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RESUMEN

Se estudid, mediante técnicas reoldgicas, la transicion sol-gel de gelana de
alto acilo (GHA) en presencia y ausencia de contraién externo (Na‘)
proveniente de cloruro de sodio. Mediante pruebas de cizalla oscilatoria de baja
amplitud que incluyeron barridos de deformacion, frecuencia y temperatura, se
evaluo el comportamiento viscoelastico de soluciones de GHA mediante las
funciones materiales G’ y G”. Por medio de la determinacion del punto de cruce
de los modulos G’y G” y el método de tangente critica de delta, se obtuvo la
temperatura de transicion sol-gel de sistemas con concentraciones de gelana
en el intervalo 0.08 a 1% p/p y concentraciones de contraién de 0, 1, 5, 10, 50 y
100 mM. Ambos métodos mostraron que la adicion de i6n aumentd tanto la
temperatura de fusiébn como la de gelificacion para una misma concentracion
de polisacarido. Con las temperaturas encontradas se trazé un diagrama de
transicion sol-gel en el cual se observa que la histéresis térmica ocurrié a bajas
concentraciones de polisacarido. Sin embargo, al aumentar esta concentracion
Tla histéresis térmica disminuyé hasta practicamente desaparecer. Es posible
tener geles a temperatura ambiente, con espectros mecanicos que muestran
un claro dominio de G’ sobre G” aun para concentraciones de gelana de 0.08%
p/p. Con estos estudios se plantea contribuir al conocimiento de la
funcionalidad de este polisacéarido en medio acuoso, en presencia y ausencia
de un ion monovalente y sentar las bases para futuros trabajos con otros iones

monovalentes y divalentes.



INTRODUCCION

Las propiedades funcionales de los ingredientes alimenticios han sido definidas
como cualquier propiedad fisicoquimica que afecta el comportamiento y
caracteristicas de un alimento lo cual contribuye a la calidad del producto final.
Los polisacaridos poseen estas propiedades que dependen en gran parte de
las interacciones de los biopolimeros con otros constituyentes de los alimentos,
como lipidos, agua y sales. Ademas, influyen también el pH, la temperatura, la
fuerza i6nica, la constante dieléctrica del medio, la concentracion y tipo de
carbohidrato. Entre las principales propiedades funcionales de los polisacaridos
se encuentran: la capacidad emulsionante, espesante, estabilizante, gelificante,
texturizante, espumante, entre otras. Como resultado de su funcionalidad, son
ingredientes comunes de muchos alimentos procesados, lo que permite la
manufactura de una amplia variedad de productos.

Recientemente, se ha incrementado la importancia comercial de los
polisacaridos de origen microbiano y han sido producidos a gran escala por la
industria de fermentaciones debido a que pueden ser obtenidos de acuerdo con
la demanda del mercado y con una calidad estandarizada, de modo que los
problemas de disponibilidad y variacién se ven minimizados. Sin embargo, el
uso racional y 6ptimo de estos polisacaridos depende del pleno conocimiento
de su funcionalidad.

La gelana es un producto de fermentacion ampliamente utilizada que puede
ofrecer disolucién a muchos de los problemas encontrados en los actuales
agentes gelificantes, puesto que puede formar una gran variedad de geles. A
pesar de su corta existencia, por el hecho de proveer de un gran intervalo de

texturas, producir la misma que otros polisacaridos o crear nuevas, la



investigacion de este polisacarido ha ido en aumento, lo cual es conveniente
para promover su utilizacion tanto en la industria farmacéutica como
alimentaria. Hasta ahora, la mayoria de las investigaciones relacionadas con la
gelificacion de gelana se basan en estudios fisicoquimicos basicos que han
revelado detalles importantes sobre la estructura molecular y han propuesto
mecanismos de asociacion entre las macromoléculas de gelana. También han
surgido algunos estudios en donde se abordan aspectos reoldgicos y se
explican los mecanismos de agregacion en funcion de la fuerza ionica del
medio y de la concentracion de polisacarido.

La evolucion y analisis del comportamiento reolégico de los alimentos es
relevante a causa de la necesidad, entre otras cosas, de establecer
condiciones éptimas para un determinado proceso de transformacion, asi como
el disefio y equipo a utilizar (Pérez, 2008).

Con la finalidad de ampliar el conocimiento sobre los aspectos reoldgicos
conocidos de este polisacarido, tener un panorama mas amplio de su
comportamiento y promover su utilizacion en los sistemas alimentarios
existentes 0 en el desarrollo de nuevos productos, en el presente trabajo se
examind, por medio de técnicas reologicas, el comportamiento de geles de
gelana de alto acilo (GHA) con y sin adicién de iones sodio, en forma de NaCl,
determinando el efecto que las concentraciones, tanto de polimero como de
iones, tienen sobre el comportamiento y propiedades viscoelasticas de los
geles formados. Se determinaron las temperaturas de transicion sol-gel para
examinar el efecto que la concentracion de polimero y la adicion de iones
tienen sobre dichas temperaturas en los geles formados. Con estas

temperaturas se elaboré un diagrama de transicion de conformacion para poder



predecir el comportamiento de geles de GHA a diferentes concentraciones de
polimero y iones.

Diversos estudios con gelana de bajo acilo (GLA) han demostrado que al ir
aumentando la concentracion de polimero y de iones, el fendmeno de
histéresis térmica se ve aumentado, debido a que la adicion de iones favorece
la agregacion de las dobles hélices de gelana, por lo que se podria pensar que
estos parametros tendran el mismo efecto sobre la GHA. Sin embargo, ésta
tiene dos grupos acilo (un grupo acetilo y un glicerilo) que la molécula de GLA
no tiene, lo que modifica las propiedades de este polisacarido. Varios autores
(Jay et al. 1998; Kasapis et al. 1999; Morris et al. 1996) afirman que los
voluminosos grupos acetilo y glicerilo previenen la asociacion cercana entre las
cadenas en la formacién de la doble hélice y dificultan el empaquetamiento de
las uniones cruzadas en la red tridimensional. Tomando en cuenta lo anterior,
esperamos que la adicién de iones provoque un menor o nulo aumento en el
fendmeno de histéresis térmica durante la fusion y gelificacién de geles de

GHA.



1. ASPECTOS GENERALES

1.1GELES

Un gel se define como un sistema sustancialmente diluido que no exhibe flujo
estacionario en la escala de tiempo que dura la observacion de su comportamiento
(Ferry 1980). Existen geles quimicos Yy fisicos. En los primeros el entrecruzamiento de
polimeros ocurre mediante enlaces covalentes, mientras que en los segundos ocurre
mediante interacciones de diferentes tipos. En ambos casos se forma una red capaz de
atrapar el disolvente y otras sustancias de bajo peso molecular. Las redes de geles que
estan soportadas fundamentalmente por interacciones no covalentes son
termorreversibles, es decir, pueden gelificar y fundir al disminuir y aumentar la
temperatura, respectivamente. Esto sucede sobre todo cuando quienes mas
contribuyen al mantenimiento de la red son los puentes de hidrogeno.

Desde el punto de vista estructural, un gel consta de una matriz continua de material
interconectado y una gran cantidad de disolvente, retenido en los intersticios. Los
diversos tipos de geles ofrecen propiedades diferentes; por ejemplo, los geles
particulados son mucho mas gruesos que los geles poliméricos, teniendo por tanto
mucha mayor permeabilidad.

Las moléculas poliméricas en disolucion se comportan como si estuviesen enrolladas al
azar, inmovilizando eficazmente gran cantidad de disolvente (agua), aumentando, por lo
tanto, considerablemente la viscosidad. Si la concentracion de polimero no es muy baja,
las moléculas tienden a entrecruzarse y enmarafarse. Asi la disolucién alcanza una
cierta elasticidad, aunque no un umbral de fluencia. La gelificacion es consecuencia de
la formacion de enlaces cruzados intermoleculares. Estos enlaces cruzados pueden ser

covalentes, salinos o regiones microcristalinas. En el caso de polielectrolitos, es decir,



polimeros cargados eléctricamente, la gelificacion puede ser inducida por la formacion
de puentes salinos.

Desde el punto de vista reoldgico, un gel tipico es un material que muestra un umbral
de fluencia y tiene propiedades viscoelasticas. Cuando sobre el gel actia un esfuerzo
pequefo (o = fuerza/area), se comporta elasticamente; se deforma inmediatamente y
mantiene la forma obtenida hasta que el esfuerzo es retirado. Si el esfuerzo aplicado es
mayor, el producto puede mostrar un comportamiento viscoelastico: primero se deforma
elasticamente, luego comienza a fluir y al cesar el esfuerzo recupera parcialmente su
forma original.

La Figura 1 muestra las diferencias entre un material de comportamiento liquido, sélido
y viscoelastico. La velocidad de deformacion es el cambio con el tiempo (de/dt), de la
deformacion relativa () y puede ser igual al gradiente de velocidad de acuerdo con el

tipo de deformacién que exista.

deformacion
0 £dlido
0 umbral de fluencia esfuerzo

Figura 1. Representacién de la velocidad de deformacién en funcién del esfuerzo en un
liquido newtoniano, un material viscoelastico y un sélido elastico (Fennema, 1995).



El comportamiento de un cuerpo viscoelastico depende en gran medida de la escala de
tiempo de la deformacion. La deformacién rapida, e.g. la alcanzada cuando se aplica un
esfuerzo fluctuante a alta frecuencia, supone una escala de tiempo pequefia. A escalas
de tiempo muy pequefas, un gel se comporta casi de forma completamente elastica v,
a escalas de tiempo muy grandes, casi como un producto enteramente VisSCOSO.
También el umbral de fluencia es dependiente del tiempo, el umbral tiende a ser mas
pequefio cuanto mayor sea la escala de tiempo. La magnitud de todos estos parametros
reologicos puede variar mucho con los geles (Fennema, 1995).

1.2 REOLOGIA

La palabra “reologia” fue utilizada por primera vez por Eugene C. Bingham (1928) a
quien se le reconoce la autoria del nacimiento de la reologia como ciencia. La palabra
reologia proviene del griego pneooc = fluir, Aoyoc = estudio o tratado. Hoy en dia la
reologia se establece como la ciencia que estudia la deformacion y flujo de la materia
(Barnes et al. 1992); el modo en que los materiales responden a la aplicacion de un
esfuerzo o deformacion (Steffe, 1996). La reologia esta basada en principios de fisica
clasica y mecanica de fluidos, el solido perfecto de Hooke vy el liquido viscoso perfecto
de Newton, respectivamente. Sin embargo, las caracteristicas de soélido o liquido
viscoso perfecto, no estan presentes en la mayoria de los materiales reales.

Se fundamenta en “ecuaciones constitutivas”, las cuales relacionan variables dinamicas
(presion, esfuerzo, fuerza) con variables cineméticas (deformacion, velocidad de
deformacion o cizalla) para dar como resultado entidades o propiedades reoldgicas
(modulo de almacenamiento, modulo de pérdida, viscosidad, médulo complejo, entre

muchas mas), conocidas como “funciones materiales” (Pérez, 2008).



En la industria de alimentos la reologia tiene numerosas aplicaciones:

A. En el célculo de procesos de ingenieria que implican un gran niamero de equipos
como tuberias, bombas, extrusoras, mezcladoras, intercambiadores de calor,
homogeneizadores, viscosimetros.

B. En la determinacion de la funcionalidad de algun ingrediente en el desarrollo de
nuevos productos.

C. En el control de calidad de algun producto final o intermedio.

D. En pruebas de vida de anaquel.

E. En la evaluacion de textura en correlacion con analisis sensorial de algun
producto alimenticio.

1.3 ESFUERZO Y DEFORMACION

Deformacion

Para hablar de deformacion es necesario considerar simultaneamente el concepto de
fuerza, esto es porque los dos conceptos coexisten en una masa dada. La fuerza es
una accion fisica cuya aplicacion provoca un cambio en el movimiento o en su forma o
dimensiones. Si al aplicar una fuerza sobre un cuerpo se altera su estado de
movimiento o de reposo se habrd provocado un deslizamiento, es decir, se habra
movido al cuerpo entre dos puntos en el espacio. Por otro lado, si al aplicar la fuerza se
cambia el tamafo (por lo tanto el volumen) o forma del cuerpo, entonces se habra
provocado una deformacion (Steffe, 1996).

Un tipo comun de deformacion encontrado en reologia es la deformacion de cizalla, la
cual se genera cuando una fuerza se aplica de forma paralela a la superficie del cuerpo.
La idea puede ser ilustrada con una barra rectangular de altura h. La parte baja es

estacionaria y la parte superior es linealmente desplazada cierta cantidad igual a dL.



Cada elemento estd sujeto al mismo nivel de deformacién asi que el tamafio del

elemento no es relevante. El angulo de cizalla, y, puede ser calculado como:
tany = oL

Para pequefias deformaciones, el angulo de cizalla (en radianes) es igual a la

deformacion de cizalla (también simbolizada y) tan y =1.

'

L ”
o
"

Figura 2. Deformacion en cizalla de una barra rectangular (Steffe, 1996).

Esfuerzo
Se define como la fuerza por unidad de area y regularmente es el causante de un
cambio de movimiento o de dimensiones en el cuerpo sobre el cual se esta aplicando y
usualmente se expresa en Pascales (N/m?)

c =FI/IA
Los esfuerzos se dividen en esfuerzos normales (esfuerzos de tension y compresion) y
esfuerzos tangenciales también conocidos como esfuerzos cortantes o de cizalla. Los
esfuerzos normales son aquellos que resultan de la aplicacion de una fuerza
perpendicular a la superficie del material. Los esfuerzos tangenciales se generan
cuando la fuerza actla paralela o tangencial a la superficie.
Las ecuaciones que muestran una relacion entre esfuerzo y deformacion son también

llamadas ecuaciones reoldgicas de estado o ecuaciones constitutivas (Steffe, 2006).



1.4 FUNCIONES MATERIALES EN CIZALLA OSCILATORIA
G’: Modulo de almacenamiento, funcion dependiente de la frecuencia.

G’ = (c0lvo) cos (3)
G”: Modulo de pérdida, funcidon dependiente de la frecuencia.

G” = (oolyo) sen ()
En estas ecuaciones oy Y vo son la amplitud de la onda de esfuerzo y de deformacion,
respectivamente.
La Figura 3 muestra dos placas paralelas rectangulares con la placa inferior
estacionaria y la superior animada con un movimiento oscilatorio arménico simple que
hace que se mueva de izquierda a derecha en direccién horizontal y el material en

estudio ocupa el espacio entre las placas.

L sin (1)
el b
| Placa
? oscilatoria
h IPLE

i Placa

estacionaria

Figura 3. Deformacién oscilatoria entre placas rectangulares (Steffe, 1996).
Al aplicar una deformacion al material entre las placas, ésta resulta ser una funcién de
tiempo definida como:

Y= Yo Sin (ot)



donde v, es la amplitud de la onda de deformacioén igual a L/h cuando el movimiento de
la placa superior es L sin(ot), ® es la frecuencia expresada en rad/s la cual es
equivalente a w/(2rn) Hertz. Si las placas estuvieran separados una distancia de 1.5 mm
y la placa superior se moviera 0.3 mm desde la linea central, entonces la maxima
amplitud de deformacion seria calculada como 0.2 0 20%: yo= L/h = 0.3/1.5
Para pequefias amplitudes de deformacion, el esfuerzo de cizalla producido por la
deformacion de entrada es el siguiente:

6= 0p Sin (ot+3d)
donde oo es la amplitud del esfuerzo de cizalla y puede ser definido como la fuerza
méaxima por unidad de area recibida por la placa estacionaria y & es el angulo de fase
relativo a la deformacion. El periodo de tiempo asociado con el angulo de fase es igual
a d/o.
Para entender mejor los parametros viscoelasticos descritos, es de gran utilidad
examinar aisladamente el comportamiento de un sélido de Hooke y un liquido de
Newton. Para un sélido perfectamente elastico, toda la energia es almacenada, G” es
cero y el esfuerzo y la deformacion estan en fase. En contraste para un liquido con
propiedades elasticas toda la energia es disipada en forma de calor, G’ vale cero y el

esfuerzo y la deformaciéon se encuentran fuera de fase exactamente 90°.

5=0° 0° <8< 90° 0 = 90°
SOLIDO VISCOELASTICO LIQUIDO

Tangente de 6 0 angulo de fase: Este parametro esta directamente relacionado con la
energia perdida por ciclo, dividida entre la energia almacenada por ciclo:

tan 6 = G"IG’



Es una medida del predominio del caracter viscoso sobre el caracter elastico del
material.
1.5 PRUEBAS REOLOGICAS
Los redmetros son instrumentos con los que se determinan distintas funciones
materiales. Aquellos capaces de determinar las propiedades reoldgicas fundamentales
de alimentos fluidos y semisdlidos, se dividen en dos categorias: rotacional y axial. Los
rotacionales pueden ser operados bajo velocidad angular independiente del tiempo y
bajo oscilacion arménica simple y se utilizan generalmente para investigar el
comportamiento de dependencia con el tiempo (Steffe, 2006).
En los instrumentos oscilatorios, el material a examinar es sometido a variaciones
armonicas de esfuerzo y deformacion. Los resultados son muy sensibles a la
composicidn quimica y estructura fisica, asi que pueden tener diferentes aplicaciones
las cuales incluyen;

» Determinar la evolucion de la fuerza de un gel.
Sequir la gelificacion de almidon.
Estudiar la transicion vitrea.
Observar la coagulacion o desnaturalizacion de proteinas.
Evaluar la cuajada en productos lacteos.
Evaluar la fusion del queso.

Estudiar el desarrollo de texturas en pasteleria y productos carnicos.

vV Vv YV V VYV VYV V¥V

Realizar pruebas de vida de anaquel y la relacion entre propiedades reologicas y
percepcion sensorial humana (Steffe, 1996).
Algunas veces las pruebas oscilatorias son referidas como “pruebas de cizalla de baja

amplitud” ya que se deben aplicar pequefias deformaciones para mantener el



comportamiento viscoelastico lineal. En las pruebas reoldgicas de cizalla oscilatoria, se
obtienen los médulos G’ y G”. El primero describe el comportamiento elastico, similar al
de un solido, mientras que el segundo describe el comportamiento viscoso, similar al
de un liquido (Steffe, 1996).

1.6 BARRIDOS DE DEFORMACION

Los barridos de deformacion son llevados a cabo a una frecuencia constante y son
utilizados para examinar la dependencia de G’ y G” con la amplitud de la deformacion
para de este modo determinar la extension de la zona de viscoelasticidad lineal (ZVL).
Para deformaciones inferiores a un valor critico, G’ y G” tienen un valor constante con el
incremento de la deformacion. El limite de la ZVL se excede cuando G’y G” empiezan
a decrecer significativamente (Figura 4). En la zona de viscoelasticidad lineal las
propiedades reologicas no dependen de la deformacion o el esfuerzo.

Ademas de identificar la ZVL, los barridos de deformacion han sido utilizados para
distinguir geles débiles de geles fuertes; en los geles débiles la extension de la ZVL es

mayor que en los geles fuertes (Steffe, 1996).
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Figura 4. Respuestas esquematicas tipicas a la deformacion,
mostrando la zona de viscoelasticidad lineal (ZVL) (Steffe, 1996).



1.7 BARRIDOS DE FRECUENCIA

Los barridos de frecuencia son las pruebas mas comunes. En ellas la frecuencia
aumenta mientras la deformaciéon se mantiene constante. Cuando una disolucion
diluida, una disolucién concentrada y un gel de un biopolimero dado son sometidos a
barridos de frecuencia, muestran diferentes comportamientos y producen diferentes
espectros mecanicos propios de cada sistema.

En una disolucién diluida, G” es mayor que G’ sobre todo el intervalo de frecuencia pero
tienden a igualarse a altas frecuencias (Figura 5). En las disoluciones concentradas, se
observa una alta dependencia de los modulos a frecuencias bajas, predominando G”
sobre G’ y al aumentar la frecuencia G” y G’ se igualan para luego mostrar un
comportamiento mas solido a altas frecuencias (G’ > G”) con poca o nula dependencia
con la frecuencia (Figura 6).

Para un gel fuerte, G’ es significativamente mayor que G” a lo largo de todo el intervalo
de frecuencia (Figura 7). Los médulos dependen mas de la frecuencia cuando se trata
de disoluciones diluidas o concentradas pero son practicamente constantes cuando se
trata de un gel. En el espectro de un gel débil, G’ es superior a G” pero ambos
muestran una alta dependencia con la frecuencia y pueden entrecruzarse a altas

frecuencias (Figura 8) (Steffe, 1996).
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Figura 5. Espectro mecanico de una disolucién diluida (Steffe, 1996).
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1.8 DETERMINACION DEL PUNTO DE GELIFICACION

Los barridos de temperatura se utilizan, en este caso, para determinar temperaturas de
transicion. Para ello, se localiza el punto de cruce de los moédulos G’y G”, es decir, el
punto en el cual tan 6 = G”/G’ = 1 e independiente de la frecuencia. Este método esta
basado en el criterio de Winter y Chambon (1986). Segun este criterio el tiempo de
gelificacion es aquel en el que la tan & es independiente de la frecuencia. Con base en
esto, el punto de gelificacion puede ser determinado a partir de la evolucién de la tan 6

a diferentes frecuencias y sera aquel para el cual todas las curvas converjan.

1.9 GELANA
La gelana es un heteropolisacarido extracelular, lineal, anionico, secretado por el
microorganismo  Sphingomona  paucimobilis, anteriormente  conocido como

Sphingomona elodea, Pseudomona elodea o Aeromona elodea, que fue descubierta en



1978 (Goh et al. 2006; Huang et al. 2003b; Abramovic & Klofutar 2006) y aprobada en
1992 por la FDA para ser utilizada como hidrocoloide alimenticio (Mao et al. 2000). Su
produccion comercial fue patentada en 1982 y es preparada comercialmente por
fermentacion aerobia en un medio compuesto por carbohidratos rapidamente
disponibles, como fuente de carbono, fosfato, fuentes de nitrégeno organicas e
inorganicas, y elementos traza adecuados. La fermentacion es llevada a cabo en
condiciones estériles con un estricto control de la aireacion, agitacion, temperatura y
pH, y cuando la fermentacion esta completa, la disolucidn viscosa es pasteurizada para
eliminar las células viables. El material celular es removido por centrifugacion o filtracion
(Phillips et al. 1992).

La estructura primaria de la gelana estd formada por unidades repetidas de un
tetrasacarido formado por p-D-glucosa, B-D-acido glucurénico, B-D-glucosa y a-L-
ramnosa (Huang et al. 2007; Jay et al. 1998; Morris et al. 1996; Grasdalen & Smidsrgd
1987; Kasapis et al. 1999). La gelana se encuentra comercialmente disponible en dos
formas, gelana de bajo acilo (GLA) y gelana de alto acilo (GHA). La GHA tiene un grupo
L-glicerilo en el carbono 2 (C,) de una de las moléculas de glucosa (Figura 9) y un
grupo acetilo en el carbono 6 (Cs) del mismo residuo. En promedio se encuentra un
grupo glicerilo por cada unidad repetida y un acetilo por cada dos (Kasapis et al. 1999).
Este polimero forma geles suaves, muy elasticos y no quebradizos (Mao et al. 2000).
Cuando la GHA es tratada con un alcali a altas temperaturas los grupos acilo son
hidrolizados y se obtiene la forma desacilada de la gelana (Mao et al. 2000). Esta forma

produce geles duros, no elasticos y quebradizos.



El voluminoso sustituyente L-glicerilo, localizado en el interior de la doble hélice, altera
los puentes de hidrogeno dentro y entre las dobles hélices y enmascara estéricamente
los grupos glucurénicos alterando la unién de cationes como el potasio (Jay et al. 1998;

Kasapis et al. 1999).
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Figura 9. Unidad repetitiva de gelana de alto acilo (Chaplin, 2008).

Esto puede explicar las débiles propiedades gelificantes de la GHA ya que los
voluminosos grupos acetilo y glicerilo previenen la asociacion cercana entre las
cadenas en la formacion de la doble hélice y dificultan el empaquetamiento de las
uniones cruzadas en la red tridimensional. La gelificacion de gelana involucra dos
pasos: a) La adopcion de una estructura helicoidal seguida de b) La asociacion de estas
unidades béasicas en una red tridimensional. Por ello se argumenta que la inhibicion de
la union catidnica reduce la asociacion inter-hélice y altera las propiedades reoldgicas
de los geles (Morris et al. 1996). Sin embargo, el grupo glicerilo también tiene efectos
estabilizadores en la estructura de la doble hélice ya que los tres &tomos de oxigeno en
el grupo glicerilo estabilizan la estructura de la doble hélice formando cuatro nuevos
puentes de hidrégeno inter o intra catenarios (Kasapis et al. 1999). Es por esto que a

pesar de que los geles de gelana de alto acilo son normalmente mas suaves que los de



bajo acilo, la estructura de los primeros es mas estable, un atributo que soporta esta
idea es la alta temperatura de ordenamiento conformacional de la GHA.

La gelificacion de GHA como la de GLA involucra dos etapas. A altas temperaturas la
gelana en disolucion se encuentra como cadenas aleatorias, al disminuir la temperatura
se promueve la transicion de estas cadenas a dobles hélices, seguida de la asociacion
de los segmentos de dobles hélices rigidas para formar agregados lo que lleva a la
formacion de una red tridimensional como se ilustra en la Figura 10 (Goh et al. 2006).
Los cationes monovalentes como divalentes estabilizan la red tridimensional mediante
enlaces cruzados entre dos dobles hélices de gelana via grupos carboxilo del residuo
glucurénico (Figura 11). Sin embargo, los cationes monovalentes y divalentes siguen
diferentes mecanismos de gelificacion. Los cationes divalentes, unen dos dobles hélices
directamente (doble hélice - M++ - doble hélice) mientras que los cationes
monovalentes lo hacen indirectamente (doble hélice — M+ - agua — M+ - doble hélice).
Los cationes divalentes son mas efectivos en la formacion de geles que los cationes
monovalentes (Huang et al. 2003a; Huang et al. 2004; Nakajima et al. 1996).

El proceso de fusion del gel y la pérdida de la conformacion ordenada, también ocurren
en dos etapas. La primera practicamente coincide con la gelificacion en el proceso de
enfriamiento y puede ser atribuida a la fusion de secuencias aisladas de estructuras de
dobles hélices. La segunda esta desplazada a temperaturas mas altas y parece surgir
de la disociacion de los agregados de dobles hélices mediados por cationes. En el caso
de la GHA se ha observado una supresion de la agregacion de dobles hélices, lo cual
se puede deber a que el grupo acetilo en la superficie de la doble hélice promueve la
solvatacion y bloquea el empaguetamiento cercano de dobles hélices (Morris et al.

1996).



Figura 10. Modelo propuesto para la gelificacion de la gelana.
a) Cadenas aleatorias, b) Formacioén de las dobles hélices,
c¢) Agregacion de dobles hélices (Goh et al. 2006).

Figura 11. Representacion esquematica de la interaccion
doble hélice — M+ - agua — M+ - doble hélice (Goh et al. 2006).



1.10 APLICACIONES DE LA GHA EN ALIMENTOS

El Cuadro 1 resume las principales aplicaciones de la GHA en productos alimenticios.
Aunque la GHA puede ser utilizada efectivamente sola en varios productos, sus
beneficios algunas veces se ven realzados cuando se usa en combinacion con otros
hidrocoloides alimentarios (CP Kelco, 2009).

Cuadro 1. Aplicaciones tipicas de gelana en alimentos.

Area principal Productos tipicos

Confiteria Gelatinas de almidén, gelatinas de pectina,

malvaviscos, rellenos.

Mermeladas y jaleas Mermeladas reducidas en grasa, mermeladas

de imitacion, rellenos de pasteleria, jaleas.

Alimentos fabricados Frutas fabricadas, vegetales, carnes.

Geles a base de agua Postres de geles, aspics (gelatinas saladas).

Rellenos para pays y pudines | Postres instantaneos, pudines enlatados,

pudines pre-cocidos, rellenos para pays

Glaseados, helados Glaseados para pasteleria, helados enlatados.

Productos lacteos Helados, leche gelatinizada, yogurt, malteadas,

guesos bajos en grasa, dips.

Bebidas Frutas, bases de leche, bebidas de soya y

carbonatadas.




2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2. 1 Hipétesis

Diversos estudios con GLA han demostrado que al ir aumentando la concentracion de
polimero y de contraiones, la histéresis térmica aumenta, debido a que la presencia de
iones favorece la agregacion de las dobles hélices de gelana. Por ello, se postula que
ambas variables tendran el mismo efecto sobre la GHA. Sin embargo, la GHA tiene un
grupo acetilo y uno glicerilo que la GLA no tiene, lo que modifica sus propiedades.

Se ha reportado (Jay et al. 1998; Kasapis et al. 1999; Morris et al. 1996) que los
voluminosos grupos acetilo y glicerilo previenen la asociacion cercana entre las
cadenas en la formacion de la doble hélice y dificultan el empaquetamiento de las
uniones cruzadas en la red tridimensional. Teniendo en cuenta este esquema, se
postula que la adicion de iones provoque un aumento menor o nulo en la histéresis

térmica durante la fusion y la gelificacion de geles de GHA.

2.2 Objetivos

» Determinar por medio de técnicas reoldgicas el comportamiento de geles de
gelana de alto acilo con y sin adicién de iones sodio para establecer el efecto que
la concentracion de polisacarido y iones tienen sobre las temperaturas de fusion
y gelificacion y el comportamiento viscoelastico de los geles formados.

» Determinar las temperaturas de transicion sol-gel de geles formados con distintas
concentraciones de gelana y iones sodio para elaborar un diagrama de transicion
conformacional y poder predecir el comportamiento de geles de GHA en funcién

de la temperatura y la concentracion de polimero y de iones.



3. MATERIALES Y METODOS
3.1 METODOLOGIA

La Figura 12 muestra el diagrama general de la experimentacion.

Gelana de alto Determinacion
acilo (GHA) de humedad

Preparacion de disoluciones

GHA 0.08, 0.09, 0.1, GHA 0.08, 0.09, 0.1, 0.25, 0.5,
0.25,0.5,0.75y 1% p/p 0.75y 1% p/p con NaCl (1, 5,
sin NaCl 10, 50 y 100 mM).

Pruebas oscilatorias de baja
amplitud Reébmetro ARES RFS Il

Barridos de Barridos de Barridos de Barridos de
deformacién frecuencia temperatura frecuencia a
az25°C (w)a25°C (25-85-25 °C) diferentes
o =1Hz deformacién o =1Hz temperaturas
constante

Determinacion Clasificacion del Determinacion de
de zonade gel formado temperaturas de

viscoelasticidad transicion
lineal (ZVL)

Figura 12. Diagrama general de la experimentacion.



3.2 Materiales

Se usO gelana de alto acilo grado alimenticio (KELCOGEL LT 100, CP Kelco, San
Diego, USA), cloruro de sodio (MERCK, USA) y agua desionizada. La gelana no fue
sometida a ningun tratamiento previo a su utilizacion. El contenido (%) de iones
determinado por absorcién atémica fue: 1.36 Na*, 4.06 K*, 3.45 Ca™ y 0.59 Mg™. El
contenido de carbohidratos determinado mediante azucares totales de la GHA fue de

83.4%.

3.3 Métodos

3.3.1 Determinacién de humedad

La humedad fue determinada por el método estandar (AOAC,1990) para harinas (PRT-
701). Se pesaron 2 g de gelana en un pesa filtro previamente secado a 130 + 3 °C,
enfriado en desecador y pesado tan pronto como alcanzé la temperatura ambiente. Sin
cubrir, el pesa filtro se calent6 a 130 °C por 1 hora, contada a partir de haber alcanzado
dicha temperatura, hasta obtener un peso constante. En seguida se tapo el pesa filtro,
se transfirié al desecador y se pes6 a temperatura ambiente. La humedad (%) fue
calculada por diferencia de pesos y referida a la masa inicial de muestra. La
determinacion se hizo por triplicado y su valor promedio fue 5.91% con una desviacion

estandar de 0.033% y un coeficiente de variacion de 0.56%.

3.3.2 Preparacion de geles
La gelana se dispers6é completamente en agua desionizada a temperatura ambiente

(aproximadamente 22 °C). El volumen total fue 100 mL. Una vez dispersa se calent6 en



bafio Maria hasta 90 °C, con agitacién constante y se mantuvo a esta temperatura por
aproximadamente 10 minutos. El agua evaporada durante el calentamiento se
compensO agregando agua caliente tomando en cuenta la presencia de cloruro de
sodio. La concentracion de gelana fue 0.08, 0.09, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75y 1% p/p y para
cada concentracion se prepararon geles sin agregar NaCl y con 1, 5, 10, 50 y 100 mM
de esta sal. La disolucion caliente se vacié en moldes cilindricos de 25 mm de diametro
para formar los geles y realizar las pruebas reolégicas. Los moldes se enfriaron y se
mantuvieron en refrigerador a 7 °C durante 24 h minimo. Para las pruebas reoldgicas se

cortaron discos de aproximadamente 3 mm de espesor.

3.3.3 Relacion estequiométrica GHA-Na"

Se determind la cantidad estequiométrica de iones por adicionar para que las
disoluciones de gelana (0.08, 0.09, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 y 1% p/p) estuvieran
completamente en su forma sddica. Para ello se tomé en cuenta la estructura ideal de la
unidad repetitiva de gelana (Figura 9) y se determind su peso molecular asi como el de
su forma sodica:

Gelana nativa, Co9H44024 = 776 g/mol

Sal de sodio, CygH43024Na = 798 g/mol

( 23g Na j{l mol Naj(lOOO mmol Naj( 1meq Na J 1 o5 Med Na

7989 GHA )| 23g Na 1mol Na 1mmol Na g GHA
1.253M% _1 253 mmo'( 23mg Na ] _28.819 MINA _ 5 8805
g g (1mmolNa g GHA

Esta cantidad es superior a la determinada por absorcion atémica (1.36 %) lo que indica

que la gelana en polvo no es completamente una sal sddica. A manera de ejemplo se



muestra el célculo para determinar la concentracion de iones necesarios para tener una

disolucion 1% p/p de GHA HA totalmente en su forma sdédica.

28.819 mg Na ( 19 GInHA j(lOOO ij 1mmol Na _12.53mM
1g GInHA {100 mL soln 1L 23 mg Na '

Esta cifra indica que es necesaria una concentracion de iones sodio de 12.53 mM para
tener la cantidad estequiométrica de este i6n en una disolucion con 1% de gelana.
Tomando en cuenta que la cantidad de iones sodio presentes en el polvo de GHA es de
0.593 mmol/g (1.36%), entonces en una disolucion con 1% de gelana la concentracion

de iones ya presentes en el polisacarido es

(0.593 mmol Naj( 1g GInHA j(moo mL

j: 5.93mM
19 GInHA 100 mL soln 1L

La cantidad de iones presentes en el polvo de gelana no es suficiente para tener las
diferentes disoluciones preparadas en su forma sédica. Por ello al adicionar iones se
favorecio la formacién de la misma, sin embargo, en cada una de las disoluciones se
agreg6 un exceso de iones; 1 mM, 5 mM, 10 mM, 50 mM, 100 mM para asegurar la

interaccién entre ellos y el polisacéarido.

3.3.4 Pruebas reoldgicas

Se llevaron a cabo pruebas de cizalla oscilatoria de pequefia amplitud en un reémetro
de deformacion controlada ARES-RFS 1l (TA INSTRUMENTS, USA). Las pruebas se
realizaron en una geometria de placas paralelas estriadas de 25 mm de didmetro con
una separacion de 3 mm y los cambios de temperatura se hicieron usando el sistema

Peltier.



a) Barrido de deformacién

Se realizaron barridos de deformacion, mediante cizalla oscilatoria a 25 °C y 6.28 rad/s
para determinar la region de viscoelasticidad lineal (ZVL). En esta zona la relacion
esfuerzo-deformacion es lineal y por lo tanto las funciones materiales son

independientes de ambas variables.

b) Barrido de frecuencia
Los barridos de frecuencia se realizaron en un intervalo de 0.1 a 100 rad/s a
deformacion constante y 25 °C, para determinar el comportamiento viscoelastico de los

sistemas preparados.

c) Barrido de temperatura

Los barridos de temperatura se realizaron a una frecuencia de 6.28 rad/s, a la
deformacion determinada en los barridos de deformacién y en intervalos de temperatura
de 25 a 85 °C (calentamiento) y de 85 a 25 °C (enfriamiento) para determinar la

temperatura de transicion gel-sol y sol—-gel, respectivamente.

d) Barridos de temperatura a diferentes frecuencias

Solo se examino el gel con 1% de gelana 'y 10 mM de NaCl. Se realizaron barridos de
temperatura de 25 a 85 °C y de 85 a 25 °C a frecuencias de 0.628, 6.28 y 62.8 rad/s
para determinar si las temperaturas de transicion dependen de la frecuencia y por lo

tanto del tiempo.



e) Barridos de frecuencia a diferentes temperaturas (método de la tangente
critica)

Estas pruebas se realizaron para comparar con el método del cruce de G’y G” en los
barridos de temperatura a una frecuencia constante. Se realizaron barridos de
frecuencia en un intervalo de 0.1 a 100 rad/s a diferentes temperaturas, las cuales
fueron propias de cada gel y de cada temperatura de transicion determinada mediante
la interseccion de los médulos G’ y G” en los barridos de temperatura. Esto significa
que se realizaron diferentes barridos de frecuencia a diferentes temperaturas, por
debajo y por arriba de la temperatura de transicion encontrada mediante el cruce de los
modulos de almacenamiento y pérdida. Una vez concluidos estos barridos se
obtuvieron varias temperaturas para una misma frecuencia mismas que se graficaron
con sus respectivos valores de tan 6y se determiné la temperatura de transicion como
el punto de interseccion de todas las rectas que resultan a graficar la tan & vs la

temperatura.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Temperaturas de transicion a partir de los barridos de temperatura

Mediante los barridos de temperatura en calentamiento y enfriamiento se determinaron
las temperaturas de transicion gel-sol y sol-gel, respectivamente. Para ello se localiz6 el
punto en el cual G’ = G”, es decir, tan 6 = 1. Cabe mencionar que la transicion no ocurre
a una temperatura, sino sobre un intervalo de temperaturas. Sin embargo, para fines
practicos se toma en el punto de congruencia de los médulos dinamicos.

La Figura 13a muestra el barrido de temperatura de un gel con 0.08% p/p de GHA sin
adicién de iones. Durante el calentamiento el cruce de G’ con G” ocurrié a una mayor
temperatura que el cruce de estos mismos médulos durante el enfriamiento, es decir, la
temperatura de fusion (Tm) y gelificacion (Ty) del gel formado no fueron iguales. A esta
diferencia de temperaturas de fusion y gelificacién se le conoce como histéresis térmica.
La Figura 13b corresponde al espectro de un gel con 0.08% p/p de gelana y 50 mM de
NaCl. Los modulos de almacenamiento (G’) y de pérdida (G”) se cruzaron a diferentes
temperaturas durante el calentamiento y el enfriamiento. Sin embargo, la histéresis
térmica disminuyé6 de manera significativa al agregar los iones. La Figura 13c
corresponde a un gel con 1% de gelana sin iones adicionados. Al compararlo con el de
0.08% p/p de gelana (Figura 13a) se observa claramente como el aumento de
concentracion de polisacarido resultd en una disminucién considerable de la histéresis
térmica y ambas temperaturas fueron muy cercanas. El Cuadro 2 muestra las
temperaturas de fusion y gelificacién de los geles con diferentes concentraciones de
gelana y de NaCl, determinadas mediante el cruce de los mdédulos dinamicos, asi como

la histéresis térmica expresada por la diferencia AT = T, — Tg. Globalmente, la adicion



de iones y el aumento de la concentracion de gelana redujeron la histéresis térmica. Sin

embargo, el efecto fue diferente para una combinacion dada.
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Figura 13. Determinacion de las temperaturas de transicion a partir de barridos de temperatura
de diferentes combinaciones gelana + NaCl. a) 0.08% sin NaCl, b) 0.08% + 50 mM y c) 1% sin
NacCl.



Cuadro 2. Temperaturas promedio (°C) de transicion en los barridos de temperatura.

GHA 0.08%

NaCl (mM) 0 1 5 10 50 100
Tm(°C) | 624+0.092 | 66.3+0.212 | 68.8+0.390 | 72.0+0.390 | 78.6 +0.270 | 80.3 +0.141
Tg(°C) |36.4+0.771 | 55.7+0.198 | 64.9+1.80 | 69.2+0537 | 77.5+1.20 | 79.8+1.03
AT (°C) 26.0 10.6 3.90 2.80 1.10 0.50

Gelana HA 0.09%
Tm (°C) ]61.3+0.184 | 66.0+1.68 | 69.9+0.785 | 71.9+1.10 | 78.8+0.184 | 81.4 +0.530
Tq(°C) 37.6+£3.32 | 55.4+4.09 | 67.8+0.841 | 69.0+0.311 | 78.2+0.290 | 80.7 +0.184
AT (°C) 23.7 10.6 2.10 2.90 0.60 0.70
GHA 0.1%
Tm(°C) | 62.8+0.311 | 65.6 £0.573 | 69.4+0.537 | 72.1+0.550 |79.3+0.0354 | 81.1 + 0.460
Tq(°C) |51.1+0.0919| 57.2+0.983 | 66.5+0.933 | 68.9+0.453 | 79.3+0.205 | 82.4 +2.27
AT( °C) 11.7 8.40 2.90 3.20 0.00 -1.30
GHA 0.25%
Tm(°C) | 67.0+£0.509 | 68.3+0.248 |71.3+0.0495| 75.1+0.276 | 80.2 +0.431 | 83.7 +0.438
Tq(°C) |63.0+0.424 | 67.3+4.05 | 68.7+0.219 | 73.9+0.198 | 79.3+0.474 | 83.4+£0.474
AT (°C) 4.00 1.00 2.60 1.20 0.90 0.30
GHA 0.5%
Tm(°C) 741+1.48 |72.2+0.0778| 73.9+0.141 | 76.5+0.0778| 81.4 +0.140 | 83.6 +0.214
Tq (°C) 72.7+157 | 709+0.325 | 72.8+0.431 | 75.4+0.113 |80.8 +0.0153 | 83.6 £ 0.258
AT (°C) 1.40 1.30 1.10 1.10 0.60 0.00
GHA 0.75%
Tm(°C) |7454+0.0849| 75.1+157 | 76.0+0.926 | 77.0+0.453 | 825+ 152 | 84.1+0.255
Tg(°C) [739+0.424 |739+0.990 | 74.9+0.566 | 75.8+0.099 | 81.3 +0.403 |83.3 +0.0566
AT (°C) 0.60 1.20 1.10 1.20 1.20 0.80
GHA 1%
Tm(°C) | 76.1+£0537 | 76.5+0502 | 78.1+1.19 |78.6+0.0707|81.2+0.0141|83.9 + 0.0424
Tq(°C) | 75.440.926 | 75.7+0.205 | 77.2+0.849 | 77.9+0.240 | 81.0 + 0.0354 | 83.8 + 0.255
AT (°C) 0.70 0.80 0.90 0.70 0.20 0.10

Por ejemplo, en ausencia de NaCl la histéresis térmica disminuy6é notablemente con el
aumento de la concentracion de gelana. Tal disminucion no fue proporcional al
incremento de la concentraciébn de polisacarido, sino que se aproximé a una
dependencia del tipo AT= bC" con b = 0.52 y n = -1.50 (r = 0.9887). El valor del
exponente n se aproximo a cero con el aumento de la concentracion de NaCl de modo

que para 100 mM, la histéresis térmica fue menor de 1 °C para todas las



concentraciones de gelana, es decir, practicamente independiente de la concentracion
de polisacarido. Por otro lado, para una concentracion dada de gelana, el aumento de la
concentracion de NaCl resultd en una disminucion de la histéresis térmica. La
dependencia fue del mismo tipo que para la concentracion de polisacarido y se hizo
practicamente inexistente para concentraciones de gelana de 0.75 y 1%.
Adicionalmente, la adicion de iones y el aumento de concentracion de gelana, aun sin
adicion de iones, redujeron la dispersion de ambos moédulos por arriba de la transicion.

El aumento de la concentracion de gelana y la adicion de iones, aumentan tanto la
temperatura de fusion como la de gelificacion. El aumento de T, y Ty puede ser
explicado por el hecho de que al aumentar la concentracion de polimero, aumentan las
interacciones entre dobles hélices y en presencia de iones monovalentes aumentan las
interacciones doble hélice-Na*-H,O-Na'-doble hélice incrementandose asi las
asociacion entre dobles hélices lo que hace que el gel formado tenga mayor estabilidad

térmica y en consecuencia las temperaturas de fusion y gelificacion aumenten.

4.2 Temperaturas de transicion a partir de los barridos de temperatura a
diferentes frecuencias

Una vez obtenidas las temperaturas de transicion para todos los geles, se selecciono
aquél que mostré un claro cruce de G’y G”; 1% de GHA + 100 mM NacCl (Fig. 14). Este
gel fue sometido a barridos de temperatura a frecuencias de 0.628, 6.28 y 62.8 rad/s,
para determinar si las temperaturas de transiciéon dependen de la frecuencia y por ende
del tiempo. Puesto que las temperaturas de gelificacion y fusion son propiedades
intrinsecas del material, no pueden depender de la frecuencia en los experimentos

dinamicos.



En el Cuadro 3 se muestran las temperaturas de transicion obtenidas. Las temperaturas
de fusion y gelificacion fueron muy cercanas, lo cual muestra que en los geles
examinados ambas temperaturas no dependen de la frecuencia y por lo tanto la

transicion no esta afectada por el tiempo.
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Figura 14. Barrido de temperatura a diferentes frecuencias (rad/s): a) 0.628, b) 6.28 y ¢) 62.8



Cuadro 3. Temperaturas de transicion en barridos de temperatura a diferentes frecuencias.

Frecuencia (rad/s) | Tm (°C) | T4 (°C)

0.628 76.0 76.6
6.28 76.5 76.2
62.8 77.3 78.4

4. 3 Temperaturas de transicion por el método de la tan § critica

Dentro de la zona de viscoelasticidad lineal, se realizaron barridos de frecuencia a
temperaturas superiores e inferiores de las de fusion y gelificacion determinadas
mediante los barridos de temperatura. En la Figura 15 se muestran los espectros
dinamicos obtenidos cerca de la temperatura de fusién, T, de un gel con 0.1% de
gelana y 100 mM de NacCl.
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Figura 15. Espectros mecanicos a diferentes temperaturas para la determinacion del
angulo de fase critico. La deformacion fue 40% para 65 °C y 50% para 71y 73 °C



A temperaturas menores que la temperatura de fusidon se observa un comportamiento
de gel, es decir G’ > G” con un “plateau” elastico caracteristico para G'. Cerca de la
temperatura de transicibn ambos modulos tienen valores similares y por arriba de la
temperatura de fusiébn el modulo de pérdida fue mayor que el médulo de
almacenamiento. La Figura 16 muestra la grafica resultante del analisis de los datos
mostrados en la Figura 15. La tangente del angulo de desfase critico es para el gel
mostrado el punto de convergencia de las curvas con diferente frecuencia. En dicho
punto la tangente del angulo de desfase es independiente de la frecuencia y por lo tanto

corresponde a la temperatura de fusion, la cual es aproximadamente 69.6 °C.

20 T T T T T T T T

18 | B
—— 1.00 rad/s
—— 1.26 rad/s

L6r 1.59 rad/s )
2.00 rad/s

14k —— 2.51rad/s i
—— 3.16rad/s
3.98 rad/s

1.2 + 5.01 rad/s i
—— 6.31rad/s
w0 —— 7.94 rad/s

% 1.0 | —— 10.00 rad/s g
= —— 12.59 rad/s

08 B

06 _< .

04 r B

0.2 F —

00 ! 1 ! 1 ! v 1 ! 1
64 66 68 70 72 74

Temperatura (°C)

Figura 16. Angulo de desfase critico y temperatura de transicion gel-sol de gelana
0.1% con 10 mM NacCl



Vale la pena hacer notar que el angulo de desfase critico ocurre para tan 6 = 0.62 y no
para tan & = 1.0 como predice la teoria. Esta diferencia se debe a la dispersion de los
modulos con la frecuencia. EI Cuadro 4 muestra las temperaturas de transicion de los
diferentes geles determinadas por este procedimiento. Cabe mencionar que con este
método solo se examind el efecto de una concentracién de iones (10 mM), es decir, se
examinaron concentraciones de gelana de alto acilo de 0.08, 0.1, 0.5, 0.75 y 1% sin
iones y estas mismas concentraciones con 10 mM de NacCl.

Cuadro 4. Temperaturas de transicién a partir de barridos de frecuencia.

GHA 0.08% GHA 0.5%

NaCl (mM) 0 10 NaCl (mM) 0 10

Tm(°C) |56.6+3.89 | 69.3+0.198 | Tm(°C) | 68.1+3.35 | 72.5+0.361

Tgy (°C) 49.3+3.31 | 66.6+1.02 Tg (°C) 68.7 +£3.80 | 72.2+0.106

AT (°C) 7.30 2.7 AT (°C) -0.60 0.30

GHA 0.1% GHA 0.75%

Tm(°C) | 56.7+1.34[69.0+0.750 | Tm(°C) | 68.3+0.450 | 75.0+ 3.09

Ty (°C) |50.7 £0.665[68.0 £0.0566| Tq4(°C) 68.1£0.976 | 77.9£0.516

AT (°C) 6.00 1.00 AT (°C) 0.20 -2.90

GHA 0.25% GHA 1.0%

Tm (°C) 65.5+2.40 |70.6 £0.0212| Ty (°C) 754+149 | 77.0+£0.177

Ty (°C) | 63.9+3.06 | 69.8+0.912 | T,(°C) | 75.7+0.0919 |75.1+0.0919

AT (°C) 1.60 0.80 AT (°C) -0.30 1.90




También con este método, las temperaturas de fusién y de gelificacion aumentaron al
aumentar la concentracién de gelana y de contraiones. La histéresis térmica fue mayor
para bajas concentraciones de gelana y fue practicamente nula para altas
concentraciones de polisacérido y de contraiones.

En el Cuadro 5 se comparan las temperaturas de transicion determinadas a partir de los

barridos de frecuencia (BF) por el método de la tangente de delta critica con las

obtenidas con el cruzamiento de G’ y G” en los barridos de temperatura (BT).

Cuadro 5. Temperaturas de fusion y gelificacion determinadas por los
métodos de cruzamiento de los modulos dinamicos en barrios de
temperatura (BT) y angulos de fase critica (FS).

0 mM NaCl \ 10 mM NaCl
GHA 0.08%
Método BT BF AT (°C) BT BF AT (°C)
Tm(°C) | 62440092 | 56.6+3.89 | 580 | 720+0.390 | 69.3+0.198 | 2.70
Te(°C) | 3640771 | 493+331 | -129 | 69.2+0537 | 66.6+1.02 | 260
GHA 0.1%
Tm(°C) | 62.8+0311 | 567+134 | 6.10 | 721+0550 | 69.0+0.750 | 3.0
To(°C) | 51.1+0.0919 | 50.7+0.665 | 040 | 68.9+0.453 | 68.0+0.0566 | 0.90
GHA 0.25%
Tm(°C) | 67.040509 | 655+240 | 150 | 751+0.276 | 70.6+0.0212 | 450
T(°C) | 63040424 | 63.9+306 | -1.00 | 73.9+0.198 | 69.8+0.912 | 4.10
GHA 0.5%
Tm(°C) | 7414148 | 68.1+335 | 590 |765+00778 | 72.5+0.361 | 4.00
To(°C) | 7274157 | 68.7+3.80 | 400 | 754+0.113 | 722+0.106 | 3.20
GHA 0.75%
Tm(°C) | 745+0.0849 | 68.3+0.450 | 6.20 | 77.0+0453 | 75.0+3.09 | 250
T(°C) | 73940424 | 68140976 | 580 | 758+0.099 | 77.9+0516 | -2.10
GHA 1%
Tm(°C) | 76140537 | 754+149 | 080 |786+0.0707 | 77.0+0.177 | 160
Te(°C) | 75440926 | 757+0.0919 | -0.30 | 77.9+0.240 | 75.1+0.0919 | 2.80

Con excepcién de algunos casos, las temperaturas de transicién determinadas por el
método BT fueron superiores a las del método BF para todas las concentraciones de
gelana con y sin adicion de NaCl. Los casos de excepcion corresponden a los valores

negativos de AT mostrados en el Cuadro 5. La mayor diferencia observada fue



aproximadamente 6 °C y ocurrid para las concentraciones que presentaron mayor
histéresis térmica. EI método de la tangente de delta critica es méas preciso que los
barridos de temperatura ya que en el primero se toman en cuenta varias frecuencias,
mientras que en el cruzamiento de G’y G” solo una. No obstante este ultimo método es

mas rapido, sencillo y proporciona un valor aproximado de la temperatura de transicion.

4.4 Diagrama de transicion sol-gel

La Figura 17 muestra la variacion del logaritmo de la concentracion ionica total,
concentracion de gelana mas concentracion total de iones sodio, que incluye la ya
presente mas la agregada, contra el inverso de las temperaturas absolutas de fusion y
de gelificacion determinadas por los métodos BT y BF. La tendencia de los datos

obtenidos por ambos métodos es la misma.
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Figura 17. Diagrama de transicion sol-gel. Las lineas muestran la tendencia de los datos.



A concentraciones bajas, aproximadamente menores de 4.6 meg/L, se observa el
fendmeno de histéresis térmica lo cual explica que la gelificacion de GHA ocurre en dos
pasos; primero, las cadenas simples aleatorias de gelana pasan a ser dobles hélices,
seguido de la transicion sol-gel, debido a la agregacion de las dobles hélices, mediada
por interacciones iénicas (doble hélice-Na*-H,O-Na'-doble hélice), para formar una red
tridimensional. Conforme se va aumentando la concentracion tanto de polimero como
de iones el fendbmeno va siendo cada vez menor hasta llegar a un punto (4.6 meq/L
aproximadamente) en el que es minimo o casi nulo. Esto se debe a que a altas
concentraciones solamente tiene lugar la transicion de hebra aleatoria a doble hélice sin
que se llegue a presentar la agregacion de las dobles hélices mediada por iones y este
es el motivo por el cual la misma temperatura de fusion y gelificacion es observada.

El fendbmeno de histéresis térmica se ve disminuido y en ciertos casos eliminado ya que
las dobles hélices formadas no se agregan para formar una red tridimensional debido a
que los grupos acetato situados en la periferia de las dobles hélices impiden la
compactacion y agregacion de las dobles hélices. Por otro lado a altas concentraciones
de gelana, sin adicion de iones, las moléculas de polimero se encuentran muy cerca
unas con otras, lo que favorece las interacciones de las cadenas aleatorias, la
formacion y el entrecruzamiento de las dobles hélices, sin implicar zonas de union
mediadas por iones. En cuanto a los iones, al aumentar la concentracion éstos en
disolucién, comienza a haber un exceso de contraiones lo que ocasiona que en los
grupos carboxilo del residuo glucurénico comiencen a presentar repulsion electrostatica

y las dobles hélices se repelan unas a otras impidiendo su agregacion.



4.5 Variacion de los médulos dindmicos con la frecuencia

En la Figura 18 se muestran los espectros dinamicos para diferentes concentraciones
de gelana y iones. El gel con la concentracion mas baja de polisacéarido, 0.08% p/p, sin
adicion de iones (Figura 18a) aun cuando no tenia un aspecto fisico solido, mostré un
comportamiento caracteristico de gel con G’ mayor a G”, con moderada dependencia
de ambos modulos con la frecuencia, lo que lo caracteriza como gel débil. En los geles
con mayor concentracion tanto de iones como de GHA (Figuras 18b a 18f), G’ continud
siendo superior a G” pero la diferencia entre ellos fue cada vez mayor y su dependencia
con la frecuencia cada vez menor. Esto demuestra que la fuerza del gel aumenté
conforme aumento la concentracion de GHA y de iones.

En la Figura 19 se muestra la ubicacion de los sistemas estudiados, sin iones, dentro
del diagrama de transicion sol-gel. Todos estos sistemas se encuentran dentro de la
region gel; el sistema de concentracion mas baja se localiza cerca de la transicion pero
aun dentro de la region gel lo que confirma el comportamiento mostrado en los barridos
de frecuencia, es decir, que todos los sistemas examinados a temperatura ambiente
mostraron comportamiento de gel. Al adicionar iones los sistemas se localizan cada vez

mas lejos de la transicion como se ilustra en la Figura 20.
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CONCLUSIONES

La gelana de alto acilo puede formar geles a concentraciones tan bajas como 0.08% p/p
con espectros mecdanicos caracteristicos de gel débil.

Tanto el método de cruce de los mdédulos G’ y G” durante los barridos de temperatura
como el método de tangente critica de delta mostraron ser Utiles para la determinacion
de la temperatura de transicion sol-gel de disoluciones de gelana de alto acilo.

Todas las formulaciones estudiadas formaron geles termoreversibles. Al aumentar la
concentracion de polisacarido aumentd la temperatura, tanto de fusion como de
gelificacion ya que este aumento en la concentracion de gelana favorecié las
interacciones entre las cadenas de polisacarido fomentando la formacion de las dobles
hélices y su entrecruzamiento. Al haber mas uniones, tanto el punto de fusion como de
gelificacion aumentaron. La adicion de iones tiene el mismo efecto, hasta cierto punto
en el que los grupos carboxilo, puntos de union del Na*, son completamente saturados
y la adicion de iones produce un exceso de los mismos provocando que las dobles
hélices se repelan.

Se logré la construccion de un diagrama de transicion en el cual se observa que a
concentraciones bajas, aproximadamente menores de 4.6 meg/L la histéresis térmica
esta presente, esto se debe a que a esas concentraciones la gelificacion de GHA se da
en dos pasos, de cadenas aleatorias a dobles hélices y de dobles hélices a red
tridimensional. Por encima de ese punto (4.6 meg/L) la histéresis térmica ya no es
observable, esto debido a que al aumentar la concentracion de gelana, los grupos
acetato situados en la periferia de las dobles hélices aumentan e impiden su
compactacion, ademas, las altas concentraciones de iones provocan repulsion entre las

dobles hélices impidiendo la agregacion, mediada por iones, provocando que solo la



transicion hebra aleatoria-doble hélice tenga lugar. Con el diagrama de transicion
construido se puede identificar facilmente el comportamiento, ya sea de disolucion

macromolecular, gel débil o gel que tendran distintas disoluciones de gelana HA, con y

sin adicién de iones a diferentes temperaturas.
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