5 nKat g a 30 min, los cuales corresponden a cadenas
moleculares de alto peso molecular (>4.15x10° Da), presentaron un comportamiento del
tipo gel débil (Figura 3.6a) teniendo el valor de G* > G’ en todo el intervalo de
frecuencias estudiado. Ademés, ambos modulos presentaron dependencia a la
frecuencia, sin un cruzamiento entre ellos. Con el incremento del grado de hidrolisis las
dispersiones obtenidas a 0.5 nKat g a 60 min (M,=3.58x10° Da) y 1 nKat g a 30 min
(M,=3.43x10° Da), el comportamiento reoldgico fue predominantemente viscoso (G’ >
G’) a bajas frecuencias; mientras que, a altas frecuencias, se observé un punto de cruce
de G’ y G”’ a una frecuencia caracteristica (@.) de 6.5 y 7 Hz para el hidrolizado de 0.5
nKat g a 60 min y 1 nKat g a 30 min, respectivamente. Este comportamiento es tipico
de soluciones macromoleculares, donde el reciproco de @. corresponde al tiempo
principal de relajamiento (o de desenredamiento) (7) del material. Aunque solo fueron
encontradas dos frecuencias caracteristicas en estas mediciones, la tendencia va acorde

a lo reportado en la literatura [48], [49] donde la frecuencia a la cual sucede el cruce
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entre los moédulos incrementa, lo que significa un desplazamiento a menores tiempos de
relajacion caracteristicos cuando el peso molecular disminuye. En consecuencia, los
valores de 7 disminuyen al incrementar el grado de hidrolisis, lo que es un indicativo en
la disminucién en la densidad de enredamiento en el sistema por la reduccién en el peso
molecular, tal como lo predice la teoria de Doi-Edwards [49]. Por otro lado,
hidrolizados con un peso molecular menor a 3.16x10° Da, los cuales corresponden al
hidrolizado a 0.5 nKat g’ por 90 min, presentaron un comportamiento que fue
predominantemente viscoso en todo el intervalo de frecuencias estudiado como se
puede observar en las Figura 3.6 a,b y c. Este resultado sugiere que, a pesos moleculares
menores a 4.15x10° Da, sucede un cambio reologico, probablemente por debajo de este
peso molecular la estructura de red del gel no se alcanza a formar. Una estructura de
tipo gel débil en dispersiones del galactomanano del Delonix regia fue también
observada; en la cual, la formacion de la estructura del gel débil es atribuida a los
enredos de las cadenas de alto peso molecular y por interaccion por puentes de

hidrégeno entre las zonas de las cadenas donde no se encuentran galactosas [36].
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Figura 3.6. Barridos de frecuencia del galactomanano nativo del Delonix regia y de los hidrolizados a
diferentes tiempos de hidrélisis usando una dosis de enzima de: 0.5 nKat g‘1 a), 1 nKat g'1 b) y 1.5 nKat

g‘1 c).
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3.4.2 Pruebas en flujo en cortante del galactomanano y los hidrolizados al 3%.

Los resultados de viscosidad (77) de corte contra la velocidad de corte (y) de las
dispersiones del GMNDR y de los HGDR a una concentracion del 3% (p/v) en funcion
del tiempo de hidrdlisis y la dosis de la enzima se muestran en la Figura 3.7. En todo el
intervalo de y estudiado, se observd un comportamiento de adelgazamiento al corte
(pseudoplastico) en las dispersiones del galactomanano nativo del Delonix regia y todos
sus hidrolizados. A bajas velocidades de corte, alrededor de 50 s™', la 7 est4 relacionada
con la percepcion inicial de la consistencia viscoeléstica de liquidos semifluidos [50].
Por otro lado, a altas velocidades de corte, la 77 se encontré dentro del intervalo de
valores usados en los procesos industriales tales como el bombeo[51]. Como se observa
en la Figura 3.7 al incrementar la dosis de enzima y/o el tiempo de hidrdlisis, los valores
de 7 decrecieron. Ademas, se puede observar con lineas sélidas los mejores ajustes de
los datos experimentales al modelo de la ley de potencia, también conocido como
Ostwald de Waele (Ec. 1). Los valores de los parametros de la ley de la potencia de las
dispersiones del GMNDR y de sus hidrolizados a la concentracion del 3% (p/v) se
muestran en la Tabla 3.2. Las dispersiones de los hidrolizados exhibieron un descenso
en el valor de la constante de flujo (K) y un incremento en el indice de la ley de potencia
(n) al incrementar el tiempo de hidrdlisis y/o la dosis de enzima utilizada, lo cual se

atribuye a que se redujo el peso molecular del galactomanano.
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Tabla 3.2. Parametros de la ley de la potencia de los ajustes del galactomanano nativo del Delonix
regia y los hidrolizados a la concentracién del 3% p/v.

Dosis de enzima Tiempo de
(nKat g'l) hidrolisis(min) K n S.E.”
0 0 148.82 0.31 7.65
0.5 30 62.29 0.40 3.25
60 45.05 0.42 6.24
90 32.68 0.46 3.49
1 30 39.95 0.44 5.94
60 15.66 0.53 5.39
90 8.16 0.61 4.33
1.5 30 14.71 0.55 2.80
60 10.32 0.58 5.17
90 3.74 0.65 5.59

JZ(xm—xc)z/n

-2 . .
Rango x100, donde xm y Xc son los valores medidos y calculados respectivamente

Error estandar:

y n el nimero total de puntos.

El indice de la ley de la potencia (n) es un parametro que indica el grado del
adelgazamiento al corte, al desviarse de la unidad; mientras que K indica la magnitud
del cambio de la viscosidad por el intervalo de la velocidad de corte evaluado. Se
encontro que, controlando adecuadamente el proceso de hidrdlisis enzimatica, se puede
obtener un determinado peso molecular, lo cual hace posible ajustar los valores de K de
las dispersiones en agua de los hidrolizados en un intervalo deseado para determinada
aplicacion. Por ejemplo, las dispersiones de los hidrolizados obtenidos usando una dosis
de enzima de 0.5 nKat g”' presentaron valores de K entre 62 y 33 Pa s™*; mientras que
los hidrolizados obtenidos con una dosis mayor de enzima (1.5 nKat g') presentaron un
valor de K entre 15 y 4 Pa s (Tabla 3.2). El intervalo de los valores de K para los
hidrolizados obtenidos con una dosis de enzima intermedia (1 nKat g'l) abarco el
intervalo entre los hidrolizados a 0.5 y 1.5 nKat g™, lo que indica que con un apropiado
control del proceso de hidrolisis enzimatica es posible obtener un amplio intervalo de
valores de viscosidad para una misma concentracion del galactomanano. El uso del
modelo de la ley de potencia nos permite poder inferir el mejor tiempo de hidrélisis y la

dosis de enzima para alcanzar la viscosidad deseada. La reduccion de la viscosidad es
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atribuida al decrecimiento en la densidad de los enredamientos de las cadenas debida a
la hidrolisis enzimatica; ademas, esta reduccion en los enredamientos entre las cadenas
decrece también la friccion entre ellas y consecuentemente favorece el alineamiento de
las cadenas en direccion del flujo como lo indico el aumento en el valor de n. Es
interesante que, para la dispersion del hidrolizado obtenido con una dosis de enzima de
1 nKat g y con un tiempo de hidrolisis de 60 min, el valor de K se redujo un 58%
comparado con el hidrolizado previo con un tiempo de 30 min, a la misma dosis de
enzima. Esto puede ser atribuido al hecho de que un peso molecular y/o una
polidispersidad fue alcanzado; por lo cual, los enredamientos entre las cadenas se
debilitaron como se corroboro en las pruebas oscilatorias.

Los graficos de la viscosidad compleja (7*) en funcidn de la frecuencia angular (o) y la

viscosidad de corte (77) en funcion de la velocidad de corte (y) obtenidas de las
dispersiones del GMNDR y de los HGDR a una concentracion del 3% se presentan en
la Figura 3.8. Para el GMNDR v el hidrolizado de alto peso molecular (0.5 nKat g™ x
30 min), se observo que no sigue la regla de Cox-Merz en el intervalo de frecuencia
estudiado, la cual establece que n* y 7 son iguales cuando 1 de corte (no lineal) y n*
(lineal) provocan los mismos cambios estructurales en la topologia del polimero [52].
La regla de Cox-Merz es un indicativo del caracter elastico en la red y estas
desviaciones son atribuidas a la destruccion de la estructura debido a la deformacion

aplicada por el flujo cortante.
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Figura 3.8. Viscosidad en cortante (rojo) y viscosidad compleja (azul) en funcién de la tasa de corte y

frecuencia angular respectivamente del galactomanano nativo y los hidrolizados a: a) 0.5 nKat g'1, b) 1
nKat g™ y c) 1.5 nKat g™*. Tiempos de hidrolisis: (e ) 0; (m) 30; (A ) 60; and (+ ) 90.
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Ademas, en las dispersiones de los galactomananos de alto peso molecular se refleja la
naturaleza del gel débil, en donde la curva de viscosidad de corte en estado estacionario
es gobernada por un tiempo de relajacion alto. Por otro lado, en las dispersiones del
hidrolizado de peso molecular intermedio (1 nKat g”' x 60min) la desviacion de la regla
de Cox-Merz disminuyd como se observa en la Figura 3.8b); mientras que, el
hidrolizado de menor peso molecular obtenido (1.5 nKat g”' x 90min) siguio6 la regla de
Cox-Merz (Figura 3.8c¢), indicando una reduccion en los enredos de las cadenas, como

también se observo en los modulos del barrido de frecuencia (G’ > G’).

3.4.3 Efecto de la concentracion en las propiedades reoldgicas de las dispersiones

del galactomanano y los hidrolizados.

Se seleccionaron los hidrolizados del galactomanano del Delonix regia a las
condiciones de hidrolisis de 0.5 nKat/g por 30 min, 1 nKat/g por 60 min y 1.5 nKat/g
por 90 min, los cuales se denominaron: hidrolizado de alto peso molecular (HAPM),
hidrolizado de peso molecular medio (HMPM) e hidrolizado de bajo peso molecular
(HBPM), respectivamente. Se determin6 el efecto de la concentracion del
galactomanano en el comportamiento reoldgico de las dispersiones. Todas las
dispersiones evaluadas presentaron un comportamiento pseudoplastico como se puede
observar en la Figura 3.9. Como era de esperarse, la viscosidad de las dispersiones
aument6 al incrementar la concentracion del galactomanano (0.5%, 1% y 1.5% p/v).
Los valores de la viscosidad contra la velocidad de corte se ajustaron al modelo
reoldgico que tuvo el mejor ajuste para cada sistema. De esta forma, las dispersiones al
0.5 % (Figura 3.9a) se ajustaron al modelo de la ley de la potencia; donde los valores de
los parametros de ajuste se presentan en la Tabla 3.3. En la tabla se observa que el
indice de flujo de la dispersion del GMNDR al 0.5% es de 0.85 y para el HBPM de
0.96; al disminuir el peso molecular, n presentd una tendencia al valor de 1.0, indicando
que el comportamiento de la viscosidad con la velocidad de corte es de un liquido
newtoniano. Este comportamiento se debe a que, a bajas concentraciones, y bajos pesos
moleculares, las moléculas tienen menores restricciones para alinearse a la direccion del
campo de velocidades de flujo impuesto. Por otra parte, se observo de igual manera la
reduccion de la viscosidad por la hidrdlisis enzimatica en la reduccion del valor del
indice de consistencia (K). Para las dispersiones a la concentracion de 1% (Figura 3.9b),

se usaron dos modelos para ajustar los valores de la viscosidad con la velocidad de
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corte, siendo el modelo de Williamson (Ec. 4) el que obtuvo un mejor ajuste para las
dispersiones del GMNDR y HAPM, mientas que fue el modelo de la ley de la potencia
el que logro el mejor ajuste para loo HMPM y HBPM. Para las dispersiones del
galactomanano nativo y HAPM a bajas velocidades de corte, se observa una zona
newtoniana, en donde al aumentar la velocidad de corte la viscosidad disminuye. El
modelo de Williamson presenté un mejor ajuste para estas dos dispersiones, ya que este
modelo usa los parametros de viscosidad a velocidad de corte cero (779) y el tiempo de
relajacion de Williamson (7) que es el inverso de la-velocidad de corte critica donde
comienza el comportamiento pseudoplastico, ademas de un indice de flujo (n) [36]. El
tiempo de relajacion de Williamson del galactomanano nativo fue mayor al del HAPM;
la explicacion para este comportamiento es que, al aumentar el peso molecular del
galactomanano y la concentracion de este en la solucidon se genera una mayor cantidad
de enredamientos entre las moléculas, aumentando el tiempo de relajacion [48]. La
aparicion de dos zonas de flujo diferentes se debid a que, a bajas velocidades de corte
los enredamientos de cadenas destruidos son compensados por la generacion de nuevos
enredamientos, dando como resultado la zona con un comportamiento newtoniano; pero
al aumentar la velocidad de corte a un valor critico, el tiempo de relajacion de las
cadenas no permiti6 igualar la velocidad de formacién a la de destruccion de los
enredamientos, observando el cambio de comportamiento newtoniano a pseudoplastico.
Por otro lado, a la concentracion de 1.5% de galactomanano, el modelo de la ley de la
potencia dio el mejor ajuste como se puede observar en la Figura 3.9c. El
comportamiento reoldgico de los hidrolizados es similar al reportado para hidrolizados
del galactomanano del Guar obtenidos por medio de hidrolisis 4acida, bésica y
enzimatica [51]. Los resultados obtenidos evidencian la aplicabilidad del proceso de
hidrélisis enzimatica para obtener galactomananos con un determinado peso molecular,
que permite obtener valores de viscosidad requeridos a una determinada concentracion;
por ejemplo, la dispersion del GMNDR al 0.5% tuvo un valor de K de 0.08 Pa s"?,
mientras que a la concentracién de 1.5% K aumenté a 6.53 Pa s"2. Sin embargo, la
dispersion del hidrolizado de menor peso molecular a la concentracion de 1.5% tuvo un
valor K de 0.15 Pa s"2 Esto quiere decir que se puede afiadir 3 veces mas este
hidrolizado comparado con el nativo al 0.5% para rondar el valor obtenido en esta
ultima dispersion. Esto podria ser deseable en algunas aplicaciones como la

incorporacion de fibra soluble en una bebida sin un incremento abrupto de la
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viscosidad, para el proceso de atomizacion de las dispersiones para recubrimientos o

disminuir la energia requerida para bombear la dispersion en un proceso industrial.

1005'a) ———rr ——r—rr — e
] v GMNDR
1 ®  0.5nKat/g x30 min
10-E ® 1 nKat/g x 60 min
E A 1.5 nKat/g x 90 min
— 17
) 3
& E
o ]
S ]
[l
0.1 4
E VY VYV Vvv-vy .y
3 V¥V V.V vy Vv oy
1 fEEEE e e EEE g P :
""" u
0.01 4 ©-0-0.0-0-0-90-0-0-0.0.0 0
AAaAdriadddddaleeee
1E-3 - —— —— —— ——
0.1 1 10 100 1000
c A
v(s)
100 ————rrr ————rr ————rrr ————rrr
1b)
i v GMNDR
4 ®  0.5nKat/g x 30min
10 4 ® 1 nKat/g x 60 min
A 1.5 nKat/g x 90 min
2 1
© V¥ vy
e '3 VYV Yy, Vv.y
= 3 TV-Voy.
€ Il=m-mnm VV.v.y
] --m 'l"-"'l"."'l~-.-—»..,.‘_ 5 "V—»y_ i
- A4 R
j L N S S
I\.\- v v v'—-
0.1 wegyo
] ¢0 000040000000, ® o 0.0
] AAAAAAAAAAAAAALL A A:
0.01 4 —rrr ————rrry S — —rry
0.1 1 10 100 1000
c -
v(s)
1005| T — T T — T T —TT T T L R
o v GMNDR ]
Y.vy ®  0.5nKat/g x 30min
104 YV¥vy ® 1nKat/gx 60 min
E T Y Y vy, A 1.5nKat/g x 90 min ]
] - \ & ]
B R - Yw Y.y
b m-g .
7 3 R R MRS E
N B B
© ] OO o e s e TRem g ¥y ]
9_' ] . O o e o099 - 0.0.0. 0 o e o L .;
= AR AR A A A AAA aoa “'A~~‘ ®.0.0.0 44 o o
14 A AAAAAALALLSE
E A-A-A N
0.01 4 2
1E-3 1 M LR | v v LR | M ML v L]
0.1 1 10 100 1000

v(s”)
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Tabla 3.3. Parametros de los modelos con mejor ajuste (Ley de la potencia o Williamson) para las
dispersiones del Galactomanano del Delonix regia e hidrolizados a las concentraciones de 0.5, 1y
1.5% p/v.

Ley de la potencia K (Pas"?) n *S.E. (%)

GMNDR 0.08 0.85 9.36
0.5%(p/v)  0.5nKat g"'x 30min 0.03 0.91 5.26
1nKat g"'x60min 0.01 0.91 7.38
1.5nKat g"'x90min 0.01 0.96 10.50
Modelo Williamson 10 (Pa s) 7(s) n, *S.E. (%)
GMNDR 1.96 1.64 0.36 2.13
1%(p/v) 0.5nKat g"'x 30min 0.58 ) 0.41 0.30 2.39
Ley de la potencia K (Pas"™™) n *S.E. (%)
1nKat g"'x60min 0.06 0.86 6.05
1.5nKat g"'x90min 0.03 0.94 6.79
Ley de la potencia K (Pa s“'z) n *S.E. (%)
GMNDR 6.53 0.61 9.56
1.5%(p/v)  0.5nKat g"'x 30min 1.85 0.69 8.58
1nKat g"'x60min 0.32 0.81 12.95
1.5nKat g"'x90min 0.15 0.86 5.89

[Eoam—xe?)

Error estandar: Rango —~x100, donde xn Yy X son los valores medidos y calculados respectivamente

y n el numero total de puntos.

3.4.4 Pruebas oscilatorias del galactomanano y los hidrolizados a diferentes

concentraciones.

Los HAPM, HMPM y HBPM fueron seleccionados para evaluar el efecto de la
concentracion de las dispersiones en agua a 0.5, 1 y 1.5 % p/v en el comportamiento
viscoelastico por medio de barridos de frecuencia. El HBPM y los sistemas a la
concentracion de 0.5% no pudieron ser evaluados en los barridos de frecuencia, ya que
debido a la baja viscosidad de estas dispersiones se obtuvieron valores negativos del
modulo de almacenamiento por efecto de la inercia, ademas el modulo de pérdida
presentd una alta variacion. En el intervalo de frecuencia de 0.1 a 10 Hz, todos los
sistemas presentaron una zona viscoelastica lineal, con la cual se escogid el valor de
deformacion de 0.1% para los barridos de frecuencia. En la Figura 3.10 se muestran los
barridos de frecuencia de las dispersiones a 1% y 1.5 % p/v; en todos los casos los
modulos de almacenamiento (G’) y pérdida (G’’) presentaron una fuerte dependencia

con la frecuencia aplicada, empezando con un comportamiento predominantemente
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viscoso (G”’>G’). A bajas frecuencias (equivalente a tiempo largos) las cadenas pueden
relajarse y disipar la mayor parte de la energi

a aplicada externamente, por lo que G’ es mayor que G’. Por otra parte, a la
concentracion de 1.5% la dispersion del GMNDR presentd un comportamiento
caracteristico de una solucion macromolecular, ya que se observd que con el aumento
de la frecuencia hay una tendencia a un cambio en el comportamiento del material,

pasando de predominantemente viscoso a predominantemente eléstico.
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3.5 Efecto de la adicion de k-Carragenano en las propiedades reoldgicas de las
dispersiones del galactomanano del Delonix regia con diferentes pesos moleculares.

Existen varios trabajos en la literatura cientifica donde se ha estudiado la interaccion
entre varios tipos de galactomananos con otros polisacdridos y generalmente se ha
encontrado interacciones entre polisacaridos con carga y los galactomananos [53]-[56].
Para determinar el efecto de la adicion de un polisacarido con carga en la 7 de las
dispersiones, se anadi6 a las dispersiones del GMNDR, HAPM, HMPM y HBPM el k-
carragenano (k-carr) a las concentraciones mencionadas en la metodologia. En la Figura
3.11 se muestra 7 en funcion de la velocidad de corte de todas las dispersiones al 1%,
medidas a 50 °C; se us6 esta temperatura para prevenir la formacion de geles en los
sistemas que contenian k-carr. Se observd que todas las dispersiones presentaron un
comportamiento del tipo de adelgazamiento al corte (pseudoplastico), ademas de que la
viscosidad de las dispersiones decrecio al disminuir el peso molecular del
galactomanano, tal y como se puede apreciar en el valor de la viscosidad a la velocidad

de corte de 10 5™ (My=10s-1) en la Tabla 3.4. Los valores de 1;,-15-1 decrecieron desde

0.325 hasta 0.01 Pa s y de 0.195 a 0.023 Pa s para las dispersiones de solo
galactomanano y mezclas, respectivamente. Las dispersiones que contienen al GMNDR
o el HAPM tuvieron una viscosidad apreciable (0.325-0.083 Pa s) con un
comportamiento cercano al newtoniano a bajas velocidades de corte, incrementando
mientras que se incrementa su dependencia con la velocidad de corte; por lo cual el
modelo de Williamson presenté un mejor ajuste (Menor error estandar) a los valores
experimentales. Mientras que, las que contenian el HMPM o el HBPM, asi como la de
solo k-carr no formaron una region newtoniana apreciable a bajas velocidades de corte;
estas dispersiones se ajustaron al modelo de la ley de la potencia. Los pardmetros de los
modelos de la ley de la potencia y de Williamson se presentan en la Tabla 3.4. La
disminucion de la viscosidad al disminuir el peso molecular, podria ser una ventaja en
algunos procesos; por ejemplo, se pueden tener ahorros en electricidad al requerir
menos energia para el bombeo del fluido por las tuberias. También en procesos de
recubrimiento por medio de aspersion, una baja viscosidad facilita la operacion de la
atomizacion. Ademas, la disminucion de la viscosidad puede permitir elaborar peliculas
mas gruesas al trabajar con dispersiones de mayor concentracion [57]. Por otro lado, la

Ny=10s-1 de la dispersion del galactomanano nativo (0.325 Pa s) fue mayor que el de su

mezcla con k-carr (0.195 Pa s); sin embargo, al disminuir el peso molecular del
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galactomanano, la diferencia de la 1;,_;¢-1 de su dispersion con la que contiene k-carr

fue disminuyendo hasta que en la mezcla HMPM:k-carr fue mayor que la del HMPM,
siendo 1.51 veces mas grande. Para la dispersion del HBPM esta diferencia en los

valores de 7y-10s-1 con HBPM:k-carr incremento 2.3 veces con respecto al HBPM

(0.010 Pa s). Este comportamiento fue observado de igual manera en los parametros 7o
y K de los modelos de Williamson y ley de la potencia respectivamente (Tabla 3.4). Una
posible explicacion para este resultado es la interaccion entre las moléculas del k-carr y
las del galactomanano en la dispersion. Cuando el peso molecular del galactomanano
fue suficientemente alto, la energia disipada por los enredamientos formados entre las
cadenas de galactomanano fue mayor que la energia disipada por las interacciones entre
el galactomanano y el k-carr. Cuando el peso molecular fue reducido por la hidrolisis
enzimatica generando el HMPM con un peso molecular de 2.85x10° Da, los
enredamientos que se dieron entre las cadenas de este galactomanano se vieron
reducidas [58]. Por lo que la energia disipada por la interaccion entre el k-carr y el
galactomanano se volvid significativa, produciendo un incremento observable en la

viscosidad del HMPM:k-carr comparado con la dispersion del HMPM.

117 T T T T T T T T T T T T T T T )
GMNDR © GMNDR:k-Car ]
HAPM o HAPM:k-Car
HMPM 4~ HMPM:k-Car
HBPM v HBPM:k-Car

* <« > o n

k-Carr

o — il aee 3
) ] M
2 ] z g ——
; g -~—~%ﬁ:::};;:%.
g T & e ]

iﬂ:' : :

N S )

Fooogll =

=

0.01 4

il
L]
#

4

1

1

¥ (s™)

Figura 3.11. Viscosidad de las soluciones formadoras de peliculas.
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Tabla 3.4. Parametros de los modelos que mejor se ajustaron a las dispersiones a 50 2C.

Modelo de

Williamson no(Pas)  7(s) n,, *S.E. (%) My=10s-1(Pas)
GMNDR 0.515 0.034 0.502 1.25 0.325
Nativa:k-carr 0.265 0.012 0.508 3.11 0.195
HAPM 0.128 0.006 0.392 2.56 0.094
HAPM:Kk-carr 0.104 0.003 0.460 3.15 0.083
Modelo de ley de o p, 2y *S.E. (%)

potencia

HMPM 0.035 0.912 5.92 0.029
HMPM:Kk-carr 0.056 0.905 8.29 0.044
HBPM 0.012 0.925 4.55 0.010
HBPM:Kk-carr 0.029 0.918 6.80 0.023
k-carr 0.026 0.945 15.83 0.023

Z(Xm_xc)z/n_

* 7 2 . .
Error estandar: Rango x100, donde xm y Xc son los valores medidos y calculados respectivamente

y n el nimero total de puntos.
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Capitulo 4

Resultados: Elaboracion de Peliculas y geles a partir del

galactomanano del Delonix regia y sus hidrolizados.

4.1 Peliculas.

En la elaboracion de las peliculas se evalud el efecto de la disminucién del peso
molecular y la adicion del k-carr sobre las propiedades de las peliculas. Las peliculas
obtenidas del galactomanano del Delonix regia y de los hidrolizados fueron
transparentes y sin color, la disminucion del peso molecular no provoco diferencia
significativa en los pardmetros CIEL*a*b* como se puede observar en la Tabla 4.1. Por
otra parte, se observo una ligera coloracion amarilla en las peliculas donde el k-carr
estuvo presente. La diferencia total de color (AE*) usando la pelicula del GMNDR
como referencia fue calculada usando la Ec. 7. El AE* de los hidrolizados increment6
ligeramente (0.49). Ademas, cuando el k-carr fue mezclado con el galactomanano, el
valor de AE* incremento hasta 2.28. Mientras que el maximo AE* fue obtenido con la
pelicula elaborada con solo el k-carr, donde se tuvo un valor de 5.78. Esta diferencia es
atribuida al color amarillento que tiene el k-carr como se ve en el parametro b*, en el
cual valores positivos estan relacionados con el color amarillo. Aunque, se observo un
incremento en el valor de AE* en las peliculas de los hidrolizados de los
galactomananos y la mezcla de estos con el k-carr, el pardmetro de luminosidad (L*) y
opacidad (Op) se encontraron en el mismo intervalo, por lo que las peliculas
continuaron siendo transparentes, como la obtenida con el GMNDR. Es importante
sefialar que, aun cuando no se us6 glicerol en las peliculas como aditivo plastificante,
los valores de opacidad obtenidos se encuentran en el intervalo de valores reportados en
otros trabajos, donde el glicerol fue usado en mezclas de galactomanano de algarrobo y
k-carr [14]. La caracteristica de transparencia es deseable en empaques ya que permiten
visualizar los productos y el color del empaque podria influenciar el gusto del

consumidor.
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Tabla 4.1 Parametros CIEL*a*b* de las peliculas elaboradas con el GMNDR, HAPM, HMPM, HBPM y k-
carr, asi como la mezcla de la k-carr con cada galactomanano.

Pelicula L* a* b* Op AE
GMNDR 96.82+0.20%  0.09+0.03**° 2.37+0.07* 9.77+0.24*°¢ -

HAPM 96.51+0.32%¢ 0.13+0.04>° 2.67+0.25% 9.63+0.38"  0.49+0.32°
HMPM 96.50+0.13%¢ 0.13+0.06>° 2.52+0.27* 10.69+1.65>° 0.42+0.20°
HBPM 96.75+0.16%  0.14+0.03°  2.19+0.10° 9.81+0.80*"  0.27+0.04°
k-

be a b a,b b
carr:GMNDR 96.04+0.38™" 0.06+0.03 4.51+0.38" 9.94+0.68 2.28+0.47

k-carr:HAPM 95.89+0.40°  0.12+0.03™¢ 4.23+0.63° 10.93+0.85°  2.09+0.70°
k-carr:-HMPM 96.15+0.16>¢ 0.08+0.02*° 4.43+0.13" 10.04+0.52**° 2.17+0.16°
k-carr:-HBPM 96.19+0.12°¢ 0.06+0.01*  4.29+0.29° 10.22+0.19**° 2.01+0.31°
K-carr 94.92+0.98*  0.13+0.10>°  7.82+2.02° 12.11+0.86%  5.78+2.20°

Muestras con letras diferentes en la misma columna presentan diferencia estadisticamente significativa

(p<0.05).

4.2 Micrografias SEM y caracterizacion por infrarrojo de las peliculas.

La superficie de las peliculas fue observada en las micrografias obtenidas por SEM, las
cuales se muestran en la Figura 4.1. En la pelicula del galactomanano nativo se puede
observar la presencia de particulas menores a 1 um (Figura 4.1a), las cuales son
atribuidas al material insoluble presente en el extracto del galactomanano. En contraste,
en las peliculas de los hidrolizados del galactomanano el material insoluble fue
disminuyendo conforme la hidrélisis del galactomanano fue incrementando, como se
puede observar en las Figura 4.1d) a la f). Lo anterior fue debido al proceso de
purificacion que se llevd a cabo al reprecipitar el hidrolizado con etanol, después del
proceso de la hidrolisis; ademads, la solubilidad del galactomanano aumentd por la
hidrolisis enzimatica como se observo previamente. Por otra parte, la pelicula de la
carragenina presenta agregados en su superficie (Figura 4.1¢) los cuales prevalecieron
aun cuando esta se encontraba mezclada con los galactomananos. Los espectros de
infrarrojo se presentan en la Figura 4.2. Las bandas caracteristicas de absorcion de los
galactomananos aparecen en los numeros de onda 810 y 869 cm™ relacionados con las
unidades de D-a-galactopiranosa y D-f-manopiranosa, respectivamente [44]. A 3323,
2880 y 1640 cm™ aparecen las bandas asociadas con las vibraciones de estiramiento de
los O-H, los estiramientos de C-H y el agua, respectivamente. En el intervalo de 1200 a

-1 . . . .
900 cm™ se observaron varios picos, los cuales se deben a los estiramientos entre los
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grupos C-O-C o C-O-H provenientes de la conformacion del anillo piranoico del
galactomanano [59], [60]. Ademas, las bandas de absorcion caracteristicas del k-carr se

observaron a 1220, 919 y 842 cm™ las cuales corresponden a las vibraciones de los

grupos éster de sulfato, 3,6-anhidro galactosa y galactosa-4-sulfato, respectivamente

[61], [62].

Figura 4.1. Micrografias de las superficies de las peliculas tomadas con un aumento de 1000x. a)
GMNDR, b) k-carr, c) k-carr:GMNDR, d) HAPM, e) HMPM, f) HBPM, g) k-carr:HAPM, h) k-carr:HMPM, i)
k-carr:HBPM.

Las peliculas elaboradas con las mezclas de galactomananos y k-carr presentaron las
bandas mencionadas previamente como se puede observar en la Figura 4.2. Sin
embargo, se observaron desplazamientos en algunas bandas por la mezcla de los
polisacaridos tal como fue observado en trabajo reportado previamente [14]. Se
detectaron desplazamientos en los picos de las bandas correspondientes a las
vibraciones de los grupos C-O-C y C-O-H en el intervalo entre 900 y 1200 cm™. Las
bandas a 919 y 1032 cm™ observadas en las peliculas de solo k-carr correspondientes al
grupo C-O-C, se desplazaron a 927 y 1022 cm™, mientras que la banda a 1156 cm™
correspondiente a las vibraciones de estiramiento de los enlaces C-O-H, se desplazaron
a 1147 cm™ cuando el galactomanano nativo fue mezclado con el k-Carr en la

formacion de las peliculas. Estos desplazamientos podrian ser explicados a la
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interaccion por medio de puentes de hidrégeno entre las moléculas de los polisacaridos,
estas interacciones también estarian relacionadas con el aumento de la viscosidad en

algunas mezclas de hidrolizados con k-carr en las dispersiones discutidas previamente.

£ /4
'/ 7
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Figura 4.2. Espectro de infrarrojo de las peliculas con: a) GMNDR, b) HAPM, c¢) HMPM y d) HBPM.
Pelicula de K-carr (linea roja), pelicula de solo galactomanano (linea negra), pelicula de mezcla de
galactomanano y k-carr (linea azul).

4.3 Contenido de humedad, solubilidad y permeacion de vapor de agua de las

peliculas.

El contenido de humedad fue del 11% en peso para las peliculas de galactomanano y las
mezclas de galactomanano y k-carr, mientras que para la pelicula que solo contenia k-
carr presentd una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05), teniendo un valor
del 15%, lo cual presento una diferencia significativa (p<0.05) con respecto a las otras
peliculas (Tabla 4.2). El contenido de humedad de las peliculas obtenidas en este trabajo
fueron menores que las reportadas para peliculas elaboradas con mezclas de
galactomanano y k-Carr [14]. Es conocido que la presencia del glicerol (usado como
agente plastificante) en peliculas, ayuda a retener agua por su alto caracter hidrofilico
[63]; dado que el uso de glicerol no fue requerido para obtener peliculas en los sistemas
estudiados en este trabajo, se obtuvo una menor cantidad de humedad. Por otra parte, la

reduccion del peso molecular del galactomanano del Delonix regia tuvo como efecto un
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incremento en la solubilidad de las peliculas, incrementando de 69.1 a 76.08 %, que va
de acuerdo con los resultados obtenidos en la prueba de solubilidad del hidrolizado en
forma de polvo. Ademas, como se observo en las micrografias del SEM, la disminucion
de particulas en la superficie de las peliculas se debid al aumento de la solubilidad por
la hidrolisis enzimatica del galactomanano. Ademads, la solubilidad de la pelicula de
solo k-carr y las mezclas de galactomanano con k-Carr fueron del 100%, debido a que
después de 24 horas de inmersion en agua, no se obtuvieron particulas las cuales puedan
ser recuperadas y pesadas para la determinacion de la solubilidad. Esta alta solubilidad
de las peliculas cuando el k-carr se encuentra presente se puede explicar por los grupos
sulfato que se encuentran en su estructura, los cuales pueden formar puentes de
hidrégeno con el agua, ayudando a la desintegracion y solubilizacion de la pelicula en
agua. Este comportamiento en la solubilidad de peliculas con k-Carr fue observado

previamente en mezclas con agar [64].

Tabla 4.2. Porcentaje de humedad y solubilidad de las peliculas.

Pelicula Humedad (%) Solubilidad (%)
GMNDR 10.43+1.25*° 69.10+3.17°
HAPM 9.7620.60° 71.90+5.05°
HMPM 11.13+1.74*° 72.16+0.52°
HBPM 10.92+0.53*° 76.08+0.94°
léarr:GMNDR 11.2342.33%° 100°
k-Carr:HAPM  11.62+0.10*° 100°
k-Carr:HMPM  12.39+0.38" 100°
k-Carr:HBPM  9.65+1.51% 100°

k-Carr 15.08+0.12¢ 100°

Muestras con letras diferentes en la misma columna presentan diferencia estadisticamente significativa

(p<0.05).

En la prueba de solubilidad de las peliculas, se observd un interesante resultado al
finalizar las 24 horas de inmersion en agua; donde las peliculas elaboradas con el
GMNDR vy el HAPM presentaron un incremento en su volumen por el agua absorbida
manteniendo su integridad; sin embargo, las peliculas elaboradas con los HMPM vy
HBPM se desintegraron en pequefias piezas como se puede observar en la Figura 4.3.

Esto se atribuye a que al reducir el peso molecular del galactomanano los enredamientos
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entre las cadenas se debilitan, asi mientras la pelicula se va solvatando se va

desintegrando.

Figura 4.3. Peliculas después de 24 horas de inmersion en agua a 25 2C. Peliculas de: a) GMNDR, b)
HAPM, c) HMPM, d) HBPM, e) GMNDR:k-carr, f) HAPM:k-carr, g) HMPM:k-carr y , h) HBPM:k-carr.

La permeacion al vapor de agua (PVA) es un parametro importante para las
aplicaciones de las peliculas como material de empaque o recubrimiento para impedir la
interaccion de la humedad con el material a proteger. [65]. La Figura 4.4 presenta los
valores de la permeacion al vapor de agua de las peliculas elaboradas con los
galactomananos de diferente peso molecular y las mezclas de éstos con k-Carr. Los
valores obtenidos de la permeacion al vapor de agua de las peliculas de GMNDR vy los
hidrolizados, ademés de las mezclas con k-carr, estdn dentro del intervalo reportado por
otros autores [14], [66], [67]. La reduccion del peso molecular a partir del GMNDR
produjo un incremento en la permeacién al vapor de agua de 7.55x107"" g (m s Pa)’ a
12.54 y 12.70 x10"" g (m s Pa)' para el HAPM y HMPM, respectivamente. Sin
embargo, la permeacion al vapor de agua se redujo a 9.60x10™"" g (m s Pa)” en la
pelicula HBPM. En la literatura se encuentran algunos trabajos acerca de la influencia
del Mn en la permeacion al vapor de agua de peliculas elaboradas con polisacaridos.
Algunos autores reportan un incremento en la permeacion cuando el Mn del
galactomanano se reduce [68], [69]. En peliculas de hidroxi-propil-metil-celulosa se
observd una disminucién en la permeacion al vapor de agua debido al incremento del
Mn; este comportamiento fue explicado por la disminucidn en la movilidad de la cadena

por el incremento del peso molecular, lo cual produjo una reduccién en la transferencia
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de las moléculas de vapor de agua a través de la pelicula. Para peliculas de metil
celulosa la permeacion de vapor de agua incrementd con la reduccion del peso
molecular hasta llegar a los 41000 Da, por debajo de este peso molecular se observo una
disminucién en la permeacion al vapor de agua [70]. Este comportamiento es similar al
obtenido en este trabajo con la pelicula del galactomanano de bajo peso molecular. Una
posible razon para la reduccion de la permeacion al vapor de agua en esta pelicula es
que la hidrolisis enzimatica dio como resultado cadenas de bajo peso molecular y un
aumento en la polidispersidad (2.9); las cadenas pequefias podrian acomodarse en los
espacios libres entre los enredos de las moléculas mas grandes, formando una matriz
mas compacta, dando como consecuencia que el movimiento de las moléculas de vapor
de agua por la matriz de la pelicula se vea entorpecido. Por otra parte, la permeacion al
vapor de agua de la pelicula de k-carr fue mayor que la del GMNDR; esto se debe a la
mayor afinidad al agua por los grupos sulfatos, lo cual corresponde con los resultados
obtenidos en la prueba de solubilidad de las peliculas discutidas previamente. La
permeacion al vapor de agua del galactomanano nativo se vio incrementada al
mezclarlo con el k-carr. Las mezclas de GMNDR:k-Carr mostraron tener una menor
permeacion al vapor de agua en comparacion con la pelicula del respectivo
galactomanano hidrolizado. Ademas, una reducciéon en la permeacion también fue
observada al disminuir el Mn del galactomanano de la mezcla con el k-carr. Este
comportamiento indica que menores Mn del galactomanano favorece un acomodo
molecular méds compacto ademds de interacciones fisicas entre los enlaces, como

puentes de hidrégeno.
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Figura 4.4. Permeacion al vapor de agua de las peliculas de galactomanano de Delonix y regia y k-carr.

Muestras con letras diferentes presentan diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).
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4.4 Propiedades mecanicas y angulo de contacto de las peliculas de galactomanano

y las mezclas con k-Carragenano.

Los resultados del esfuerzo méaximo a tension y la elongacion a la ruptura de las
peliculas elaboradas en este trabajo se presentan en la Tabla 4.3. Es evidente que la
pelicula de solo k-carr fue la que presentd el menor esfuerzo a la tension (p<0.05), lo
cual estuvo de acuerdo con la pelicula fragil obtenida. Sin embargo, cuando el k-carr
fue mezclado con los galactomananos se obtuvieron peliculas fuertes y flexibles como
se puede observar en el incremento en el valor del esfuerzo méximo a la tension. El
esfuerzo a la tension fue mayor y la elongacion a la ruptura menor que los valores
reportados en otros trabajos [9], [66], [71]. Esta diferencia es debida al hecho de que en
este trabajo no fue necesario el uso de glicerol como agente plastificante. Por otra parte,
la reduccion del peso molecular no presentd un gran impacto en las propiedades
mecanicas de las peliculas de galactomanano, esto se debi6 a que el peso molecular mas
bajo obtenido podria estar atin por encima de un peso molecular critico, M,,., por debajo
del cual las propiedades mecénicas caen abruptamente, por el contrario, por arriba de
M, las propiedades mecanicas se mantienen sin cambio generalmente [72].

Los valores de angulo de contacto obtenidos para las diferentes peliculas se presentan
en la Tabla 4.3, donde se puede observar que todas las peliculas presentaron valores
menores de 90°, lo cual se debe a la afinidad de las peliculas del galactomanano y el k-
carr por el agua. En los resultados se observa el efecto de la variacion del peso
molecular debido a la hidrélisis; al disminuir Mn el angulo de contacto disminuye. Un
efecto notable es que la adicion del k-carr al galactomanano para todas las mezclas casi
duplica el angulo de contacto que presentan las peliculas preparadas a partir del
galactomanano o sus hidrolizados, e incluso es superior al de la pelicula del k-carr puro,
esto podria deberse a las interacciones que se dan entre los polisacaridos. Generalmente
angulos de contacto menores de 90° indican que la humectabilidad es favorable,
mientras que angulos mayores a 90° significan lo contrario [73]. Estos resultados estan

de acuerdo con el comportamiento observado.
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Tabla 4.3. Propiedades mecanicas y angulo de contacto de las peliculas elaboradas con
galactomananos de diferentes pesos moleculares y k-carr.

Peliculas E.T. (MPa) E.R. (%) A.C.
GMNDR 69.04+12.46 24 3.7542.0220¢  44.93+4.74%°
HAPM 52.0446.07° 2.47+1.74%  57.67+2.24°
HMPM 57.40+8.60° 4/76+2.60° 48.16+7.74°
HBPM 60.67+16.04° 427+1.79%¢  37.56+4.16"
K= a 71.83+12.32¢
Carr:GMNDR 62.85+13.47° 2.14+041
K= b 78.45+10.56%¢
Carr:HAPM  81.10+17.00%¢ 2.52+0.88
K= a 85.43+8.28%F
Carr:HMPM  84.27+16.66° 2.05+1.07

a f
k-Carr:HBPM 64.05+17.87°¢ 1.96+0.61 88.64+7.98
k-Carr 33.06+£11.22° 2.484+0.942 51.0143.06"¢

Muestras con letras diferentes en la misma columna presentan diferencia estadisticamente significativa

(p<0.05).

4.5 Formacion de geles a partir de Galactomanano nativo del Delonix regia.

Debido a la alta viscosidad obtenida en las dispersiones del GMNDR y de los
hidrolizados a concentraciones por arriba del 3% (p/v), el procedimiento para dispersar
el galactomanano en agua fue modificado, tal como se describi6 en la seccion 2.7.1. El
GMNDR a las concentraciones de 5 y 10 % p/v formé un gel con las propiedades
mecénicas necesarias para soportar la manipulacion en la elaboracion de la muestra
(Figura 4.5); mientras que los geles preparados a partir de hidrolizados enzimaticos no
pudieron ser manipulados, ya que su estructura fue muy débil y al cortarlo con un filo se
destruia. Este comportamiento se debe al debilitamiento de la estructura por la
disminucion de los enredamientos entre las cadenas del polisacarido, asi como una
disminucion en los tiempos de relajacion como consecuencia de la disminucion del peso
molecular por la hidrolisis enzimatica. Es interesante sefalar que, aunque los
hidrolizados de alto peso molecular formaron un gel débil a la concentracion del 3%, los

geles al 5% y 10% no resistieron la manipulacion para generar las muestras.
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Figura 4.5 Gel del galactomanano nativo en el plato peltier.para los barridos de frecuencia) al 5%
p/v, b al 10% p/v).

El porcentaje de deformacion seleccionado dentro de la zona viscoelastica lineal para
los barridos de frecuencia fue del 0.1% (para deformar lo menos posible la muestra).
Los barridos de frecuencia se muestran en la Figura 4.6, en la cual se observd que,
aunque los modulos obtenidos son altos, éstos siguen teniendo una dependencia con la
frecuencia aplicada; lo cual es caracteristico de una estructura del tipo gel débil. Los
valores de los modulos elastico y de pérdida de los geles al 5 y 10% mostrados en la
Figura 4.6 comparados con los valores del gel débil del nativo al 3% presentado en la
Figura 3.6, muestran que el modulo se increment6 casi en un orden de magnitud para la
concentracion del 5%, lo cual permitiéo que el gel sea manipulado. A la frecuencia de
3.16 rad/s, los geles del GMNDR al 5% y 10 % tuvieron un moédulo elastico de
1600+325 (Pa) y 107501919 (Pa), respectivamente. Son pocos los trabajos donde se
generen geles de galactomanano con modulos altos sin la adicion de algin otro
componente. Por ejemplo, geles débiles de algarrobo fueron formados a partir de
dispersiones acuosas al 4 % p/v sometidas a ciclos térmicos de -15 °C a 25 °C [74]. El
valor del médulo eléstico obtenido en este trabajo para el gel del 5% fue similar al valor
del moédulo elastico obtenido en el gel formado por los ciclos térmicos =1500 Pa a 3.16

rad/s, sin la necesidad de usar ciclos térmicos y con una temperatura de 70°C.
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Figura 4.6 Barridos de frecuencia de los geles del GMNDR: 5% p/v (A A), 10% p/v (@O).

A los geles se les realizo la prueba de fluencia. El comportamiento de los geles al ser
sometidos a un esfuerzo constante de 50 Pa se muestra en la Figura 4.7. El gel del 5%
tuvo una deformacion méxima del 17% y una recuperacion del 73%; como era de
esperarse, el gel con una concentracion del 10% tuvo una menor deformacion maxima,
siendo ésta de 1.6% y una mayor recuperacion alcanzando el 86%. Esto es debido a la
mayor cantidad de enredamientos en la estructura molecular del polisacarido, por lo que
se requiere una mayor energia para deformar la estructura ya que cada enredamiento
actlia como un resorte; ademas de que los enredamientos pueden almacenar mas energia
en forma de recuperacion eléstica. La fluencia sigue en forma muy cercana el modelo de
Burger descrito por la Ec. 10, obteniendo los pardmetros que se observan en la Tabla
4.4. Estos ajustes se realizaron por medio del software Origin 8, introduciendo la
ecuacion de Burger y usando como valores iniciales los parametros calculados con los

graficos.

Tabla 4.4 Parametros del modelo mecanico viscoelastico lineal de Burger para la prueba de fluencia
ajustados a los datos experimentales de los geles del galactomanano al 5% y 10% (p/v).

Concentracion Ey (Pa) Eg(Pa) nm Nk emax  Recuperacion
®/v) (Pa*s) (Pa¥s) () (%)
5% 2,158.19 639.44 147,146 3,111 17.76 73.44
10% 12,533.9 8,016.25 2.258E6 27,020 1.65 86.01
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Figura 4.7 Curvas de fluencia de los geles de galactomanano nativo con un esfuerzo constante de 50
Pa. a) 5% (p/v), b) 10% (p/v).

4.6 Geles de Galactomanano del Delonix regia mezclada con k-Carragenano.

4.6.1 Temperatura de gelacion de las SFPs que contienen k-Carr.

A altas temperaturas y baja fuerza ionica las cadenas del k-carr disueltas en agua se
encuentra en un estado conformacional aleatorio (random coil). Cuando la temperatura
decrece se produce una transicion de una estructura aleatoria a una estructura helicoidal;
bajando aun mas la temperatura las hélices del k-Carr empiezan a agregarse formando
una estructura interconectada, en la cual las moléculas de agua quedan atrapadas
formando un sélido tipo gel [75][75], [76]. Este fenémeno pudo ser observado en los
barridos de temperatura a los que fueron sometidas los geles que contenian k-carr como
se muestra en las Figura 4.8 a), b), ¢), y d). Cuando los geles se calentaron a 60 °C el
modulo de perdida (G’’) fue mayor que el moddulo eldstico (G’) debido a la
conformacion aleatoria de las moléculas, por lo que, la mayor parte de la energia
aplicada se disipd6 como calor por el flujo viscoso. Por otra parte, al disminuir la
temperatura en la etapa de enfriamiento los valores de los moddulos cambiaron
drasticamente en un intervalo de temperatura, en el cual se dio un cambio en los

moddulos pasando a ser mayor G’ que G’’. La temperatura a la cual los mddulos se
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cruzaron se tomé como el valor de la formacion del gel (Tg) [55]. A esta temperatura se
gener6 la agregacion entre las cadenas helicoidales de las cadenas del k-carr, lo que
genera una estructura tridimensional; ocasionando que la mayor parte de la energia
aplicada se almacene como una deformacion eléstica (G’ > G’’). En el siguiente paso de
calentamiento, al aumentar la temperatura los modulos presentaron otro cruzamiento en
el cual G’ se volvid mayor que G’, la temperatura a la que se dio este cruce se tomo
como la temperatura de fundido, Tf, donde la estructura del gel es destruida por la
energia cinética adquirida por las moléculas, y el regreso a la conformacion aleatoria de
las cadenas del k-carr. Unicamente las dispersiones que contenian k-Carr en 40% en
peso en su formulacion fueron capaces de formar geles a esta concentracion. Los
valores de las Tg y Tr de los geles se presentan en la Tabla 4.5. La Tg de las
dispersiones de solo k-carr tuvo un valor de 22.5 °C y su T 43.9 °C. Estos valores
corresponden a la Tg mas baja y la Tr més alta de todos los sistemas capaces de formar
geles. Para los geles que contenian la mezcla de galactomanano y k-carr, la Tg y Ts
decrecieron 11 y 14 °C respectivamente comparada con el gel formado con la dispersion
de solo k-carr. La disminucion de la Tg por la adicién del galactomanano ha sido
observada también por otros autores donde la Tg fue determinada por medio de la

medicion de los cambios en la conductividad del sistema [16].

Tabla 4.5. Valores de la temperatura de gelacion (Tg) y fundido (T;) de los geles formados a partir de
las dispersiones de k-carr y la mezcla de este con galactomananos de diferentes pesos moleculares.

TG (°C) T: (°O)
k-Carr ©22.5+ 2.83 4395+ 1.63
GMNDR:k-Carr  °13.6+ 0.28 ®31.75+ 0.78
HAPM:k-Carr 9+ 1.13 ®28.65+ 0.78
HMPM:k-Carr  *°10.2+ 0.99 ®29.35+ 1.63
HBPM:k-Carr  10.3+ 0.78 ®29.65+ 0.78

Muestras con letras diferentes en la misma columna presentan diferencia estadisticamente significativa

(p<0.05).

Los resultados obtenidos sugieren que la agregacion de las cadenas fue entorpecida por
la presencia de las cadenas del galactomanano en las dispersiones. Ademas, es conocido
que la presencia de azucares en soluciones de k-carr ayudan a la estructuracion de la red
tridimensional en la formacion del gel actuando como un agente entrecruzante fisico por

puentes de hidrogeno, aumentando la fuerza del gel, asi como la Tg y la T¢ El

64



carragenano comercial usado en este trabajo contiene dextrosa en su formulacioén segun
la ficha técnica del proveedor. Las cadenas del galactomanano pueden estar
interfiriendo en la agregacion de las dobles hélices del k-Carr y/o con los puentes de
hidrégeno entre la dextrosa y el k-carr. Un debilitamiento en la estructura del gel
también se observo en los barridos de frecuencia (Figura 4.9), donde el valor de G’ de
todos los geles que contienen galactomanano fueron menores al gel que solo contiene k-
carr. Por otra parte, los valores de T y Tr no se vieron afectados por la reduccion del
Mn del galactomanano; sin embargo, los modulos si se vieron afectados por la
reduccion del peso molecular, teniendo una reduccién en su valor conforme el peso
molecular fue disminuyendo. Por otra parte, se puede observar que la presencia del k-
carr les confiere a los geles un caracter de gel fuerte, a diferencia de los geles del
GMNDR al 5 y 10% (Figura 4.6) discutidos previamente. La presencia de k-carr da
entrecruzamientos mas fuertes y estructurados que los que se generan por enredos
fisicos, como los de los geles de solo galactomanano, esto se observd en la nula
dependencia a la frecuencia de los médulos del gel de solo k-carr y en los de las mezcla
de galactomanano con k-carr; en estos ultimos se observé un incremento en los médulos
al incrementar la frecuencia, esto se debe a efectos de inercia en la prueba, ya que al
disminuir los modulos de los geles los efectos inerciales del equipo o la geometria se

tornan considerables.
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4.7 Geles de GMNDR e hidrolizados usando como solvente un Liquido Idnico.

Para la formacion de los geles usando como disolvente el liquido i6nico cloruro de 1-
butil,3-metilimidazol se tuvo que mantener a 100°C por 48 horas la dispersion para su
completa homogeneizacioén. El tiempo para disolver el galactomanano fue mayor al
reportado por otros autores, quienes reportan un tiempo de 5 horas a 100 °C para
solubilizar el galactomanano del guar, y 20 minutos para la formacion del gel [77]. En
este caso para la formacion del gel la solucion se dejo 48 horas al ambiente (Figura

4.10), se observo que al dejar expuesta la solucion inmediatamente se formo6 una capa

de liquido transparente sobre ella.

Figura 4.10 a) Solucién de Galactomanano del Delonix regia al 10% (p/v) en BMIMCI, b) gel formado
pasadas 48 horas expuesto al ambiente y 5 minutos en etanol al final.

Este fenomeno fue reportado por varios autores como la expulsion del exceso de liquido
16nico hacia la superficie del gel [22], [24], [78], [79], el cual se remueve por medio de
lavados con etanol o acetona. En este caso se observo que el liquido idnico presenta una
viscosidad muy alta en su forma liquida; sin embargo, el liquido en la superficie del gel
fue fluido, por lo que se midi6 el cambio del peso contra el tiempo. Para determinar el
tiempo de estabilizacion del gel, se peso por 10 dias las disoluciones del galactomanano
al 10% en el liquido i6nico a una atmosfera controlada teniendo la humedad relativa en
~ 75%. Los resultados se muestran en la Figura 4.11, donde se puede observar el
incremento del peso de la muestra y la velocidad de absorcion de agua fue

disminuyendo, en el transcurso del tiempo.
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Figura 4.11. Curva de absorcion de agua del entorno de la dispersion del GMNDR en el LI cloruro de 1-
butil 3-metil imidazol al 10% p/v en funcién del tiempo.

Debido al caracter higroscopico del BMIMCL y del galactomanano, la solucion fue
absorbiendo agua del medio ambiente, el BMIMCL es mas soluble que el
galactomanano en el agua y migra hacia la superficie donde el agua se encuentra en
mayor concentracion. El agua absorbida por la solucion funciona como un agente de
entrecruzamiento para la formacion del gel como fue reportado en la formacion de geles
de celulosa con BMIMCI [77]. Para verificar esto, una solucién del galactomanano del
Delonix regia al 10% (p/p) en BMIMCI se dejo6 por 48 horas en un desecador. Pasado el
tiempo, la solucion en el desecador era un material altamente viscoso, a éste se le
realizod un barrido de frecuencia para ver su comportamiento viscoelastico. Se observo
que a bajas frecuencias hubo una tendencia a la formacion de una zona fluida, seguida
por un plateau en G’, conocida como rubbery plateau del término en inglés, la cual se
genera por los enredamientos entre las cadenas. No se pudo trabajar a frecuencias mas
bajas ya que la solucion al quedar expuesta al medio ambiente inmediatamente
comienza a absorber agua, por lo que, en el tiempo que transcurre durante las pruebas a
bajas frecuencias tenderian a la formaciéon del gel durante la prueba. Este
comportamiento fue observado en soluciones concentradas de galactomananos en

liquidos i6nicos [80]. Con estos resultados se confirma que el agua absorbida del medio
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ambiente es un factor importante para el proceso de gelacion en este sistema, por lo que
se decidio dejar las soluciones 10 dias en atmosfera controlada a 75% para la formacion

de los geles.
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Figura 4.12 Barrido de frecuencia del Galactomanano del Delonix regia (GMNDR) al 10% (p/p) en
BMIMCI a) gel formado en 48 h expuesto al ambiente, b) solucion macromolecular concentrada
formada al dejar 48 h en el desecador.

Los geles obtenidos del GMNDR, HMPM y HBPM con BMIBMCI se muestran en las
Figura 4.13 a), b) y c) respectivamente. Estos presentaron una coloracion amarillenta,
que probablemente se debid a la formacién de melanoidinas, las cuales son el producto
de la reaccidn entre un azucar reductor y los grupos aminos de las proteinas (reaccion de
Maillard) que se caracterizan por tener un color que va del amarillo al café. Estudios
previos realizados por Pacheco y col., [81] muestran que el galactomanano del Delonix

regia tiene un contenido de proteina del 2.1%.
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Figura 4.13. Geles formados usando BMIMCL con a) GMNDR, b) HMPM y c) HBPM.

Los barridos de frecuencia de los geles se presentan en la Figura 4.14, donde se puede
observar los elevados valores obtenidos del modulo eléstico, que estuvieron en el orden
de 100 MPa, lo que refleja una estructura mas rigida que las obtenidas en los geles
elaborados con el k-carragenano (10 Pa a 1000 Pa) y el obtenido con solo el
galactomanano nativo al 10% (10 MPa). El mayor modulo obtenido en los geles con el
liquido i6nico puede ser explicado debido a que ademés de que se dan los
enredamientos entre las cadenas, el agua absorbida funciona como agente de enlace;
ademads, se combina con la carga i6énica del BMIMCI, el cual pude formar puentes de
hidrogeno con las cadenas. Por otra parte, a diferencia de los geles obtenidos con el k-
carr, en los de liquido i6nico el peso molecular no afectdé de manera significativa el
valor de los mddulos, lo cual hace suponer que el efecto de los enredamientos entre las
cadenas es menor al efecto producido por los entrecruzamientos por puentes de
hidrogeno que se dan entre el agua, el liquido i6nico y el polisacarido. Debido a la
presencia de cargas ionicas en los geles elaborados, estos podrian ser utilizados en
dispositivos eléctricos dependiendo de la conductividad que estos presenten, con las
ventajas que son materiales flexibles. [gualmente, se podria aprovechar su sensibilidad a

la humedad exterior para su aplicacion como sensores de humedad.
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CONCLUSIONES

La hidrolisis enzimatica utilizando una enzima especifica como la f-mananasa del
Cellvibrio japonicus, permitio controlar la reduccion del peso molecular sin un aumento
considerable en la polidispersidad del galactomanano del Delonix regia. Al variar el
peso molecular, los hidrolizados obtenidos presentaron un amplio intervalo de
viscosidades al ser dispersados en agua, por lo cual podrian ser utilizados en varias
aplicaciones tecnologicas donde se requiera una viscosidad a una concentracion
especifica, ya que la hidrélisis enzimatica solo cambid las propiedades reoldgicas por la
disminucion del peso molecular sin alguna otra modificacion como fue corroborado por
RMN, DRX y FTIR. Existe un peso molecular critico, 4.14x10° Da, en el cual los
enredamientos entre las cadenas disminuyen generando un abrupto cambio en las
propiedades viscoelasticas de las dispersiones, con lo cual, basado en la disminucion del
peso molecular, se puede determinar si se obtendran dispersiones predominantemente
viscosas o elasticas, lo cual permitiria la adecuada seleccion de pardmetros de la
hidrodlisis para una aplicacion requerida. Por otra parte, los ajustes a los modelos
reologicos de las curvas de flujo realizadas a las dispersiones de los HGDR permiten
estimar que peso molecular se requiere para obtener una viscosidad a una concentracion
y una velocidad de corte especificas. La incorporacion del k-carragenano en las
dispersiones mostrd la existencia de una interaccion entre los polisacaridos, la cual fue
observada a partir del HMPM donde la viscosidad del hidrolizado permitié ver esta
interaccion en un aumento de la viscosidad al mezclarlo con el k-carragenano. Ademas,
el GMNDR vy los hidrolizados fueron capaces de formar peliculas flexibles con buenas
propiedades Opticas y mecanicas, las cuales presentaron valores de permeacion de vapor
de agua similares a los encontrados en la literatura para usos en el area de alimentos,
con la ventaja de que, al disminuir el peso molecular, la viscosidad del sistema
disminuyd. El efecto de la adicion del k-carragenano en las peliculas de galactomananos
se observo en un aumento al 100% de la solubilidad y una disminucion en la
permeacion de vapor de agua con los hidrolizados del GMNDR. La reduccién del peso
molecular debilité la formacion de geles del galactomanano; a las concentraciones de
5% y 10% solo el GMNDR fue capaz de formar geles que pudiesen ser manipulados
para darles forma. Por otra parte, la adicion de k-carragenano en una relacion de 60:40

(galactomanano:k-carragenano) a una concentracion del 1% (p/v) en agua permitid
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formar geles termorreversibles con la suficiente fuerza para ser manipulados. El
galactomanano interfiri6 en la agregacion de las cadenas del k-carragenano
disminuyendo el valor de los modulos, al igual que la reduccion del peso molecular;
otro efecto fue que el galactomanano disminuy¢ la temperatura de gelacion y fusion de
los geles. Finalmente, el uso del liquido i6nico como disolvente del GMNDR vy los
hidrolizados permiti6 la formacion de geles fuertes con elevados modulos; se concluy6
que el agua absorbida del medio ambiente es el responsable de la gelacion actuando

como agente de entrecruzamiento para la formacion de los geles.
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