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RESUMEN

La naturaleza multicomponente de los alimentos y sus propiedades
funcionales han propiciado el desarrollo y estudio de los componentes en
forma individual e interactuando con su entorno. En la antiguedad, la
seleccion del mejor polisacarido para alguna aplicacion en especifico
dependia casi exclusivamente de la experiencia de quien la aplicaba. Sin
embargo, actualmente, el conocimiento a nivel molecular de la quimica y
de las propiedades funcionales de los polisacaridos permite una mejor
seleccion del biopolimero mas apropiado de acuerdo a las necesidades

especificas de la industria.

En este estudio se hace un analisis de la respuesta reolégica de muestras
comerciales de pectina citrica en funcion de las condiciones impuestas al
medio acuoso (pH, CaCl, y temperatura), asi como en funcién del grado
de esterificaciéon y grado de polimerizacién de las cadenas de polisacarido.
La forma en que cada uno de ellos contribuye tanto a la textura como a la
temperatura de gelificacion depende de los valores de todos los

parametros del sistema.

Asi pues, los resultados obtenidos muestran que el pH tiene un efecto en
las propiedades viscosas y elasticas de las soluciones, sin embargo, pese a
lo reportado en la bibliografia, la adicion de CaCl, produce un aumento en
la consistencia de las muestras de pectina de alto metoxilo y éste efecto
es mucho mas fuerte que el producido por efecto del pH. El pH en el cual
se obtiene una mayor viscosidad es 3.40 (k=0.1130 Pa-s", n=0.8921) y
la concentracion de CaCl, que produce la maxima viscosidad y un mayor
indice de adelgazamiento a la cizalla (pseudoplasticidad) es 35mM
(K=0.9879 Pa-s", n=0.5941). Por otro lado, la energia de activacion se
ve afectada por efecto de la adicion de CaCl, obteniéndose la mayor

energia de activacion con una concentracion 50mM de CaCl, 34.8498



kJ/Z/kg-mol y 24.5872 kJ/kg-mol con CaCl, 35mM. Adicionalmente, la
concentracion optima de CaCl, para formar geles de pectina citrica de

bajo metoxilo mas fuertes y resistentes es 35mM.

Ademas, los resultados de espectrometria de masas muestran las cadenas
de pectina estan en el intervalo de 4.8 a 6.0 kDa. de peso molecular, lo
cual demuestra que las pectinas citricas comerciales son muy
polidispersas en su grado de polimerizacion ademas de ser cadenas muy
cortas. Finalmente las muestras con mayor contenido de grupos metil-
éster son mas viscosas y muestran un comportamiento de adelgazamiento

a la cizalla méas marcado que las pectinas de bajo metoxilo.



INTRODUCCION

Las macromoléculas responsables de las propiedades mecénicas, reoldgicas y
fisico-quimicas de los sistemas alimenticios son las proteinas y los
polisacaridos. La capacidad que tienen estas macromoléculas para realizar

funciones estructurales se conoce como propiedad funcional.

Durante algunos afios tanto las proteinas como los polisacaridos han sido
empleados para desarrollar o modificar la textura de los alimentos. En la
antigiedad, la seleccion del mejor polisacarido para alguna aplicacion en
especifico dependia casi exclusivamente de la experiencia de quien la
aplicaba. Sin embargo, actualmente, el conocimiento a nivel molecular de la
quimica y de las propiedades funcionales de los polisacaridos permite una
mejor seleccién del biopolimero mas apropiado de acuerdo a las necesidades
especificas de la industria. Aunque mas de un polisacarido puede satisfacer
una propiedad funcional que requiera algun producto, los aspectos
economicos de la formulacion y/o el mejoramiento de nuevas propiedades

funcionales tendran gran influencia en la decision final (Medina et al. 2000).

El nombre de “Pectina” proviene del griego “nnytol" que significa coagularse
o solidificar. Es un polisacarido compuesto en su mayoria por acido D-
galacturénico, presente en los tejidos de los vegetales y que se emplea
desde hace siglos para la gelificaciéon, por ejemplo en mermeladas. La
caracterizaciéon quimica de las pectinas es un factor crucial para su correcta
aplicacion en el ambito industrial, incluye determinacion del grado de
metilacion, peso molecular, proporcion de azucares neutros y grado de

acetilacion.



Cuando se utiliza pectina para la preparacion de un gel, usualmente uno
desea controlar la textura del gel y la temperatura de gelificacion. El estudio
de los polisacaridos y en especial de las pectinas abarca el andlisis de los
efectos que son producidos principalmente por: (a) propiedades moleculares
de la pectina, por ejemplo el grado de metil esterificacion y grado de
amidacion y (b) composicion y condiciones del sistema, por ejemplo pH,
actividad acuosa (azucares), presencia de sales, temperatura Yy

concentracion de pectina.

Se debe enfatizar que estos efectos son interdependientes, de modo que la
forma en que cada uno de ellos contribuye tanto a la textura como a la
temperatura de gelificacion depende en conjunto de los valores de todos los
parametros en el sistema. Actualmente la produccion de mermeladas
comerciales consume la mayor parte de toda la produccion de pectina, pero
estdn ganando importancia otras aplicaciones como la estabilizaciéon de

productos de leche acidificada.

Con base a lo anterior, en este trabajo se estudi6 la relacion de las
propiedades reoldgicas de las soluciones de pectina con las propiedades
moleculares como el grado de esterificacion y grado de polimerizacion de un
lote de pectina comercial citrica, asi como el efecto de la modificaciéon del pH,
la adicién de CaCl, y el efecto de la temperatura a fin de buscar una ventana

de aplicacién méas amplia en la industria alimentaria.

El presente trabajo se ha dividido en 3 capitulos. En el primer capitulo se
hace una breve descripcion del estudio, se pone en contexto el presente

trabajo.

En el primer capitulo se ha hecho una compilacion bibliografica de:

informacidén general del tema, abarcando las bases para el entendimiento del



estudio de las soluciones de hidrocoloides, en donde se da una explicacion
del tipo y origen de algunos hidrocoloides importantes en la industria
alimentaria; las pectinas, en donde se presenta basta informacion acerca de
este polisacarido empleado como hidrocoloide de gran aplicacion como
aditivo en la industria alimentaria, tal como la reactividad a sales, pH, asi
como otros aspectos fisicos y quimicos; los tipos de comportamientos de
flujo que se pueden observar en un estudio reoldgico; finalmente las bases
tedricas para el empleo de las técnicas de espectrometria de masas y
cromatografia gas-liquido (CG). En el segundo capitulo se menciona el disefio
experimental que se siguid y se enuncia la metodologia que se llevo a cabo
para la preparacion de las muestras para cada uno de los estudios realizados
en este trabajo. En el tercer capitulo se muestran los resultados obtenidos en
las pruebas reoldgicas de cizalla simple y oscilatoria para cada efecto
estudiado en soluciones de pectina citrica comercial de alto metoxilo tipo T-
7010, asi como los resultados de compresion uniaxial de geles de pectina de
bajo metoxilo tipo T-7210 en funcidon de la concentracion de CaCl,, y
finalmente se muestran los resultados del andlisis de espectrometria de

masas y cromatografia de gases de los tres lotes de pectina citrica comercial.

Los resultados obtenidos se discuten con la informacidon encontrada en
articulos acerca de pectinas y otros hidrocoloides similares tales como la

goma de mucilago.

Finalmente se enlistan las conclusiones y sugerencias de este trabajo de
tesis. Asi como para mejorar los resultados obtenidos y se propone una
técnica alterna para el analisis del grado de esterificacion de las pectinas que

podria reducir el tiempo de andlisis y el costo en reactivos.






Objetivo General:

e Conocer cualitativa y cuantitativamente la respuesta mecanica de
las soluciones de muestras de pectina comercial para su aplicacion
como aditivo en formulaciones alimenticias, en funcién de las

condiciones impuestas en el medio acuoso.

Objetivos particulares:

o Conocer las caracteristicas quimicas, peso molecular y grado de
metilacién, de los lotes de pectina comercial empleados en este

estudio

o Estudiar el efecto del grado de esterificacion de la pectina citrica en
el comportamiento reolégico en curvas de cizalla simple vy

oscilatoria

o Estudiar el efecto de los diferentes factores como son: la
concentracién de pectina, pH, concentraciéon de CaCl,, y el efecto

de la temperatura en las curvas de cizalla simple y oscilatoria

o Estudiar el efecto de la adicibn de CaCl, sobre la energia de
activacion de las muestras de pectina comercial de alto metoxilo T-
7010

o Estudiar el efecto de la concentracion de CaCl, en las propiedades
mecanicas de geles de pectina de bajo metoxilo T-7210 en pruebas

de compresion uniaxial






1. GENERALIDADES

1.1 HIDROCOLOIDES

El término hidrocoloide ha sido aplicado durante décadas para designar a un
conjunto de sustancias con propiedades comunes, tales como: capacidad de
retencion de agua, de formar geles, o incrementar la viscosidad, de
estabilizar suspensiones, entre otras. En términos préacticos Whistler et al.
(1993) los han definido como “moléculas hidrofébicas o hidrofilicas de alto
peso molecular, usualmente con propiedades coloidales, que en presencia de
un disolvente adecuado producen geles o soluciones muy viscosas a

concentraciones bajas del hidrocoloide”.

Dos de las principales propiedades de los hidrocoloides de mayor interés en
la industria de los alimentos son la capacidad de incrementar la viscosidad en
el sistema y de formar geles. La primera propiedad la manifiestan todos los
hidrocoloides en menor o mayor grado, pero la segunda soOlo algunos. Los
hidrocoloides que forman geles manifiestan diferentes mecanismos de
formaciéon de gel que dependen, entre otras cosas, de su estructura
molecular, de la conformacién que adoptan sus moléculas en solucién y de
las caracteristicas fisico-quimicas del medio en que se encuentran. Por esto
la gelificacion de cada hidrocoloide involucra condiciones especificas de
fuerza idnica, temperatura de transicion sol-gel, pH y concentracion
principalmente y, la combinacion de estas condiciones genera una amplisima
gama de propiedades reoldgicas en los geles y soluciones formadas a partir

de ellos.

Los hidrocoloides de uso en la industria alimentaria, quimicamente se pueden

clasificar en dos grupos: proteinas y polisacaridos, estos ultimos con mayor



aplicacién por su gran disponibilidad y bajo costo. Generalmente en el &mbito
industrial el término “goma” se usa comunmente para designar a los
hidrocoloides pertenecientes al grupo de los polisacaridos, estas gomas
usualmente son macromoléculas solubles en agua cuyas propiedades fisicas
son el resultado de la conformacion molecular que adoptan en el sistema en
el cual estan presentes, por lo tanto se han seleccionado hidrocoloides o
gomas para fines especificos de acuerdo a las propiedades funcionales que
éstos presentan. En la mayoria de los casos se usan para impartir estabilidad
durante el transporte y almacenamiento, para mejorar las propiedades
funcionales de los alimentos procesados o para impartir nuevo atributos de
textura. De esta forma se aprovecha la ventaja que presentan los
hidrocoloides de no alterar ni el aroma ni el sabor de los alimentos, ademas
de no contribuir al aporte nutricional y de requerirse s6lo en pequeias

concentraciones del hidrocoloide para lograr el efecto deseado.

Las propiedades mecanicas de un gel son el resultado de un complejo
equilibrio que se establece entre las fuerzas de atraccion y repulsion que se
desarrollan desde la disolucién del polimero hasta completar su proceso de
formacion de gel. Los agentes formadores de geles son aditivos alimentarios
de naturaleza macromolecular y capaces de formar geles a concentraciones
bajas. El proceso de formaciéon de gel de estos aditivos consiste en una
asociacion molecular que da lugar a una red tridimensional de considerable
estabilidad mecanica, en cuya estructura queda atrapada la fase liquida en la
que se desarrolla el proceso. Donde los mecanismos de formacion de estas
redes dependen de la naturaleza quimica de las macromoléculas, que
determinan su conformacion, su flexibilidad, del tipo y niumero de puntos de
entrecruzamiento y de la interaccion de las mismas con el disolvente.
Aunqgue el tipo de hidrocoloide y su concentracion definen, en cierto modo, el
comportamiento mecéanico, existen ademas otros factores que condicionan su

composicion quimica y, por ende, sus propiedades mecanicas, como por



ejemplo: la variedad botanica de la que provengan, el grado de madurez
alcanzado por la materia prima, el clima y condiciones del medio en el que se

cultivé la misma y, muy especialmente, del método de extracciéon utilizado.

La importancia que ha adquirido el desarrollo de nuevos productos en la
industria alimentaria ha impulsado el perfeccionamiento de las técnicas para
su purificacion y modificacion quimica, asi como la composicion de los
sistemas alimenticios, con el fin de ampliar la gama de posibles aplicaciones

como modificadores de textura.

Los polisacaridos solubles en agua presentan importantes aplicaciones
industriales (por ejemplo: como emulsificantes, agentes formadores de
geles, floculantes, espesantes, formadores de pelicula, etc), debido sobre
todo a sus propiedades reoldgicas, inherente a cada uno de ellos o0 a una
combinacion con otros polisacaridos. De esta manera, los hidrocoloides son
moléculas de alto peso molecular que en presencia del disolvente adecuado
producen geles o soluciones muy viscosas a concentraciones muy bajas.

Estos se dividen en dos grupos principalmente: proteinas y polisacéaridos.

Los polisacaridos mas comunes se obtienen de diferentes fuentes
(Glicksman, M., 1982, Lépez Munguia, et al. 1993)
1. Naturales.
a. Exudados de arbustos o arboles (caracter anionico), por ejemplo:
acacia, tragacanto, baraya, ghatti.
b. Extractos de semillas (caracter no iénico), por ejemplo:
algarrobo, goma guar, psyllium, tamarindo.
c. Extractos de algas marinas (caracter anionico), por ejemplo:
agar, alginatos, carrageninas, furcelaranas.
d. Derivados de cereales, por ejemplo: almidones nativos Yy

modificados.



e. Derivados de frutas y vegetales, por ejemplo: pectina,

arabinogalactana, inulinas (alcachofas)
De origen animal y microbiano

f. Derivados de extractos animales, por ejemplo: grenetinas,
albiminas, caseinatos, quitina (conchas y caparazones de
crustaceos e insectos)

g. Derivados de origen microbiano (biosintesis), por ejemplo:
dextranas, xantana, gelana.

2. Sintéticas
a. Derivados de celulosa, por ejemplo: carboximetil celulosa, metil

celulosa, hidroximetil celulosa, celulosa microcristalina, etc.

1.2. PECTINAS

1.2.1 GENERALIDADES

“Pectina” es un término general utilizado para sustancias polisacaridas
presentes en las paredes celulares de los tejidos vegetales que actuan como
material cemento intercelular. Estas se encuentran entre los componentes de
la pared celular de algunas cactaceas y frutos en concentracion de 5% a
30% en base seca (Villarreal et al. 1963) y su habilidad para mantener las
propiedades funcionales (turgencia) determina su crecimiento (Jarvis, 1984).
La funcibn de la pectina en frutas y vegetales esta relacionada
principalmente con la retencion de la forma y firmeza de la planta. Pese a su
amplia incidencia, solamente se utilizan unas cuantas fuentes de este
material para producir pectina comercial como un aditivo para su uso en
alimentos. Las pectinas de citricos y manzanas son esencialmente
equivalentes en su aplicacion y el contenido de pectina de la cascara de
citricos es del 20-30% en base seca. Entre los citricos, el limon es la fuente

principal, pero también se usan la lima, la naranja y la toronja (Harris,



1990). Una de las razones de esto es que muchos de los materiales pécticos
presentes en la naturaleza no necesariamente tienen las propiedades
funcionales, especialmente la habilidad de formar geles. Ademas existen
grandes cantidades de céascara de citricos disponible en base mundial,
aunque la calidad puede variar considerablemente, por lo que existe gran
competencia para obtener la cascara con pectina de la mejor calidad. Otros
sub-productos de la industria alimentaria que contienen cantidades
significativas de pectina incluyen la pulpa de la cafa de azUcar y las cabezas
de girasol. Existe, sin embargo, un uso potencial para la pectina de la cafa
en que la acetilacion se ha mantenido cuidadosamente. Esto surge del hecho
bien conocido de que la pectina de cafia es mas tensoactiva y produce
espumado durante su extraccion. Ahora se ha demostrado que esta pectina
también tiene buenas propiedades emulsificantes y se puede utilizar para

estabilizar emulsiones aceite-agua.

El termino inespecifico de protopectina frecuentemente se usa para nombrar
las fracciones nativas de pectina en la pared celular que no pueden ser
extraidas con métodos no degradativos. Las pectinas son polisacaridos
polidispersos en su composicidon y su peso molecular, su composicién varia
con la fuente y las condiciones de extraccion, ubicacion y otros factores
ambientales (Chang et al. 1994). Fue aislada por primera vez por Bracannot
en 1825. Actualmente la produccion de pectina es, en principio, un proceso
muy simple que consiste en extraccion, purificacion del extracto y
precipitaciobn. Los materiales pécticos comerciales se diferencian
generalmente en dos clases, con la designaciéon de pectinas a aquellos
materiales que tienen cantidades apreciables de grupos metoxilo, cuyos
grupos carboxilo sin esterificar pueden estar en varias formas salinas; y con
la designacion de acidos pécticos para aquellas sustancias que esencialmente
estan libres de grupos metoxilo. Por lo tanto es posible un extenso rango

dentro del grupo de las pectinas, dependiendo del grado de metilacion (DM).



Durante el siglo pasado, la pectina adquiri6 gran importancia como una
goma industrial. Actualmente, su papel principal continda centrado en su uso
como un componente del clasico gel azlcar-acido-pectina importante para la

produccién de jaleas y mermeladas. (Towle, 1973; Glicksman 1969)

1.2.2 ESTRUCTURA

Industrialmente las pectinas se obtienen de la manzana y de la pulpa de los
citricos y el principal componente de este grupo es un polimero de acido D-
galactopiranosilurénico (D-galacturonano) lineal cuyo grado de
polimerizacion (DP) de las regiones de galactopiranosil in-interrumpido en los
segmentos de homogalacturonano de manzana y de los citricos esta en el

intervalo de 70 a 100 (Thibault et al. 1993), ver Figuras 1.1, 1.2y 1.3.
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Figura 1.1 Acido D-galactopiranosiluronico. Los sustituyentes son R= -OH

(4cido urdnico); -OCHg3; (éster metilico del acido urdnico)



CO,H OH CO,H

HO Y T\ oo —a
OH o
OH 5 OH
O .

OH CO,H OH

Figura 1.2 Estructura general del polimero de acido D-
galactopiranosilurénico (D-galacturonano) lineal con enlace o(1—4)

(representacion de Haworth).
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Figura 1.3 Estructura conformacional de silla del polimero de acido D-

galactopiranosilurénico (D-galacturonano) lineal con enlace a(1—4).

La pectina comercial puede ser referida como una preparacion
homopolimérica de un D-galacturonano, pero quimicamente las pectinas
tienen de 150-500 unidades de acido a-D-galacturénico con enlace (1—4)
(peso molecular 30,000-100,000) y la cadena troncal (principal) también
contiene residuos de L-ramnosa. La frecuencia con que ocurre esto sigue sin
ser establecida, aunque se ha sugerido que las unidades de L-ramnosil se
pueden concentrar en areas ricas en ramnosa “regiones velludas” que se

interponen entre segmentos de galacturonano relativamente largos “regiones



lisas”. Ademas, la cadena troncal estd ramificada con cadenas laterales
compuestas principalmente de p-D-galactopiranosa (1—4) (D-galactano o
polimero de D-galactosa) y a-L- arabinofuranosa (L-arabinano o polimero de
L-arabinosa que consiste en una cadena principal de unidades de a-L-
arabinofuranosil con enlaces (1-5), a la cual estan ligadas unidades sencillas
de a-L-arabinofuranosil con enlaces (1—-3) como cadenas laterales sencillas)
y ocasionalmente también hay cantidades traza de otros azucares como la
xilosa. Todos estos azucares en combinacion pueden sumar hasta el 20% del
grupo, aunque las cantidades de glicanos neutrales en preparaciones
comerciales de pectina usualmente estan en un orden menor debido a su

ruptura durante los pasos de extraccion y desmetilacion.

Otra caracteristica importante de los galacturonanos es la esterificacion con
metanol de los grupos carboxilicos en los residuos de &cido galacturénico y
en ciertas pectinas sus grupos hidroxilo también estan parcialmente
acetilados. De este modo la mayoria de las unidades de acido D-
galactopiranosilurénico estan esterificadas con metanol en varios grados en
la posiciobn C-6 y algunos de los grupos hidroxilo en posicion C-2 y C-3
pueden estar esterificados con acido acético. En algunas pectinas parte de
los grupos metil éster pueden estar reemplazados por grupos amida (-
CONHy), ver Figura 1.4.
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Figura 1.4 Arriba reaccion de amidacion; abajo representacion de Haworth
de la pectina con el grupo carboxilo esterificado con metanol (izq.) y

amidado con amoniaco (der.)

Las pectinas comerciales muestran una distribucion tanto en el peso
molecular y grado de esterificacion y estas distribuciones influencian sus

propiedades y también hacen que la caracterizaciéon sea mas dificil.

1.2.3 GRADO DE ESTERIFICACION EN LAS PECTINAS

El grado de metilacion (DM) se define como el numero de moles de metanol
por cien moles de acido galacturdnico. De este modo es posible un extenso
intervalo dentro del grupo de las pectinas, dependiendo del grado de
metilacion (DM), y es comun clasificar las pectinas de algun modo
arbitrariamente de acuerdo a su contenido de grupos éster. Las pectinas que
tienen un DM de 70 o mayor (70% o mas de grupos carboxilo esterificados)
se clasifican como de gelificacion rapida o alto metoxilo (HM). Aquellas
pectinas con DM de 60-65 se denominan de gelificacion lenta; Las pectinas

con DM menor de 50 caen en la categoria de pectinas de bajo metoxilo (LM)



(Towle 1973), ver Figura 1.5. Las pectinas con menos del 10% de los grupos

carboxilicos metilados se dice que son acido péctico.

Esterificacién %

80
2 Productos lacteos acidos
70 Alto metoxilo  Rapid Set Mermeladas
Siow Set Jaleas, confiteria
Usos especiales
—_-“_"-“__--_H—__--ﬂ-—-
Bajo metoxilo  Baja Productos reducidos en aztcar
40 : Reactividad
Media al calcio
Alta Productos bajos en azicar o de baja
acidez
\V/4 “
10
Productos no-acidos
0 Pectato Juice tining

Figura 1.5 Clasificacion de las pectinas y usos de acuerdo a su grado de

esterificacion con metanol.

El grado de acetilacion (DAc) se define como el porcentaje de residuos de
galactopiranosil esterificados con un grupo acetato. El DAc generalmente es

bajo en pectinas nativas, variando entre 3% y 15% (Voragen et al. 1995).

El origen botanico y el proceso de extraccion determinan el contenido de
acido galacturonico, DM y DAc de las pectinas. En las pectinas de citricos y
de manzana, se pueden medir muy bajos grados de acetilacion, en este caso
los grupos acetato probablemente estén localizados en las regiones velludas
(Harris, 1990).

Las pectinas de bajo metoxilo requieren la presencia de iones Calcio para la
formaciéon de geles que son principalmente del tipo valencia primaria. El
mecanismo involucrado es el entrecruzamiento de moléculas de pectina

adyacentes por cationes divalentes para formar una estructura tridimensional



mediante la formaciéon de sales con los grupos carboxilo de la pectina, ver
Figura 1.6 y 1.7. El pH debe ser mayor debido a que solamente los grupos
carboxilo disociados participan en el entrecruzamiento de tipo salino. Cuanto
mayor sea el numero de grupos carboxilo reactivos que puedan formar un
puente salino, mas facilmente se formara el puente. Ademas, debido al
aumento del numero de grupos cargados, la molécula sera mas recta, debido
a gue las moléculas de-esterificadas son mas rectas que las esterificadas,

son mas propensas a formar puentes o enlaces de calcio.
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Figura 1.6 Zona de union del gel de pectina de bajo metoxilo con Calcio

(Harris, 1990)




Gel de pectina-azicar-acido (Puentes de hidrégeno)
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Gel de pectina de bajo metoxilo (Entrecruzamiento con calcio)

Figura 1.7 Mecanismos de gelificacion de geles de pectinas regulares y de

bajo metoxilo (Glicksman, 1969)

De este modo, el numero y distribucion de los respectivos agrupamientos
éster en la molécula estd muy relacionado con las propiedades macro
(fisicas) y, en todos los tipos de gel de pectina, es necesario mantener un

balance adecuado entre las fuerzas de atraccion y repulsion.

Los entrecruzamientos que se forman por enlaces idnicos entre carboxilos
son fuertes y producen un gel méas bien quebradizo, menos elastico que los

formados por puentes de hidrégeno con pectinas regulares.



1.2.4 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

El ndmero y distribucion de los respectivos agrupamientos éster en la
molécula esta muy relacionado con las propiedades fisicas. Las propiedades
de las sustancias pécticas dependen en gran medida de su peso molecular y
su grado de sustitucion. Dentro de las propiedades fisicas de las pectinas, en
general, son solubles en agua e insolubles en solventes organicos, aunque se
hinchan notablemente y disuelven hasta cierto grado en algunos de los

solventes organicos mas polares.

Las propiedades como la solubilidad en agua, coagulabilidad, tendencia a
gelificar y estabilidad hacia las enzimas cambian directamente con el
incremento en el grado de esterificacion. Su solubilidad en agua también
esta determinada por la distribucion de grupos metoxilo y el peso molecular.
Generalmente, la solubilidad aumenta cuando disminuye el peso molecular y
cuando se incrementa el contenido de grupos metil-éster, es decir, la
solubilidad de las pectinas disminuye con el incremento de la longitud de la
cadena y con la disminucion de los grupos metoxilo, aunque el pH de la
solucién, la temperatura y el tipo y concentracion de sales presentes, asi
como la presencia de otras sustancias organicas como el azucar tienen un
efecto marcado en la solubilidad y en su respuesta reoldgica (Harris, 1990).
Del mismo modo, la viscosidad de las soluciones de pectina depende de
varios factores como lo son el grado de metilacibn (DM), concentracion,
temperatura, pH y presencia de sales y su concentracion, asi como de la
temperatura. Aunque, el comportamiento del pH no es completamente
predecible, debido a que depende del DM y de cualquier sal que pueda estar
presente. Estos cambios se pueden explicar mediante la alteracion de la

carga eléctrica y la forma de las macromoléculas pécticas.



Las pectinas secas pulverizadas, cuando se agregan al agua, tienen una
tendencia a hidratarse muy rapidamente dando como resultado grumos que
consisten en paquetes semi-secos de pectina que contenidos en un sobre de
material en una forma altamente hidratada. La sacarosa y la D-glucosa
(dextrosa) finamente pulverizadas son agentes dispersantes comunmente
utilizados (Towle et al. 1973). Los azucares ademas de servir como
ayudantes de dispersion, también se utilizan por los fabricantes como un

diluyente adecuado para propdésitos de estandarizacion.

Las soluciones de materiales pécticos, como es comun en las soluciones de la
mayoria de los polimeros lineales, muestran caracteristicas de flujo no-
Newtoniano observadas principalmente como una disminucibn en la
viscosidad cuando incrementa la velocidad de cizalla. Esta disminucion es
mas probablemente el resultado de un efecto de orientacion. Cuando se
incrementa la velocidad de cizalla, las moléculas de pectina, que son largas
cadenas acomodadas aleatoriamente, se vuelven altamente alineadas en
direccion al flujo con una reduccidon de interaccion entre cadenas de polimero
adyacentes. Las soluciones diluidas de pectina (para algunas pectinas de alto
grado de esterificacion, hasta aproximadamente 0.5%) tienen
comportamiento casi Newtoniano, y se afectan poco por la presencia de
calcio. Ademas, la viscosidad de soluciones muy diluidas aumenta cuando se
incrementa el pH. Esto se ha interpretado como una expansion de las
dimensiones de la molécula debido a repulsiones entre los grupos acidos

disociados en la misma molécula

Por otro lado, la adicion de sales de cationes monovalentes, como el cloruro
de sodio, a las soluciones de pectina provoca una reduccion en la viscosidad,
probablemente debido a que los efectos de las cargas se reducen a altas
fuerzas idnicas (alta constante dieléctrica de la solucién) (Harris, 1990). Este

efecto es mas pronunciado con la disminucién del contenido de metoxilo y



aparentemente es causado por la supresion de cargas en el grupo carboxilo,
aunque reduciendo la repulsion entre cadenas adyacentes y permitiendo una
asociacion mas cercana. Ademas, el efecto de sales de metales alcalinos
como cloruro de sodio tampoco es muy predecible. El efecto de la sal
depende de la cantidad de sal, el tipo de pectina y el pH de la solucién. Una
cantidad pequefia de cloruro de sodio (tan baja como 0.6%) producira un
gran aumento en la viscosidad de una soluciéon de pectina DM 40 al 0.8%
cuando el valor de pH sea de 2.9. Pero la viscosidad se reducira a un pH de
4.4. A pH aun mayores (cerca de 6) se minimizan los efectos de las sales si

también se agregan fosfatos.

Las sales solubles de cationes divalentes y trivalentes muestran un efecto
opuesto, la viscosidad se incrementa en una manera regular con la adicion
de sales de calcio, bario, estroncio y cationes similares. Sin embargo, si hay
sales alcalino terreas presentes en pectinas de 60 DM o menor, la
disminuciéon sera mayor de lo esperado (Glicksman, 1969). Las soluciones
con aproximadamente mas de 1% de pectina tienen un comportamiento
pseudoplastico. Algunas pectinas aumentaran, en ausencia de calcio, su
viscosidad si se reduce el pH dentro de los intervalos tipicos de aplicacion de
pH 2.5-5.5. Esto contrasta con el comportamiento de las soluciones diluidas
mencionado anteriormente. Por otro lado, las soluciones de pectina de alto
grado de esterificacibn comparable mostrardn, aun en ausencia de
interacciones con metales, ligeramente mayor viscosidad conforme se

aumenta el grado de esterificacion.

Estos efectos que se muestran como un aumento en la viscosidad incluso
para pectinas de DM 75 o mayor, tienen un maximo de viscosidad a pH de
8.55. El efecto de aumento en la viscosidad causado por las sales de iones de
calcio aumenta pronunciadamente conforme disminuye el grado de

metilaciéon. Este aumento es muy evidente a un DM de 60 y se vuelve mayor



conforme aumenta el DM hasta que alcanza un maximo de 80. Este
comportamiento se ha interpretado como una estructuracion del agua que
rodea los grupos metil-éster hidrofébicos y se han atribuido a un efecto de
puente entre grupos carboxilos posicionados adecuadamente, aunque puede

ser que también estén relacionados otros efectos.

En general, las pectinas del mismo tipo se pueden comparar con respecto a
la viscosidad cuando estan en soluciones del mismo grado, pH, temperatura

y contenido de sales (Harris 1990).

Muchas pectinas forman soluciones tixotrépicas en presencia de calcio. La
viscosidad de dichas soluciones aumentara con el incremento del pH dentro
del intervalo tipico de pH de aplicaciones de interés. Se puede obtener un
intervalo continuo de texturas que van desde la del agua, pasando por
soluciones tixotropicas, hasta un gel rigido, mediante diferentes
combinaciones de concentracion y tipo de pectina, concentraciéon de calcio y
pH. La sensibilidad al calcio es, en general, mas pronunciada para las
pectinas de bajo metoxilo que para las pectinas de alto metoxilo, pero puede
diferir incluso entre cada pectina del mismo grado de esterificacion debido a

diferencias en la fuente de la materia prima.

1.2.5 QUIMICA DE LAS SOLUCIONES DE PECTINA

Las pectinas disueltas llevan una carga negativa que es menor a pH bajo que
a pH alto. Los valores de pkj, intrinsecos (extrapolando a cero el grado de
disociacion) de pectinas de alto grado de esterificacion van desde 3.1 hasta
3.3. Se ha reportado un pk aparente de 3.55 para una pectina con 65% DE,
mientras que el pectato de 0% DE tiene un pk aparente de 4.10 (Plaschina et
al., 1979).



La adicion de otros iones metalicos distintos a los alcalis a una solucion de
pectina provocaran, en la mayoria de los casos, un incremento en la
viscosidad o la formacién de gel o la precipitacién de la pectina. Debido a su
carga negativa, las pectinas formaran productos insolubles con

macromoléculas cargadas positivamente.

La pectina disuelta tiene buena estabilidad en los valores de pH que se
encuentran tipicamente en productos alimenticios acidos. La estabilidad

Optima es a pH 4.

La pectina se degrada lentamente por despolimerizaciobn asi como por
desesterificacion cuando el pH es cercano a 4, la degradacion se incrementa

con el distanciamiento del pH 6ptimo, ver Figura 1.8.
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Figura 1.8 Representacion de Haworth de la reaccion de degradacion de la

pectina por B-eliminacion.

La despolimerizacion a bajo pH es una hidrdlisis, mientras que la degradaciéon
a pH alto es una B-eliminacion. Lo anterior es significativo a cualquier pH
superior a 5. Los enlaces glicosidicos al C-4 de cualquier subunidad de
galacturonano esterificado son hendidas mas facilmente por B-eliminacion
que los enlaces al C-4 de las unidades desesterificadas. Consecuentemente
las pectinas de alto metoxilo son mas vulnerables a este tipo de degradaciéon

que las pectinas de bajo metoxilo.



Por otro lado, la eliminacion no ocurre en los residuos donde un grupo amida
reemplaza el grupo metoxilo, sugiriendo que las pectinas amidadas pueden
de cierto modo ser mas resistentes a la despolimerizacion bajo condiciones
alcalinas, aunque las pectinas son mas susceptibles a la despolimerizacion
catalizada por bases que los acidos pécticos. Por esta razon, es importante
que se escojan y se regulen las condiciones y tipo de pectina durante el uso

industrial de éstas.

La pectina de alto metoxilo (HM) pierde hasta 5% por afio de su grado USA-
SAG cuando se almacena a 20°C en atmodsfera seca. La pérdida es mucho
mayor si se almacena la pectina bajo condiciones mas calidas y humedas

(Harris, 1990).

Las pectinas son estables bajo condiciones ligeramente &cidas en un
intervalo de pH de 3-4 aunque a pH’s mas altos o0 mas bajos muestran una
disminuciobn en la viscosidad y fuerza del gel causado por Ila
despolimerizaciéon. A temperaturas normales sufren despolimerizacién bajo

condiciones fuertemente acidas y, particularmente a temperaturas elevadas.

Como se mencioné anteriormente, las pectinas son muy inestables en pH
alcalino, ademas de sufrir saponificacion de los grupos metoxilo, también se
despolimerizan. La velocidad de despolimerizacion a cualquier tiempo es
proporcional a la cantidad de grupos metoxilo restantes y se acelera mucho a

temperaturas superiores a 50°C.

La despolimerizacién es una reaccion de B-eliminacion y los productos son los
mismos que los producidos por accion de la trans-eliminasa en pectina. La
saponificacion se lleva a cabo simultaneamente con la despolimerizacion y a

una velocidad mayor. Todas las reacciones de la pectina en buffer con pH



10.2 a 25°C se terminan en 30 minutos y, en promedio, se rompe cerca de
un enlace glicosidico por cada 80 grupos éster hidrolizados. Ademas, la
pectina también es inestable en soluciones neutras, siendo degradada en una
reaccion dependiente de la temperatura. La rapida disminucion de la
viscosidad y el incremento de los grupos reductores finales es indicativo de la
desintegracion de los enlaces glicosidicos. Debido a esto, solamente los acido
pécticos o las pectinas de muy bajo grado de esterificacion pueden ser
utilizadas en productos con pH neutro, especialmente aquellos que requieren

calentamiento durante el proceso.

1.2.6 GELES DE PECTINA

El gel normal de pectina de alto metoxilo, como se establecidé durante afios
de desarrollo y uso, se considera para fines practicos compuesto de una
soluciéon diluida (< 1%) de pectina que contenga de 58 a 75% de azuUcar
como agente deshidratante y ajustado a un pH de 2.8 — 3.5 mediante la
adicion de un acido adecuado. Se emplea usualmente acido citrico, malico y
tartarico. En general, para que se forme un gel, debe estar presente un
agente deshidratante como el azucar, alcohol, o glicerol en cantidades de
50% en peso o mayor y el pH se debe mantener por debajo de 3.5. La
velocidad de formacién de un gel de pectina se vuelve mas rapida conforme
el pH y la temperatura se bajan y la concentracibn de azucar se eleva

(Towle, 1973), ver Figura 1.9.
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Figura 1.9 Efecto del pH en pectina de alto metoxilo de gelificacion rapida y

lenta: arriba en la fuerza del gel, abajo en la temperatura de gelificacion.

La estructura de estos geles de pectina-azicar-acido es completamente
diferente que la de la gelatina y, de hecho, el mecanismo involucrado en la

formacién de gel de pectina también es un tanto diferente.

El mecanismo de formacion de geles de pectinas de alto metoxilo en geles

con alto contenido de sélidos ha sido investigado ampliamente durante varias



décadas, Olsen (1934) bas6é su explicacion de este fendmeno en las

siguientes suposiciones:

1) La pectina es un coloide hidrofilico cargado negativamente; 2) el azucar
funciona como agente deshidratante; 3) los iones hidrogeno del acido
disminuyen las cargas negativas de la pectina, esto permite la coalescencia
de las moléculas para formar una red; 4) la velocidad de deshidratacion y
precipitacion aumenta directamente conforme la concentracion de iones
hidrégeno aumenta; 5) la deshidratacion de la pectina requiere tiempo para
alcanzar el equilibrio, por lo que algunos geles se forman mas rapidamente
que otros o requieren diferentes temperaturas de formacion; 6) la maxima

fuerza del gel se alcanza en el equilibrio.

Comunmente, las pectinas comerciales son agrupadas en gelificacion rapida,
media y lenta de acuerdo a su tiempo de gelificacion. La fuerza del gel y el
tiempo de gelificacion de las pectinas es una propiedad intrinseca (Wong,
1989) y el mecanismo de gelificacion de las pectinas de alto y bajo metoxilo
involucra el entrecruzamiento de cadenas de polisacaridos para formar zonas
de nodos similares a las de los geles de alginato o carrageninas. Por lo tanto,
el gel de pectina de alto metoxilo (HM) se estabiliza por interacciones
hidrofébicas de los grupos metil-éster asi como por puentes de hidrégeno
intermoleculares, ver Figura 1.10. Ademas, Bender (1959) propone que
cuando las pectinas forman geles lentamente por enfriamiento gradual, se da
un fraccionamiento natural debido al peso molecular. Tedricamente, las
fracciones de mayor peso molecular precipitan primero y las de menor peso

al final, siguiendo su orden de insolubilidad en alcoholes diluidos.



Figura 1.10 Zonas de unidon en geles de pectina de alto metoxilo. Las lineas

punteadas representan puentes de hidrégeno (Harris, 1990)

La energia libre para la formaciéon de una zona de unién en pectina HM se

representa en la Ecuacion 1.1:

AG ©zonadeunisn = AG Cinteraccion hidrofébica + AG opuente de hidrégeno — TASentropia configuracional Ecuacion 1.1

Para DE 70%=  -18.6 -37.5 41.1 KJ/Kg-mol



Los grupos éster son las partes hidrofdobicas de las pectinas de alto metoxilo,
a las cuales, se asocia una contribucion de energia con el contacto entre
estas areas hidrofébicas y el agua. Las areas hidrofébicas tenderan a
agregarse para minimizar la superficie de contacto, en analogia con la
coalescencia de gotas de aceite en agua. Ademas, los puentes de hidrégeno
que se forman entre cadenas de galacturonanos adyacentes contribuyen aun
mas a la disminucion de energia de la formacion de las zonas de union. Sin
embargo, se formulé como teoria que la contribucion de energia de las
interacciones hidrofobicas es necesaria para hacer la suma de las
contribuciones energéticas que favorecen la gelificacion, suficientemente
grande para exceder las contribuciones de energia que resisten a la

gelificacion.

Se ha propuesto una zona de unidén que estad de acuerdo con la hipotesis de

arriba y se muestra en la Figura 1.10.

La distribucion de los grupos metoxilo en el polimero asi como la presencia
de otros sustituyentes también son importantes en los mecanismos de
formacion de gel. Por ejemplo, a un pH bajo utilizado en la gelificacion de
pectinas de alto metoxilo provoca la protonacion de los grupos carboxilato,
una disminucion en la repulsion electrostatica entre las cadenas de pectina y
un incremento en los puentes de hidrégeno intermolecular. Sin embargo, los
puentes de hidrégeno por si solos no son suficientes para superar la energia
de pérdida de entropia (perdida de libertad de movimiento del polimero
durante la formacioén de las zonas de nudos). Asi, de este modo, la adicion
de un co-soluto, disminuye la actividad acuosa, por lo que el agua esta
menos libre para solvatar la molécula del polisacarido y, por consiguiente,
incrementa las interacciones hidrofébicas entre los grupos metil éster. Por lo
tanto, sin sacarosa, la contribucion de interacciones hidrofobicas es

demasiado pequeia para formar zonas de nudos estables (Wong, 1989).



Generalmente, conforme aumenta el grado de esterificacion de una pectina
de alto metoxilo normal, también aumentan las necesidades de agente
deshidratante para llevar a cabo la gelificacion. Las pectinas con mayor
grado de esterificacion forman geles de cierto modo a mayor pH, quizas
debido a que tienen menos grupos carboxilo libres, que en forma ionizada

provocan repulsion de la cadena de polimero.

Ademas, la ramnosa en la cadena troncal y en las cadenas laterales de
azucares neutros también interfiere con el entrecruzamiento. En las zonas

que contienen ramnosa, se distorsiona la cadena troncal.

El efecto de la distribucibn de los grupos metoxilo en las propiedades
gelantes se pueden observar mediante la comparacion de pectinas
desmetiladas con acido o base, contra aquellas desmetiladas mediante la
accion de enzimas. El primer tipo, que se podria esperar que tuviera una
distribucion aleatoria de los grupos éster a lo largo de la cadena de polimero,
muestra una variacion normal en las propiedades del gel al disminuir el
contenido de grupos metoxilo, mientras que los ultimos muestran anomalias
que se ven principalmente como una fuerza de gel menor que lo esperado
con respecto al incremento de la desesterificacion. Esto es atribuible a la
eliminaciéon no aleatoria de los grupos metoxilo para dar segmentos de
cadena tanto tipo pectina como acido péctico, analogo a una mezcla de

moléculas de pectina y acido péctico. (Towle et al., 1973).

Wong et al. (1989) enlistan las siguientes caracteristicas para los materiales

pécticos:

1.- Pectina de alto metoxilo (HM): contiene arriba de 50% DE y forma geles
en un medio con un contenido de sélidos solubles mayor de 55%, a un

intervalo de pH de 2.0-3.5.



2.- Pectina de bajo metoxilo (LM): DE menor que 50%. La gelificacion se
controla por la introduccion de iones de calcio y se presenta en un medio con
10-20% de solidos solubles en un pH entre2.5 y 6.5. Estas pectinas hacen

geles adecuados cuando estan presentes en 0.5-1.5%.

También se ha reportado que una fuerza del gel alta esta relacionada con

(Glicksman, 1969):

1. Alto peso molecular de las pectinas
2. Alta concentracion de pectina
3. Bajo contenido de metoxilo

4. Alta concentracion de calcio

La distribucion de los grupos metoxilo en el polimero asi como la presencia
de otros sustituyentes también son importantes porque afectan las
propiedades de gelificacidon. Aungue la presencia de tan poco como un grupo
O-acetil en la posicion 2 6 3 de uno de cada ocho unidades de acido D-
galactopiranosiluronico es suficiente para prevenir la gelificacion,

presuntamente interfiriendo con la formacion cristalina.

Por otro lado, los iones metalicos divalentes pueden reaccionar con los
grupos carboxilo de las cadenas de pectina adyacentes para formar una red
de gel. Este entrecruzamiento i6nico debido a fuerzas normales de valencia
de iones divalentes se puede disminuir temporalmente por iones
monovalentes como el sodio que también puede reaccionar con los grupos
carboxilicos libres. Usualmente, el efecto de tales iones es limitar la reaccion
de entrecruzamiento con calcio y mejorar la solubilidad de la pectina de bajo

metoxilo en la presencia de calcio. A veces se obtiene un mejor gel cuando



hay presentes sales de citrato de sodio en bajas concentraciones (Glicksman,
1969).

Las pectinas de bajo metoxilo pueden formar geles sin necesidad de azucar,
pero la presencia de pequefias cantidades (10-20%) de azucar tiende a
impartir propiedades de textura deseables a estos geles. Altas
concentraciones de azucar (60% o mayor) interfieren con la formacion de
geles debido a que el efecto de deshidratacion del azucar favorece los
puentes de hidrogeno y disminuye el entrecruzamiento por fuerzas ordinarias
de valencia. Sin embargo el azlUcar es necesario para la formacion de geles
de pectina de alto metoxilo. Del mismo modo, el glicerol, en la misma
concentraciéon en peso que la sacarosa forma geles igualmente fuertes con
pectina (Glicksman 1969). Aunque la naturaleza del azucar empleado tiene
un efecto marcado en la velocidad de gelificacion (May, 1992). Goldthwaite
(1909) propuso que el azucar retira la capa de moléculas de agua protectora
de las moléculas de pectina permitiendo la atraccién entre cadenas y la

formacién de zonas de entrecruzamiento.

Adicionalmente, la temperatura es otro factor importante, donde las pectinas
de bajo metoxilo formaran geles mucho mas estables a temperaturas mucho
mayores. La temperatura de formacion de gel y la estabilidad del gel
dependerd de la composicion inicial del gel. Los geles hechos con altas
concentraciones de pectina se formaran y seran estables a temperaturas de
120-150°F, mientras que los geles que utilicen bajas concentraciones de

pectina no son estables a temperaturas por encima de 100°F.

Por otro lado, se ha disefiado un gran niumero de métodos para su uso con
geles de pectinas, mientras que otros se han adaptado. Dichos métodos se

pueden agrupar de acuerdo a su accion en el gel en (Towle et al., 1973):



1.Aquellos que dan una medida de la fuerza del gel a través de la
deformacién controlada del gel dentro de los limites elasticos y

2.Aquellos que miden la fuerza del gel mediante la ruptura

En la respuesta mecanica de las pectinas, se ha reportado que la
deformacion de las pectinas de alto metoxilo es lineal respecto a una baja
velocidad de cizalla y posteriormente la recuperacion del material es
completa. La relacion entre el valor de hundimiento y la fuerza de
rompimiento no son constantes, pero estan relacionadas al peso molecular
de la pectina. Existe una relacion entre la composicion quimica y el

mecanismo de gelificacion de éstas.

1.2.7 ESTANDARIZACION

Para fines comerciales, en las pectinas se hace una estandarizacion
descendiente hacia un grado norma de 150 con azucares neutros con el fin
de obtener una determinada fuerza de gel mediante la dilucion de la pectina,
con dextrosa o sacarosa finamente pulverizados, a fin de que 1 parte de
pectina comercial estabilice 150 partes de soélidos (sacarosa). Los grados por
encima de 200 se obtienen comUunmente para pectina cruda de alto metoxilo.
Para le determinacion del grado de las pectinas, los geles se preparan bajo

condiciones estandar como las siguientes:

(a) sodlidos solubles en el refractometro: 65%
(b) pH = 2.20-2.40
(c) fuerza del gel: 23.5% SAG

Para esta estandarizacion se utiliza el método USA-SAG, el cual se
implementd por el comité de estandarizacion de pectina IFT en 1959 y hay

disponible un procedimiento detallado en la bibliografia (Harris, 1990).



Los factores mas importantes en el establecimiento de los grados del
producto son el poder gelificante y el tiempo de gelificaciéon. El poder
gelificante es una medida de la cantidad de pectina que se requiere para
lograr una cierta rigidez de un gel de pectina. Por lo tanto, el grado de una
pectina se expresa como el numero de gramos de azucar que un gramo de

pectina puede mantener en un gel de una textura estandar.

El tiempo de gelificacion se define como el tiempo entre el momento en que
las condiciones de gelificacion se encuentran presentes y el momento en que
comienza el la gelificacion de la jalea. Este representa el tiempo disponible
para envasar las jaleas dentro de los contenedores. Un tiempo de gelificacion
muy corto puede dar como resultado la formacion del gel dentro del equipo
de llenado, mientras que un tiempo de gelificacion muy largo puede producir
retrasos en el envasado. Cuando estan presentes particulas de frutas, las
condiciones de gelificacion estan cronometradas para dar una pequefa
gelificacion entes del llenado y de este modo prevenir que los pedazos de

fruta se distribuyan de forma desigual en el contenedor.

Asi como la fuerza del gel, el tiempo de gelificacion de una pectina en

particular es una propiedad intrinseca de la pectina.

Para fines précticos, el tiempo de gelificacion bajo condiciones definidas se
ha visto que es un parametro muy util en el cual basar los grados de las
pectinas. De este modo, las pectinas comerciales son agrupadas
comunmente en gelificacion rapida, media y lenta de acuerdo a su tiempo de
gelificacion, aunque también existen disponibles pectinas con grados fuera

de estos limites para usos especiales.



Doesburg y Grevers (1960), encontraron que el tiempo de gelificacion de
jaleas de pectina con bajo contenido de cenizas aumenta al disminuir el
grado de esterificacion, mientras que las jaleas de pectinas con grados de
esterificacibn mas bajos muestran tiempos de gelificacion mas bajos. El pH
bajo asi como un alto contenido de azucar disminuyen el tiempo de

gelificacion.

En la Tabla 1.1 se relacionan los tipos de pectina en funcion de su tiempo de

formacién de gel (Towle, 1973):

Tabla 1.1 Clasificacion de las pectinas de acuerdo al tiempo de

gelificacion.
Tipo de pectina Grado de Tiempo de gelificacion
esterificacion % seg.
Gelificacion rapida 72-75 20-70
Gelificacion media 68-71 100-135
Gelificacion lenta 62-66 180-250

1.2.8 PECTINAS DE BAJO METOXILO

Existen cuatro procesos conocidos que se emplean para la produccion de
pectinas de bajo metoxilo parcialmente desesterificadas y son los siguientes:
1) tratamiento acido a bajas temperaturas por mucho tiempo; 2) tratamiento
con alcali o amoniaco acuoso diluido; 3) tratamiento enzimatico (con o sin

alcali); 4) tratamiento con amoniaco en un sistema alcohdlico.

Las pectinas que se obtienen por estos métodos son del mismo tipo general
pero tienen diferencias importantes en la viscosidad y sensibilidad a los iones

calcio. Las pectinas que se preparan por desmetilacion con acido o &lcali



usualmente tienen un contenido de metoxilo entre 2-5%, mientras que las
que se obtienen por desmetilacion enzimatica tienen un contenido entre 2-
7% (Glicksman, 1969). La principal ventaja de las pectinas amidadas es su
mayor tolerancia a los cambios en el nivel de calcio. Existe un cierto limite de
iones calcio, debajo del cual no se formara un gel hasta alcanzar una
concentracion minima de iones calcio. Por encima de este nivel, la fuerza del
gel aumenta rapidamente conforme aumenta la concentracion de calcio,
alcanza un maximo y después cae. En este intervalo, la temperatura de
gelificacion aumentara desde la temperatura ambiente y se acerca hasta el
punto de ebullicion conforme se alcanza la maxima fuerza del gel. La razén
por la que disminuye la fuerza del gel, es que en un gel preparado
convencionalmente con calentamiento, la gelificacibn empieza durante la
preparacion de la mezcla y esta parte de la fuerza no se recupera después de
que se vierte. Tales geles son muy quebradizos, grumosos y propensos a la
sinéresis. Para obtener un gel no quebradizo, elasticos y sin sinéresis es
necesario trabajar por debajo de la maxima temperatura y fuerza del gel, es
decir, por debajo de la concentracion 6ptima de calcio aparente. Otro factor
importante es la concentracion de quelante, si el agente quelante se
aumenta, el sistema forma geles menos facilmente y a menor temperatura.
Si se reduce la concentracion de quelante, la fuerza del gel y la temperatura
de gelificacibn aumentan y si no hay agente quelante presente se vuelve
imposible formar un gel sin pregelificaciéon y de textura quebradiza. El papel
del pH es mas complejo, pero en general conforme aumenta el pH, de alguna
manera se reduce la tendencia a formar un gel. A pH menor, la misma
concentracion de calcio requerirA menos pectina para reaccionar. Ademas,
conforme la actividad acuosa del sistema disminuye, aumentando el
contenido de solidos del sistema mediante la adicion de azucar, es mas facil
formar un gel y se requiere menos calcio o menos pectina. Por lo tanto, se
vuelve indispensable el empleo de un agente quelante de calcio en el sistema

para balancear el efecto del incremento de los sélidos (May, 1992).



Comparado con las pectinas regulares, hasta 1969 solamente una pequefia
cantidad de pectina de bajo metoxilo se utilizaba para la produccién de
alimentos. Sin embargo, las nuevas propiedades funcionales de este
hidrocoloide le dan un mayor y mas diverso numero de aplicaciones, asi que
las pectinas de bajo metoxilo se han utilizado en un amplio intervalo de
alimentos, incluyendo gran variedad de productos alimenticios gelificados
(Glicksman, 1969).

1.2.9 DEGRADACION ENZIMATICA

Se sabe que varios tipos de enzimas degradan la molécula de pectina. Estas
se pueden agrupar en categorias de acuerdo al modo en que actuan como

(a) pectina-esterasa, (b) trans-eliminasas o liasas y (c) poligalacturonasas.

Las pectina-esterasas se encuentran en la mayoria de las plantas y son
sintetizadas por algunos microorganismos. Su accion sobre la pectina da
como resultado la hidrélisis del grupo metil-éster con la formacién de
metanol y unidades libres de &acido D-galacturénico y, muy probablemente,
contribuyen en parte a la disminucion del contenido de metil éster de las

pectinas.

Algunos microorganismos producen liasas que rompen las sustancias
pécticas. Esta despolimerizaciéon avanza del mismo modo que el mecanismo
de la B-eliminacion que ocurre durante la despolimerizacion de la pectina

catalizada en medio basico, dando un grupo terminal insaturado no reductor.

Las enzimas despolimerizantes (poligalacturonasas) son producidas por

cierto niumero de microorganismos y se encuentran en pequefias cantidades



en algunas frutas y vegetales, pero esencialmente ausentes en los citricos

(Towle, 1973).

La naturaleza no solamente proporcion6 a las plantas con medios
enzimaticos para la degradaciéon de la pectina, sino que también dio al
sistema digestivo humano un mecanismo enzimatico de cierta forma similar
para digerir las pectinas ingeridas normalmente como parte de de las frutas
ingeridas (Glicksman, 1969), aunque las pectinas entran dentro de la

definicion de “fibra dietética”.

1.2.10 LEGISLACION

Las pectinas siempre se han considerado como un constituyente natural de
los alimentos humanos y no se ha cuestionado su uso como un aditivo
alimenticio seguro, aunque esta regulada como aditivo alimenticio en muchos
paises y esta definida como tal por la Comisién del Codex Alimentarius de las
Naciones Unidas, por la Comunidad Europea y en los EUA. La pectina goza de
una posicién unica en su mercado principal, se vende para su uso en jaleas,
mermeladas y conservas y casi esta libre de competencia con otras gomas.
Las razones de aplicacion en el mercado incluyen la ausencia total de off-
taste y el hecho de que los estandares alimenticios parecen proteger a la
pectina como un componente natural en estos productos y su uso no se

limita solamente a los alimentos (Towle et al. 1973).

La pectina para uso comercial ha sido definida por la Joint FAO/OMS Expert

Committee on Food Additives (JECFA) de la forma siguiente:

“La pectina consiste principalmente en metil-ésteres de acido
poligalacturénico y sus sales de sodio, potasio, calcio y amonio. Que se

obtiene por extraccion acuosa de materiales vegetales comestibles



apropiados, usualmente citricos o0 manzanas. No se deben usar otros
precipitantes organicos que no sean metanol, etanol e isopropanol. En
algunos tipos, se pueden convertir algunas porciones de los ésteres metilicos
en amidas primarias mediante el tratamiento con amoniaco en condiciones
alcalinas. El producto comercial se diluye normalmente con azucares con
propositos de estandarizacion y mezclada con sales buffer grado alimenticio
necesarios para el control del pH y de las caracteristicas de formacion de gel

deseadas. “

Las especificaciones que ha recomendado la JECFA se resumen abajo. Los

meétodos analiticos pertinentes se pueden encontrar en el original.

Acido galacturénico. No menos de 65% en base seca libre de cenizas

(después de remover los azucares mediante lavados con acido y
metanol)

e Grado de amidacion. No mas de 25

e Perdida por secado. No mas de 12% (105°C, 2h)

e Cenizas insolubles en &cido. No mas de 1%

e Metales pesados (en mg/Kg.). Como maximo 3; Pb méax. 10; Cu max.
50; Zn max. 25

e Alcoholes. La suma de metanol, etanol e isopropanol no mayor a 1%

e Nitrégeno. No mas de 2.5% después de lavar con acido y metanol

e Dioxido de azufre. No mas de 50mg/Kg.

Se puede encontrar una compilacion de especificaciones incluyendo las del
Codex alimentario y las del Council of the European Communities en un

articulo de Hgjgaard Christensen (Harris, 1990).

La Sociedad Quimica Americana definié fundamentalmente a la “Pectina”

como aquellos acido pécticos capaces de formar el tipo estandar de jaleas de



fruta cuando hay presentes azucar y acido en las proporciones correctas. Las
“sustancias pécticas”, que son todas modificaciones de polimeros de acido

galacturdénico, se pueden diferenciar por el grado de sustitucién de metoxilo.

1.3 REOLOGIA

La reologia es la ciencia que se dedica al estudio de la deformacion y el flujo
de los materiales. Esta ciencia abarca el area de flujo de fluidos, la cual es de
suma de la importancia para la industria en el procesamiento y transporte de
alimentos. La ventaja de usar el término reologia es para describir que varios
de los conceptos asociados con el flujo de fluidos pueden ser utilizados en la
descripcion de: a) flujo de suspensiones, b) flujo de productos granulares o

polvos y c¢) productos alimenticios solidos.

Los alimentos ademas de presentar un color, olor y sabor caracteristico,
exhiben un determinado comportamiento mecéanico al ser deformados. Estos
pueden ser de diferente consistencia (dura o blanda, correosos, gomosos o
quebradizos) y de textura, en los cuales unos fluyen facilmente y otros con
dificultad (Muller, 1973; Lewis, 1987).

Idealmente un material puede encontrarse en cualquiera de estas dos

formas: elastico y/o viscoso.

Los pardmetros reoldgicos fundamentales son la elasticidad y la viscosidad y
los productos alimenticios raramente exhiben estos componentes de manera
ideal, estos conceptos sirven Unicamente como una base para el desarrollo
de teorias mas complejas. Cuando el cuerpo esté bajo un esfuerzo de cizalla
o presion hidrostéatica, los coeficientes involucrados son los modulos de

cizalla y volumen.



De forma diferente al comportamiento elastico, varios fluidos alimenticios
pueden ser descritos mediante un comportamiento ideal viscoso, por
ejemplo: suponiendo un sistema de dos placas paralelas, la respuesta de un
fluido viscoso ideal cuando una fuerza es aplicada sobre el plano a una
distancia (dy) a la superficie mas baja. Si la superficie superior se mueve a
una velocidad (v+dv) y la superficie inferior se mueve a una velocidad (v), la

respuesta del fluido viscoso ideal entre las dos superficies sera la siguiente:

t=pdv/dy Ecuacion 1.2

En la Ecuacion 1.2, 1= es el esfuerzo de corte o fuerza de cizalla por unidad
de area, pes el coeficiente de velocidad, dv/dy es el gradiente de velocidad,
éste existe entre las dos superficies y es equivalente a la velocidad de
deformacién. ElI comportamiento de un fluido como el descrito por la
Ecuaciéon 1.2 es conocido como comportamiento Newtoniano. El agua vy
fluidos similares son fluidos newtonianos, tal como se presenta en la Figura

1.11.

Sin embargo, varios productos alimenticios presentan algun tipo de
comportamiento como una combinacion de materiales elasticos y viscosos.
Este tipo de materiales son caracterizados mediante la relacion entre el
esfuerzo de cizalla y la deformacion, la cual es mas compleja que el

comportamiento eléstico ideal o el viscoso ideal.

Por otro lado, cuando se trabaja con soluciones de polimeros es util
determinar las viscosidades de soluciones diluidas. Cuando se disuelve un
polimero en un solvente, hay un aumento notable de la viscosidad del
solvente. Las viscosidades de los solventes puros y de las soluciones se
pueden medir y ademas se pueden calcular varios valores a partir de la

informacién obtenida.



1.3.1 FLUJO NEWTONIANO

El comportamiento de flujo de algunos fluidos puede ser caracterizado por un
s6lo parametro, la viscosidad Newtoniana, la cual estd definida por la
Ecuacion 1.2 (Rao y Rizvi, 1986), donde existe una relacion lineal entre el

esfuerzo constante 1 y la velocidad de deformacion y.

El flujo Newtoniano de fluidos en general entre los dos planos no se mueve a
la misma velocidad (Vernon et al, 1985; Rao y Rizvi 1986), adquiere una
determinada cantidad de movimiento en la direccion del eje X. Este fluido
comunica, a su vez, parte de su cantidad de movimiento a la capa adyacente
de fluido, dando lugar a que se mantenga en movimiento en la direcciéon del
eje X, de tal manera que se establece un gradiente de velocidad dentro del
fluido, definido como la velocidad en cualquier punto de fluido dividido por la
distancia desde ese punto hasta la pared de la placa, también llamada

velocidad de deformacién o velocidad de corte (dv/dy) (Toledo, 1980)

La rapidez con que se mueve este liquido varia de acuerdo a su distancia del
plano superior, la velocidad méaxima ocurre en la capa adyacente al plano
superior y es cero en la capa adyacente al plano inferior (Vernon et al.,

1985; Lewis, 1987) ver Figura 1.11.



A

F T (Plano méwl)
- — — du
¥ dy
- gradiente de velocidad

B

(Plano estacionano)

-

velocidad =u

Figura 1.11 Modelo para el flujo Newtoniano

En un fluido, la viscosidad del liquido p estd dada por la Ecuacion 1.3 y ésta

se mantiene constante (Vernon et al. 1985; Lewis 1987).

De esta manera, un fluido Newtoniano se define como aquel en el cual la
representacion del esfuerzo cortante en funcion de la velocidad de corte es
una linea recta y a la constante de proporcionalidad se le denomina
coeficiente de viscosidad (Muller 1973). Sin embargo, el comportamiento de
flujo de la mayoria de los alimentos no puede ser caracterizado con una
viscosidad constante. A los materiales que muestran una desviacion del
comportamiento de flujo Newtoniano se les conoce generalmente como fluido
de comportamiento No-Newtonianos (Vernon et al. 1985; Lewis, 1985) ver

Figura 1.12
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Figura 1.12 Comportamiento reoldgico de diversos materiales (esfuerzo de

cizalla en funcion de la velocidad de cizalla) (Bird et al., 1977).

1.3.2 FLUJO NO-NEWTONIANO

En flujo no-Newtoniano la viscosidad varia conforme se cambia la velocidad
de corte, es decir, el esfuerzo constante t y la velocidad de corte y no estan
relacionadas linealmente (Medina et al., 2001). Este tipo de flujo viene
descrito por la ecuacion:

p=k*y"? Ecuacion (1.3)

Los fluidos no-Newtonianos son mas dificiles en su manejo y para su
clasificacion experimental, debido a que su viscosidad llega a depender de
las condiciones experimentales seleccionadas (Lewis, 1987). Este tipo de
fluidos se dividen en dos categorias principales atendiendo al

comportamiento de esfuerzo constante / velocidad de deformacion:



1. Fluidos en los que el esfuerzo constante es independiente del tiempo o
duracion de la acciéon cortante (tiempo independientes).
2. Fluidos en los que el esfuerzo cortante depende del tiempo o duraciéon

de la acciéon cortante (tiempo dependientes).

1.3.3 FLUIDOS INDEPENDIENTES DEL TIEMPO

Ejemplos de fluidos no-Newtonianos, donde el esfuerzo de corte es

independiente del tiempo son:

1. Fluidos de adelgazamiento a la cizalla (Pseudoplasticos).

A este tipo de fluidos pertenecen la mayoria de los fluidos no-Newtonianos
como: gomas, mucilagos, grasas, mayonesas, etc., los cuales experimentan
una disminucion de la viscosidad n al aumentar el esfuerzo de corte (Bird, R.
B., 1977, Geankoplis C. J., 1978).

La Ecuaciéon 1.4 de dos parametros se transforma en la ecuacion de la ley de
Newton cuando el indice de comportamiento al flujo es igual a la unidad
(n=1). En este caso el indice de consistencia k es igual a la viscosidad, por lo
que la desviacion del valor de n con respecto a la unidad es una medida del

grado de desviacion del comportamiento Newtoniano.

2. Fluidos de reoespesamiento (Dilatantes)

Este es un fendmeno de espesamiento independiente del tiempo, que se da a
alta velocidad de corte, se trata del fendbmeno opuesto al de la
pseudoplasticidad. La grafica no es lineal, pero los valores de t y y estan

univocamente relacionados. Algunas soluciones dilatantes son las harinas de



maiz y el azdcar en solucion, el almidébn en agua y una solucion que

contenga concentraciones elevadas de polvos en agua (Geankoplis, 1986).

El fendbmeno de dilatancia también es el resultado de los factores que
intervienen en un fluido pseudoplastico, sin embargo, la concentracion y la
variacion en la forma de los materiales juega un papel critico en esta
conducta. La dilatancia puede ser visualizada como particulas de tamafo
variado y formas encerradas, acomodadas y empacadas herméticamente, de
tal manera que el flujo comienza a ser mas dificil cuando la presion
incrementa. Con el incremento de la velocidad de corte, las grandes
particulas flexibles llegan a alongarse gradualmente incrementando el radio
axial de las particulas, contribuyéndose asi a originarse el fendmeno de
dilatancia (Rha, 1978) ver Figura 1.12.

Los sistemas dilatantes y pseudoplasticos son evaluados a través del modelo
de la Ley de Potencia o de Oswald y de Waele, que matematicamente viene

expresada por la Ecuacién 1.4 (Lewis, 1987, Rao y Risvi, 1985):

t=k(dv/dy)" , = ky" Ecuacion 1.4

Donde, t (Pa) es el esfuerzo constante, k (Pa-s") es el indice de consistencia,
(dv/dy), y(s™) es la velocidad de deformacién y n es el indice de flujo del
comportamiento del flujo. Ademas de considerar el comportamiento no-
lineal, algunos fluidos no-Newtonianos también tienen caracteristicas
elasticas (como el caucho), por lo que en general exhiben una recuperacion
elastica de las deformaciones que ocurren durante el flujo, es decir,
muestran propiedades tanto viscosas como elasticas (Rao y Steffe, 1992),
donde parte de la deformacién se recupera al eliminar el esfuerzo ver Figura

1.13.
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Figura 1.13 Curvas de flujo

1.3.4 FLUJOS DEPENDIENTES DEL TIEMPO

1. Tixotropia

La tixotropia, es un comportamiento que presenta un ablandamiento
dependiente del tiempo. La representacion grafica que le corresponde es una
curva similar a la de pseudoplasticidad, en donde p desciende a medida que

aumenta la velocidad de deformacion.

Difiere, sin embargo, de ella en que el descenso de pu no esta relacionado

exclusivamente con la velocidad de deformacion, sino también con el tiempo.



Manteniendo constante la velocidad de deformacion, p desciende con el

tiempo, de manera que p no depende solo de la velocidad, sino también de la

duracion de la deformacion.

Si las representaciones de t en funcion de y son dependientes del tiempo,
terminan formando un bucle de histéresis (proceso de deformacion en la que

las fases de carga y descarga no coinciden) (Muller, 1973, Rao y Rizvi, 1985)

ver Figura 1.14.

2. Reopexia.

La reopexia es el fendbmeno inverso de la tixotropia. La reopexia es un
espesamiento dependiente del tiempo, que es el diagrama t vs. vy, ver Figura
1.14 y, en el que estos dos parametros no estan univocamente relacionados.
Existen dos valores de y para cada valor de © y a la inversa, si se hacen
rutinariamente pruebas ciclicas. Por lo tanto es necesario un riguroso control

del tiempo en las determinaciones.

T
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Figura 1.14 Comportamientos dependientes del tiempo, Reopexia y

Tixotropia.



Los factores que contribuyen a que se dé la tixotropia son los que también
contribuyen a la pseudopasticidad y los factores que causan el
comportamiento de flujo reopéctico son los que causan la dilatancia. Ambas
conductas son el resultado de un re-arreglo de la estructura con reducida
resistencia al flujo, mientras que la reopexia implica el espesamiento o

arreglo estructural con alta resistencia al flujo (Rha, 1978).

Estudiar la consistencia y textura que presentan estos materiales involucra el
area de la reologia que se encarga de estudiar el flujo de fluidos, la cual es
importante en la industria del procesamiento de alimentos. Sin embargo,
existen varios factores en los alimentos que hacen que las propiedades

reoldgicas de estos sistemas sean mas complejas.

Entre estos factores se encuentran:
a. Temperatura
b. Presion
c. Constitucion fisico-quimica de la sustancia (humedad vy
reacciones quimicas)
d. Gradiente de velocidad

e. Tiempo

De manera ideal, un material puede comportarse en cualquiera de dos
formas: elastico ideal o viscoso ideal. Sin embargo, los biopolimeros
raramente exhiben un comportamiento ideal. Los fluidos estructurados, es el
caso de la mayoria de los polisacaridos de uso alimenticio, generalmente
presentan un comportamiento reoldégico no Newtoniano, es decir, la relacion

entre el esfuerzo de corte y la velocidad de deformacion no es lineal.

1.3.5 FACTORES QUE AFECTAN EL COMPORTAMIENTO REOLOGICO



La reologia de los alimentos esta relacionada principalmente con sus
cualidades y su aceptacion. Las propiedades de flujo de un alimento tienen
relacion directa con las operaciones del procesamiento de los alimentos y su
textura. Aun mas, las mediciones reoldégicas pueden ser formas mas
objetivas 0 mas convenientes de evaluar las interrelaciones que existen entre
la reologia de un alimento y otras propiedades como la densidad, estabilidad

y contenido de solidos.

De esta manera la funcion material de la viscosidad puede ser simplemente
definida como la friccion interna que actua dentro del fluido, es decir, la
resistencia a fluir (Lewis, 1987). En el procesamiento de los alimentos es
importante tomar muy encuentra la propiedad de transporte que define el
comportamiento hidrodinamico de algun fluido, es decir, la viscosidad (Lewis,

1987).

La estimacion de la viscosidad es muy importante para el control de calidad,
particularmente en productos que se suponen sean de una consistencia
particular en relacibn a su apariencia o0 sensacién, por ejemplo: crema,

yogurt, etc. (Rao y Rizvi, 1985; Lewis 1987).

1.3.5.1 EFECTO DE LA TEMPERATURA

Los alimentos fluidos estan sujetos a diferentes temperaturas durante su
procesamiento, almacenamiento, transportacion, venta y consumo. Por esta
razén, las propiedades reoldgicas son estudiadas como una funcion de la
temperatura. Generalmente la viscosidad desciende al aumentar la

temperatura (Muller, 1973; Vitali y Rao 1984; Rao y Rizvi, 1986).

Generalmente, la ecuacion que describe este fendmeno es la llamada de

Arrhenius:



u=A-exp(Ea/R-T) Ecuacion 1.5

Donde, u es la viscosidad (Pa-s); A es una constante (Pa:s); Ea es la energia
de activacion al flujo (kJ/kg-mol); R es la constante de los gases (8.314

kJ/kg-mol-K) y T la temperatura absoluta en Kelvin (K).

Es generalmente aceptada la aplicabilidad de esta ecuacién, no obstante se
encuentran otros modelos que describen con éxito el comportamiento de la
viscosidad al variar la temperatura (Muller, 1973). Asi en el caso de los
fluidos que obedecen la ecuacion de la Ley de Potencia, la ecuacion de
Arrhenius es generalmente usada para cuantificar el efecto de la temperatura

sobre el indice de consistencia k (Ibarz et al. 1995).

k=ko-exp(Ea/R-T) Ecuacion 1.6
Donde k (Pa-s) es el indice de consistencia y ko (Pa-s) es una constante.
1.3.5.2 EFECTO DE LA CONCENTRACION
Otro factor que afecta la viscosidad es la concentracion de soélidos, la cual al
aumentar produce un incremento de la viscosidad. Esto, al igual que la
temperatura, repercute en ciertas operaciones unitarias como la
evaporacion, 0smosis inversa, etc., en donde la viscosidad del producto
determina en muchas ocasiones el grado de concentracion al que es posible
llegar (Lewis, 1987).

1.3.6 SOLIDOS VISCOELASTICOS (GELES)

1.3.6.1 COMPORTAMIENTO VISCOELASTICO



El término viscoelastico hace referencia a la coexistencia de propiedades
viscosas y elasticas en un material. Cuando un cuerpo es sometido a un
esfuerzo o una deformacién, en su interior se generan “reacomodos”
moleculares que requeriran tiempos finitos de acuerdo a la estructura del
material, cuando el tiempo invertido en éstos es menor al tiempo de
observacion el comportamiento de este material se describe como “viscoso”.
De forma contraria, cuando los reacomodos en el interior del cuerpo se
llevan a cabo en tiempos muy grandes, mayores al tiempo de observacion, el
comportamiento se describe como “elastico”. En un material puramente
viscoso, toda la energia requerida para producir la deformacion se disipa en
forma de calor, mientras que un material puramente elastico, toda la energia
de la deformacion se almacena y puede recuperarse completamente. Sin
embargo, fuera de idealizaciones, todos los materiales poseen tanto
propiedades viscosas como elasticas dependiendo de las escala de tiempo de
observacion y de la magnitud del esfuerzo o deformacion a los que sean
sometidos. En un material viscoelastico, parte de la energia impuesta en la
deformacién puede ser almacenada bajo condiciones apropiadas y esta
energia almacenada siempre va acompafiada de disipaciéon (Arnaud et al.,
1989; Tschoegl, 1989).

A partir de determinaciones viscoelasticas es posible obtener informacién de
la naturaleza y cambios configuracionales del material asi como de las
interacciones intermoleculares en funcién del tiempo de observacion (Ferry,
1980). ElI comportamiento reolégico de materiales viscoelasticos se describe
a partir de funciones materiales dependientes del tiempo Unicamente
(viscoelasticidad lineal) o en el caso mas general, el esfuerzo es funcion de la
historia de deformacion a lo largo del tiempo (Tschoegl, 1989). Basados en el
principio de superposicion, la teoria de la viscoelasticidad lineal puede
representarse matematicamente por medio de ecuaciones diferenciales

lineales con coeficientes constantes, en donde tales coeficientes son



funciones materiales constantes durante pequefios cambios en las variables

(esfuerzo, deformacion).

Existen ademas varios modelos viscoelasticos lineales, los cuales representan
casos particulares de la ecuacion principal, entre las cuales se puede citar la
ecuacion de Newton de la viscosidad, la ecuacion de Hooke de la elasticidad,
el modelo de Maxwell y el modelo de Jeffreys (Barnes et al., 1989; Bird et

al., 1987), ver Apéndice A.

La viscosidad no lineal representa mayor complejidad tedrica y matematica,
por lo que la mayor parte de los trabajos experimentales se han desarrollado
en la region lineal, aun asi en la literatura se pueden encontrar modelos

viscoelasticos no lineales con un respaldo tedrico importante.

1.3.6.2 VISCOELASTICIDAD LINEAL

La teoria de la viscoelasticidad se cree que surgié hace mas de un siglo
cuando Maxwell (Bird, 1987) se propuso estudiar a los gases como fluidos
viscoelasticos. En el modelo de Maxwell se combinan las ecuaciones clasicas
constitutivas que describen el comportamiento ideal de un sdlido elastico y
de un fluido viscoso: La ley de Hooke y la Ley de Newton. Sin embargo la ley
de Hooke es valida soOlo para pequefos desplazamientos o gradientes de
deformacioén, por lo tanto es obvio que el modelo de Maxwell también debe
cumplir con tal restriccion. Por esta razon se ha denotado con np al término
de viscosidad en ese modelo, ya que se deberd analizar con él, fluidos
sometidos a gradientes infinitesimales de deformacion o de velocidad de
deformacién. Este modelo es de los méas simples para describir a un fluido

con caracteristicas tanto elasticas como viscosas.



La teoria de viscoelasticidad lineal se respalda en el principio de
superposicion de Boltzman (Barnes, 1989); Bird, 1987; Tschoegl, 1989) que
Ferry ha citado asi: “los efectos de cambios secuenciales en deformacién son
aditivos”. Partiendo de este principio, se puede construir una superposicion
de modelos de Maxwell, en donde vamos a tener la sumatoria de
deformaciones infinitesimales que van a generar efectos secuenciales

(esfuerzos).

1.3.6.3 DESCRIPCION Y CLASIFICACION DE GELES

Es indiscutible la importancia de los geles y de los procesos de formacion de
éstos en los alimentos. Desde la antigliiedad esta propiedad funcional se ha
explotado en tecnologias aplicadas a sistemas alimenticios, como la
fabricacion de quesos, jaleas, yogurt, pudines, entre otros. A pesar de esto,
el conocimiento del fendbmeno de formacién de geles y las propiedades

reolégicas de estos sistemas no ha tenido el avance deseado.

Existe una diversidad de definiciones de gel, muchas de ellas se enfocan a la
estructura molecular y otras en las caracteristicas reoldgicas que presentan
estos sistemas. La gran dificultad que existe para definir un gel parece
deberse principalmente a la complejidad y diversidad estructural que existe
en sistemas gelificados. Clark ha descrito un gel tipico en alimentos como un
material que contiene una red continua, bien definida, constituida a partir de
un polimero (fase sdlida) y sumergida en un disolvente acuoso (fase liquida)
(Clark, 1992). En esta definicion se hace énfasis en la microestructura del
gel. Otros autores hacen uso de términos reoldgicos para su definicion, Ferry
utiliza el concepto de flujo no estacionario (Ferry, 1980); Ziegler y Foegeding
definen a un gel como “una red tridimensional continua de dimensiones
macroscopicas que no muestra flujo estacionario, a pesar de estar inmersa

en un medio liquido”. De acuerdo a estas descripciones, un gel puede



comportarse como un sélido pero sin perder las caracteristicas del
componente liquido. Al referirse a “flujo no estacionario” en las definiciones,
es necesario hacer referencia a la escala de tiempo de observacion
experimental y a la magnitud del esfuerzo o deformacion de cizalla para

complementar la definiciéon (depende del equipo empleado).

Se ha establecido que la formacion de geles se genera por entrecruzamientos
de cadenas poliméricas, los cuales pueden ser de dos tipos, enlaces
covalentes o interacciones fisicas menos estables (puentes de hidrégeno,
fuerzas de van der Waals, interacciones hidrofébicas, atracciones
electrostaticas). Los geles pertenecientes al primer grupo se han denominado
geles quimicos y los pertenecientes al segundo, geles fisicos (Doublier,
1992).

Reoldégicamente, se han descrito los geles como sélidos viscoelasticos, por lo
que es deseable especificar la magnitud de tiempo de relajaciéon de esfuerzos
para que la definiciéon sea valida. No hay duda que la mayoria de los geles
fisicos tienen tiempos de relajacion finitos por lo que algunas veces se
designa como “sdlidos suave” pero al aplicar este concepto se debe indicar el
intervalo aceptable de valores de maodulos reoldogicos para adecuar a los
geles a esta especificacion. Considerando todo lo anterior, Clark y Ross-
Murphy en 1987, ante la dificultad de limitar los valores de esfuerzo o
deformacién a los cuales se aplica el concepto de gel, propusieron una
subdivision de geles fisicos en “geles fuertes o verdaderos” y “geles débiles”,
de acuerdo a las propiedades de flujo que estos manifiesten y al
comportamiento microscopico. Para Clark y Ross-Murphy (1987) un gel
fuerte o verdadero es aquel que forma una estructura macroscopica estable
mecanicamente, capaz de autosostenerse y por lo tanto no muestra flujo
estacionario en la escala de tiempo propia de la medicion, los geles débiles,

por otra parte, se han descrito como redes tridimensionales de caracter



transitorio, donde la componente elastica es menos evidente por lo cual
fluyen mas facilmente cuando los esfuerzos aplicados son lo suficientemente
grandes (Steffe, 1992).

Existen otras clasificaciones de geles que se basan en el tipo de estructura
que forman y en el mecanismo de formacion de gel que se lleva a cabo, tal
es el caso de la clasificacion propuesta por Flory 1974, él clasifica a los geles
en cuatro grupos: estructurales lamelares; redes poliméricas formadas por
agregacion fisica, predominantemente desordenadas, pero con regiones
locales ordenadas; redes poliméricas formadas por uniones covalentes y
estructuras desordenadas formadas por particulas o agregados coloidales.
Los geles formados a partir de biopolimeros se ubican dentro del segundo
grupo de esta clasificacion dentro del cual también se encuentran los geles
débiles y fuertes propuestos por Clark y Ross-Murphy (1987). Una
clasificacion mas tecnoldgica divide a los geles simplemente como termo-
reversibles y termo-irreversibles, de acuerdo a su capacidad de transicidon

gel-sol al incrementar la temperatura.

La gran importancia que han tenido las propiedades mecénicas y sensoriales
de los alimentos asi como la necesidad de cuantificar objetivamente estas
propiedades, ha impulsado el desarrollo de la reologia en el area de fluidos
biolégicos. Los polisacaridos y las proteinas son las macromoléculas
responsables de la mayoria de las propiedades funcionales. La formacion de
geles ha sido trascendental en las ultimas décadas, principalmente en la

relacién a la estabilidad y textura de sistemas alimenticios.

1.3.6.4 NATURALEZA VISCOELASTICA DE GELES FORMADOS A
PARTIR DE BIOPOLIMEROS



En polimeros formados por un unico componente gelificante, el proceso de
formacién de gel se ha descrito a partir de la creacion de zonas de union,
asumiendo que cuando las condiciones del entorno son propicias para la
gelificacion, en el interior del polimero se llevan a cabo entrecruzamientos
entre cadenas involucrando grandes zonas de union que se van extendiendo
hasta ocupar todo el volumen de la solucion (punto de gel). Estos
entrecruzamientos pueden ser de naturaleza quimica (enlaces covalentes) o
de naturaleza fisica menos estable (puentes de hidrégeno, fuerzas de van
der Waals, atracciones electrostaticas). En muchos geles de interés en
alimentos las interacciones predominantes son de tipo fisico, que al tener un
nivel energético muy bajo comparado con los enlaces covalentes, son de vida
corta, formandose y deshaciéndose continuamente. Cuando el sistema ha
llegado al punto de gel, la incorporacion de las cadenas restantes va
reforzando la red, reafirmando las caracteristicas elasticas del gel hasta
llegar a un estado pseudoestacionario donde existe un equilibrio entre la
formacién de enlaces cruzados y la desintegracion de éstos, lo que se
confirma con la estabilizacién de las propiedades reoldgicas del gel (mdédulos
dindmicos G’ y G”) (Doublier, 1992).

Las determinaciones reoldgicas en estado pseudoestacionario, (denominado
asi porque se ha precisado que nunca se llega a un estado estacionario real
(Ferry, 1980), pues la red continuamente esta en construccion) de geles
fisicos, ilustran el comportamiento de las redes tridimensionales que
conforman el gel a diferentes tiempos de observacién. Si el tiempo de
observacion es menor al tiempo caracteristico de los enlaces que promueven
la formacion de zonas de unidn, el material tendrda un comportamiento tipico
de sdlido, pero si el tiempo de observacion es mayor que el tiempo de vida
de las zonas de unidon, el comportamiento del material sera tipico de un
liguido, es decir fluye. EI comportamiento sélido-liquido prevaleciente en los

geles les confiere una naturaleza viscoelastica, por lo tanto, para una



adecuada caracterizacion reoldgica es imprescindible el conocimiento de las

propiedades viscoelasticas.

Para caracterizar completamente un gel, es necesario hacer determinaciones
sobre un amplio intervalo de tiempo, en la practica esto no es posible debido
a ciertas limitantes que presentan las pruebas reoldogicas y al equipo
disponible; para ampliar el espectro de tiempo en la caracterizacion
reoldgica, se ha recomendado combinar varias técnicas geométricas para que
la informacion no proporcionada por una técnica sea facilitada por otra
complementaria (Doublier, 1992). A pesar de que algunos autores
recomiendan esta combinacion de técnicas, no se han encontrado reportes

de estudios en geles de sistemas alimenticios.

1.3.7 METODOS EXPERIMENTALES PARA LA DETERMINACION DE
PROPIEDADES VISCOELASTICAS DE GELES

Existen varias pruebas reolégicas no estacionarias para caracterizar
materiales viscoelasticos. Doublier los ha clasificado en tres grupos
(Doublier, 1992):

1. Métodos de ultrasonido: a partir de estas pruebas se obtiene
informacién a tiempos muy cortos de observacién (10“a 10°s). Como
el tiempo experimental, en la mayoria de los casos, es menor que el
tiempo de relajacion de las interacciones intermoleculares, el material

se comporta durante esta técnica como soélido viscoelastico.

2. Métodos transitorios (fluencia y relajacion de esfuerzos): son los mas
antiguos y clasicamente utilizados, proveen informacion a tiempos de
observacion desde 10s hasta varias horas, por lo tanto se emplean

frecuentemente para analizar los movimientos moleculares lentos que



se suponen ocurren en el interior del gel. En estas pruebas se

presentan diferentes casos:

i) relajacion de esfuerzos después de una deformacion repentina

ii) relajacion de esfuerzos después del cese de un flujo de cizalla
estacionario

iii) incremento de esfuerzos después del inicio de una velocidad de
cizalla constante

iv) fluencia después de un esfuerzo repentino

El primer y udltimo caso se aplican tanto en liquidos como en sodlidos
viscoelasticos y los restantes sOlo a liquidos viscoelasticos. La
informacion obtenida en estos procesos de relajacion y fluencia es util
para interpretar las interacciones intermoleculares que tienen lugar en el

material analizado, en la escala de tiempo de estas pruebas.

3. Métodos dinamicos: complementan los experimentos no estacionarios
y proporcionan informacion a tiempos muy cortos de observacion (0.1
a 100s). Su uso es mas reciente que los de fluencia y relajacion de

esfuerzos.

En estos experimentos el material se somete a un esfuerzo (o deformacion)
oscilatorio sinusoidal a una frecuencia ® (Hz, rad/s) y una amplitud de onda
determinada, ver Figuras 1.15 y 1.16, si el comportamiento viscoelastico es
lineal, ver Figura 1.17, la respuesta del material (deformaciéon o esfuerzo)
oscilard también sinusoidalmente pero estara fuera de fase con la

perturbacion aplicada, ver Figura 1.15.
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Figura 1.15 Perfil de tiempo de un experimento de cizalla simple oscilatoria.
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Figura 1.16 Barrido de deformacion (%) a una frecuencia angular (rad/s)
constante en una prueba dindmica. Se emplea para determinar la zona de

deformacion lineal de los materiales. (Steffe, 1992)
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Figura 1.17 Respuesta tipica a un barrido de deformacidon que muestra la

region de viscoelasticidad lineal (Steffe, 1992)

La diferencia de fase (8) entre el esfuerzo y la deformacion, asi como la
amplitud de la deformacion y del esfuerzo se miden y se utilizan para
determinar las funciones materiales propias de este tipo de prueba:

G’: Mdédulo de almacenamiento, es indicativo de la energia almacenada y
recuperada por el material durante cada ciclo de deformacion (componente

elastica)

G”: Mdodulo de pérdida, representa la cantidad de energia que se disipa en

forma de calor en cada ciclo de deformacién (componente viscosa)
El desarrollo mateméatico para la deducciéon de las funciones materiales a
partir de este meétodo asi como las suposiciones empleadas para dicho

desarrollo puede encontrarse en la bibliografia (Steffe, 1992).

1.4 ESPECTROMETRIA DE MASAS



El concepto de espectrometria de masas es relativamente simple: Un
compuesto se ioniza (método de ionizaciéon), y los iones se separan en base
a su relacién masa/carga (método de separacion de iones), y el numero de
iones que representa cada “unidad” masa-carga se registra en un espectro.
En el modo generalmente usado de impacto de electrones, un espectréometro
de masas bombardea la sustancia bajo investigacion con un haz de
electrones y cuantitativamente registra el resultado como un espectro de

fragmentos de iones positivos.

Este registro es un espectro de masas. COmo se logra esto se esbozara con
suficiente detalle para dar cierta apreciacion de las potencialidades de la
espectrometria de masas de la forma en que se aplica para la identificacion

de compuestos quimicos organicos (Silverstein, 2006).

1.4.1 INSTRUMENTACION

La pasada década ha sido un tiempo de rapido crecimiento y cambio en la
instrumentacion para la espectrometria de masas. En vez de discutir
instrumentos individualmente, los tipos de espectrometros de masas se

pueden dividir en:

1. métodos de ionizacidn

2. métodos de separacion de iones

En general, el método de ionizacibn es independiente del método de
separacion de iones y viceversa, aunque existen excepciones. Algunos
métodos de ionizacion dependen de la salida de un cromatégrafo (por
ejemplo: LC-MS), mientras que otros no permiten el uso de cromatografos

para introducir la muestra (por ejemplo FAB y MALDI).



El requerimiento minimo del instrumental que se requiere para la quimica
organica es la habilidad para registrar el peso molecular del compuesto en
estudio hasta el nUmero entero mas cercano. Por lo tanto, el registro debe
mostrar un pico en, por decir, de masa 400, que sea distinguible de un pico
de masa 399 o de masa 401. Para seleccionar masas moleculares posibles
mediante la medicion de las intensidades de los picos isotopicos, los picos
adyacentes se deben separar muy claramente. Arbitrariamente, un valle
entre dos picos adyacentes no debe ser mayor que 10% de la altura del pico
mayor. Este grado de resolucidon se llama resolucién de “unidad” y se puede
obtener hasta una masa de aproximadamente 3000 Da en los instrumentos

disponibles de “resolucién de unidad”.

Para determinar la resolucion de un instrumento, se consideran dos picos
adyacentes de intensidad casi idéntica. Estos picos se deben escoger de
forma que la altura del valle entre los picos sea cerca de 10% de la

intensidad de los picos. La resolucion (R) es:

R=M./(Mp-Mp,) Ecuacion 1.7

Donde M, es el numero de masa mayor de los dos picos, y My es el numero

de masa menor.

Existen dos categorias importantes dentro de los espectrobmetros de masas:
los de baja resolucién (unidad) y los de alta resolucién. Los instrumentos de
baja resolucién se pueden definir arbitrariamente como los instrumentos que
separan las unidades de masa hasta m/z 3000 [R=3000/(3000-
2999)=3000]. Un instrumento de alta resolucion (por ejemplo: R=20,000)
puede diferenciar entre CiH2602 y CisHosNO, [R=250.1933/(250.1933-

250.1807)= 19857]. Esta clase importante de espectrometros de masas, que



pueden tener una R tan grande como 100,000, pueden medir la masa de un

ion con suficiente precision como para determinar su composicion atémica.

Todos los espectrOmetros de masas comparten caracteristicas en comun y
tienen métodos para la ionizacion de la muestra y para la separacién de los
iones en base a m/z. Una vez separados, los iones deben ser detectados y
cuantificados; el método de deteccion de iones es dependiente hasta cierto

punto del método de separacion de iones.

1.4.2 METODOS DE IONI1ZACION POR DESORCION

Los métodos de ionizacidon por desorcidon son aquellas técnicas en que las
moléculas de la muestra son emitidas desde una fase condensada hacia la
fase vapor como iones. Su uso principal es para compuestos grandes, no
volatiles o idnicos. Puede haber desventajas significativas. Los métodos de
desorcion no utilizan la muestra disponible eficientemente. A menudo, el
contenido de informacién es limitado. Para compuestos desconocidos, los
métodos se usan principalmente para proporcionar el peso molecular, y en
algunos casos para obtener una masa exacta. Sin embargo, aun para este
proposito, se debe usar con precaucion debido a que el ibn molecular o el i6n
cuasimolecular puede no ser evidente. Los espectros resultantes a menudo

son complicados por abundantes iones de la matriz.

1.4.3 IONIZACION POR DESORCION DE LASER.

Un pulso de rayo laser puede utilizarse para ionizar las muestras para la
espectrometria de masas. Debido a que este método de ionizacion es
pulsado, se debe usar con espectrometros de masas tanto de tiempo de
vuelo como de Transformada de Fourier. Se ha encontrado que hay dos tipos

de laser que se emplean ampliamente: el laser de CO,, el cual emite



radiacion en la region de infrarrojo lejano, y un laser de frecuencia-
cuadruplicada de neodimio/granate de itrio aluminio (Nd/YAG), el cual emite
radiacion en la region UV a 266nm. Sin la asistencia de una matriz, el

método esta limitado para bajos pesos moleculares (<2kDa).

El poder de este método se ve favorecido fuertemente mediante el uso de la
asistencia de una matriz (Matriz Assisted Desorption lonization MALDI). Se
emplean ampliamente dos materiales de matriz, acido nicotinico y acido
sinapinico, los cuales tienen bandas de absorcién que coinciden con el laser
empleado, y se pueden analizar exitosamente muestras con pesos
moleculares de hasta dos o tres cientos mil Da. Unos cuantos pico moles de
la muestra se mezclan con el compuesto matriz seguido de la irradiacion
pulsada, la cual causa que los iones de la muestra (los cuales generalmente
se observan como mondémeros cargados sencillamente aunque
ocasionalmente como iones con carga multiple y dimeros sean expulsados de

la matriz hacia el interior del espectrometro de masas.

Los iones resultantes tienen poco exceso de energia y muestran poca
propension a fragmentarse. Por esta razon, el método es bastante empleado
para mezclas. La exactitud de la masa es baja cuando se emplea con un
espectrometro de masas de tiempo de vuelo (TOF-MS por sus siglas en
inglés), pero se puede obtener muy alta resolucién con un espectrometro de
masas de transformada de Fourier (FT-MS por sus siglas en inglés). Asi como
con otros métodos de asistencia de matriz, MALDI sufre de interferencia de
fondo debido al material de la matriz, la cual es exacerbada por aduccion de
la matriz. Por lo tanto, la asignacion de un i6n molecular de un compuesto

desconocido puede ser incierta.

1.4.4 ANALIZADORES DE MASAS



El analizador de masas, el cual separa la mezcla de iones que se generan
durante el paso de ionizacibn por m/z para obtener un espectro, es el
corazén de cada espectrometro de masas, y existen diferentes tipos con
diferentes caracteristicas (Silverstein, 2006), por ejemplo: analizadores de
sector magnético, filtros de masa cuadrupolo, trampas de iones cuadrupolo,
analizadores de tiempo de vuelo, e instrumentos de resonancia ion ciclotron.
Los primeros dos tipos representan la gran mayoria de los instrumentos

utilizados en el analisis organico (Chapman, 1994).

1.4.4.1 ESPECTROMETRO DE MASAS DE TIEMPO DE VUELO

En este trabajo se empled el espectrobmetro de masa de tiempo de vuelo
(TOF por sus siglas en inglés), el cual es muy simple. Los iones son
acelerados a través de un potencial (V) y se permite que se muevan a través
de un tubo hacia el detector. Si se hace la suposicion que todos los iones que
llegan al inicio del tubo tienen la misma energia dada por zeV=m*/2,
entonces los iones de masas diferentes tendran diferentes velocidades:
v=(2zeV/m)*2. Si un espectrometro posee un tubo de largo L, el tiempo de
vuelo para un i6n dado esta dado por: t=(L’m/2zeV)"?, de donde facilmente

se puede calcular la masa de un i6n dado.

El aspecto critico de este instrumento, por lo demés sencillo, es la necesidad
de producir los iones a un tiempo y posicion conocidos exactamente. Estas
limitaciones generalmente limitan a los espectrometros TOF para utilizar
técnicas de ionizacidon por pulsos, los cuales incluyen desorcién plasma vy

laser (por ejemplo MALDI).

La resolucion de los instrumentos TOF generalmente es menor que 20,000
debido a algunas variaciones de la energia de los iones que es inevitable.

También, como la diferencia entre los tiempos de llegada al detector puede



ser tan pequefia como 107’s, se requieren sistemas electrénicos rapidos para
lograr una resolucion adecuada. Del lado positivo, el intervalo de masas de
estos instrumentos es ilimitada, y como los cuadrupolos, tienen excelente
sensibilidad debido a la falta de ventanas de resolucién. Es por esto que la

técnica es mas util para grandes biomoléculas (Silverstein, 2006)

Una ventaja importante de los instrumentos de tiempo de vuelo es su
potencialmente alta sensibilidad que resulta de dos caracteristicas del
instrumento: primero, alta transmision debido a la ausencia de haces
definidores de cortes (beam defining slits); segundo, la separacién temporal
de iones los cuales, aunque separacion espacial, no desvia ningun i6n del
detector. El reciente desarrollo de dispositivos de registro de alta velocidad
ha hecho posible registrar corrientes ionicas (temporales) que contienen

informacién correspondiente al intervalo completo de masa.

Una buena resolucibn de masa se logra menos facilmente con un
instrumento de tiempo de vuelo debido a que se ve afectada por varios
factores que aumentan el tiempo en que el paquete de iones alcanza el
detector. Estos factores son la longitud del pulso formador de iones, el
tamarno limitado del volumen en que se forman los iones y la energia cinética
propagada de los iones. Debido a esto, para un espectrometro de masa de

tiempo de vuelo, es esencial un disefio cuidadoso de la fuente de iones.

En el primer espectroOmetro de masas de tiempo de vuelo comercial, los
iones de formaban de la fase gaseosa por ionizacibn por impacto de
electrones. El hecho de que los iones se pudieran crear en diferentes
posiciones dentro del haz de electrones se compensaba con el uso de una
fuente de iones con dos regiones aceleradoras de iones. En contraste con los
procesos continuos de ionizacion en fase gaseosa, como la ionizacién por

impacto de electrones, los espectrometros de masas de tiempo de vuelo son



directamente y simplemente compatibles con la formacion de iones por
desorcion directa de una superficie, por ejemplo, espectrometria de masas
por desorcion laser y desorcion plasma. Estas técnicas de ionizacion por
pulsos dan tiempos de ionizacion cortos y bien definidos y una regién de
ionizacion pequefa y perfectamente bien definida, lo cual es ideal para los

analisis de tiempo de vuelo.

La resolucion en un instrumento de tiempo de vuelo se puede mejorar
mediante el uso de un reflectrén (un espejo de iones). Después de atravesar
el tubo de vuelo, los iones entran al campo de retraso, que se define por una
serie de rejas, y se voltean y regresan a través del tubo de vuelo. El principio
del reflectron es que un i6n con alta energia penetrara en el campo de
retraso mas profundamente, tardara mas tiempo en voltearse, y se juntara
con otro i6bn mas lento (de la misma masa) en el momento en que ambos
lleguen al detector. El reflectron produce la pérdida de algunas sefales
idnicas. En parte esto se debe a la introducciéon de rejillas adicionales, por lo

que se han diseflado reflectrones sin rejillas.

Los métodos de tiempo de vuelo son muy adecuados para las mediciones
donde la corriente ionica disponible esta limitada por el método de
ionizacién, por ejemplo los fragmentos de fisién del 2>2Cf o los pulsos laser, y
para problemas donde la muestra es limitada. Las técnicas de ionizacién por
pulsos también se pueden usar con un flujo continuo de muestra, pero el
proceso es, naturalmente, mucho menos eficiente con respecto al consumo
de muestra. Una implementacion interesante en este caso es presentar la
muestra como un haz molecular que dé un enfriamiento de la energia interna
y reduzca la energia cinética propagada. Es posible lograr mas correcciones
de la energia propagada después de la ionizaciéon por laser utilizando un
reflectron y bajo estas condiciones se pueden registrar poderes de resolucion

relativamente altos.



1.4.5 SISTEMAS DE DETECCION DE IONES

1.4.5.1 EL MULTIPLICADOR DE ELECTRONES

Los iones que se produjeron de la fuente se separan de acuerdo a su relacion
masa carga en la seccion del analizador. Como resultado de esta separacion,
las diferentes corrientes de iones de intensidades variables, en el intervalo
de aproximadamente 10° A hasta un minimo de quizds 10™*® A en el

seguimiento de un i6n dado, pueden llegar al detector.

La forma méas ampliamente empleada para la deteccion de estas corrientes

es el multiplicador de electrones, ver Figura 1.18.

El multiplicador de electrones puede ser tanto del tipo dinodo discreto como
dinodo continuo. Un dinodo multiplicador discreto consta de 12-20 dinodos
hechos de berilio-cobre, el cual tiene buenas propiedades de emisiéon
secundaria, eléctricamente conectado a través de una red resistiva. El
impacto inicial de iones energéticos en el primer dinodo de conversion
resulta en la emision de electrones. Estos electrones son entonces acelerados
por el voltaje aplicado dentro de las siguientes colisiones en cada paso de la
cadena del dinodo, resultando eventualmente en una emision de electrones

muy amplificada.
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Figura 1.18 Diagrama esquematico del multiplicador de electrones.
(Chapman 1994).

El canal multiplicador continuo esta hecho de vidrio barnizado con plomo el
cual tiene buenas propiedades de emision secundaria y es eléctricamente
resistivo. Un voltaje aplicado entre los extremos del tubo creara un campo
uniforme a lo largo del tubo. Un i6n incidente en la superficie interna en un
extremo liberara electrones secundarios que seran acelerados por el campo
para producir colisiones subsecuentes con la pared interna. Los detectores
Channeltron son, de hecho, curvos para prevenir falsos pulsos debidos al
movimiento de iones positivos formados dentro del detector. Los canales
multiplicadores de electrones son muy compactos y también pueden estar
hechos en forma de platos microcanales que se usan como la base para

arreglos de detectores.

La ganancia del multiplicador de electrones, el cual puede tener un valor
méaximo en exceso de 10° depende del voltaje aplicado y se produce
virtualmente sin ruido y con una constante de tiempo muy pequefa. Un plato

conector, colocado después del dinodo final, esta conectado a un pre-



amplificador que convierte la corriente de salida en un voltaje adecuado para
registro, por ejemplo: por digitalizacion. El voltaje de salida (V) de este

amplificador esta dado por la Ecuacién 1.8:

V=GIRs Ecuaciéon 1.8

donde G es la ganancia del multiplicador, R es la resistencia retroalimentada
del amplificador (generalmente 10® ohms), e | es la corriente de entrada al

multiplicador (Chapman, 1994).

1.4.5.2 DETECTORES POST-ACELERACION

Si consideramos la deteccion de iones de alta masa, la velocidad de un ion
en el impacto con la superficie del multiplicador esta dado por la Ecuacion
1.9:

v=1.39 x 10* [(Va- V) (z/M)]°° m-s™ Ecuacion 1.9

donde V, es la fuente de voltaje de aceleracién, V; es el voltaje en la
superficie objetivo, y M/z es la relacibn masa carga del i6n. Por lo tanto, un
ibn de masa 1000 Da, que alcanza el detector con una energia de 10 keV,
tendra una velocidad de 4.4 x 10* m-s™. Bajo estas condiciones, la deteccion
por un multiplicador de electrones es eficiente. Con un idn de mayor relacion
masa-carga, por ejemplo: insulina (M= 5734, z=1), bajo las mismas
condiciones de impacto alcanza 1.8 x 10* m-s™ y la eficiencia de deteccién
disminuye dramaticamente. Una solucién a este problema es aumentar la

velocidad del i6n para obtener una deteccidn eficiente.

En un detector de post-aceleracion (PAD por sus siglas en inglés), ver Figura
1.19, el haz de electrones se acelera, después del analisis de masas, hasta

un objetivo de metal separado, el cual generalmente esta localizado fuera del



eje. Los electrones e iones negativos del objetivo son acelerados hacia un
multiplicador de electrones. El objetivo se opera con una diferencia de
potencial entre -8 y -30 kV. Los detectores de post-aceleracion son
ampliamente utilizados en la espectrometria de masas organica para facilitar
la deteccion de iones de alto peso molecular. La deteccidon de iones negativos
a menudo utiliza una forma de PAD en que el dinodo de aceleracion se
mantiene a una alto voltaje positivo. Bajo estas condiciones, el impacto de
iones negativos provoca la salida de iones positivos los cuales se aceleran

hacia el multiplicador.
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Figura 1.19 Diagrama esquematico de detector post-aceleracion (Chapman
1994).

De hecho, recientemente se ha reportado que no hay un umbral universal de
velocidad a 1.8 x 10* m-s™* como se habia sugerido previamente. Por el
contrario, se ha demostrado que las eficiencias de deteccion medidas para
aminoéacidos y péptidos se pueden relacionar en una sola ecuacion que

contenga tanto el peso molecular como la velocidad del ibn como variables.



1.4.5.3 ARREGLO DE DETECTORES

Un arreglo de detectores para un instrumento de sector magnético esta
disefiado para incrementar los limites de deteccion mediante el registro
simultaneo de los iones con varios valores adyacentes de masa. Estos
detectores estan basados en microcanales multiplicadores instalados de
forma que estén a lo largo del plano focal del instrumento. En este arreglo,
los electrones de los platos microcanal son acelerados hacia la cara cubierta
de fosforo de un acoplado de fibra 6ptica. Los fotones que se generan en el
fésforo se transmiten a través de la fibra O6ptica hacia un arreglo de

fotodiodos, montado afuera del sistema de vacio, ver Figura 1.20.
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Figura 1.20 Diagrama esquematico de un arreglo de detectores (Chapman,

1994)



Otro tipo de detector de iones es el arreglo de posicion y tiempo resuelto
(position and time resolved array). En este dispositivo, los electrones que se
producen por los platos microcanales son acelerados hacia el palto colector
que consiste en varias tiras conductoras conectadas por capacitores. Los
amplificadores sensibles a cargas localizados en cada extremo de los platos
colectores registran la corriente en la cadena de capacitores y, comparando
estas dos corrientes, se puede determinar la posicion de la nube de
electrones en el plato con gran exactitud. Con este arreglo, el tiempo de
llegada de un i6n también puede ser medida y relacionada con el valor
simultaneo del campo magnético, para que el arreglo pueda ser utilizado

mientras el instrumento esta barriendo.

1.4.6 INSTRUMENTOS Y TECNICAS PARA LA LDMS
(ESPECTROMETRIA DE MASAS POR DESORCION LASER)

Aungue tanto las ondas continuas como los pulsos de laser se han utilizado
desde los primeros experimentos, los pulsos de laser ahora se emplean
exclusivamente tanto en los regimenes UV como IR. La escala de tiempo
corto de la operacion de pulsos laser significa que la LDMS no es totalmente
compatible con la operacion convencional de escaneo. Por otro lado, el pulso
ldser es una fuente ideal de iones para un analizador de tiempo de vuelo el
cual puede registrar todos los iones producidos por cada pulso laser. El
intervalo de masa virtualmente ilimitado del analizador TOF es una ventaja
particular en el analisis de materiales de alto peso molecular por
desorcion/ionizacion laser asistido por una matriz. El espectrémetro de
masas de transformada de Fourier también es un instrumento muy adecuado
para los experimentos de desorcidén/ionizacion y varios autores han utilizado

esta combinacién tanto con laser IR como UV.



Los primeros experimentos en desorcion/ionizacion laser, estaban basados
en un instrumento reflectron TOF comercial. Un instrumento similar después
fue modificado mediante la adicion de instalaciones para post-ionizacion. En
el dltimo caso, las moléculas neutrales eran desorbidas por el primer laser
UV mientras que el ultimo laser UV se disparaba con un retraso de tiempo
variable para fotoionizarlos, en la fase gaseosa, directamente por encima de

la superficie de la muestra.

Para el trabajo de haz molecular, la muestra puede volatilizarse por un pulso
de laser de CO,, ver Figura 1.21. Después, las moléculas neutras se
embarcan en un haz supersonico de atomos de argébn que se forma por
expansion de gas argon a 1 atmoésfera a través de un orificio de 100um de
didmetro. La reduccion en la propagacion de la energia cinética que resulta
del embaucamiento es un factor importante en la habilidad del la técnica de
haz molecular para ofrecer una resoluciéon de masa altamente mejorada con
un espectrometro de masa de tiempo de vuelo. El haz molecular entonces es
irradiado e ionizado por un rayo laser transverso ajustable (tunable dye
laser) en la region de origen. La disminucion de los niveles de energia
interna de las moléculas del analito en la expansion deriva en bandas de

absorcidén angostas y por lo tanto en una ionizacion muy selectiva.
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Figura 1.21 Diagrama esquematico de un instrumento de tiempo de vuelo
(TOF) (Chapman, 1994).

Si los experimentos de desorcion laser se llevan a cabo en una fuente
convencional de ionizacion quimica de alta presion, se puede aumentar el
tiempo de vida de las moléculas neutras por colisiones dentro del gas plasma
reactivo. Ademas, las moléculas neutras también se ionizaran por los
procesos comunes de ionizacién quimica por colisién ibn-molécula. Por estos
medios la desorcion laser se puede hacer mas compatible con operaciones de
escaneo convencionales y da un sistema mediante el cual se puede registrar

el espectro de ionizacion quimica de moléculas relativamente polares.

Un uso alternativo de un laser en una fuente de electrones de impacto que

también es compatible con un instrumento de escaneo es utilizar el laser



para volatilizar la muestra indirectamente por medio del sustrato. La energia
de un pulso de laser de rubi se utiliza para vaporizar la muestra por medio
de una fibra 6ptica que se acopla en una sonda hueca y que alcanza el
soporte de la muestra, ver Figura 1.22. La ionizacién posterior de las
moléculas neutras volatilizadas es por medio de impacto de electrones
convencional. Con esta configuracion, una duracion relativamente larga de la
sefal sugiere que la evaporacion de la muestra dura mucho tiempo después
del pulso laser. Resulta muy interesante que muchos iones de baja masa
molecular se observan facilmente debido a la ausencia de ruido quimico a

menudo presente en los métodos de ionizacién suave.
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Figura 1.22 Diagrama esquematico de un instrumento de escaneo
(Chapman 1994).

1.4.6.1 DESORCION/IONIZACION LASER ASISTIDA POR UNA MATRIZ
(MALDI)

En sus experimentos pioneros con desorcion/ionizacion laser asistida por una
matriz, se utilizé el mismo instrumento que en los primeros experimentos,

ver Figura 1.22. Para la MALDI de biomoléculas grandes, con este



instrumento el rayo laser se desenfoca hasta un diametro de 10-50um e
incide sobre la muestra en un angulo de 45° respecto a la normal. Los iones
desorbidos después se aceleran con una energia de 3kV por el analizador de
masas. En el detector los iones se post-aceleran a 20kV para una deteccion
mas eficiente de iones de alta masa por el multiplicador de electrones. Por
este medio, las biomoléculas intactas, con pesos moleculares
considerablemente por encima de cualquier cosa previamente alcanzable, se

ionizaron exitosamente, ver Figura 1.23.
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Figura 1.23 Diagrama esquematico de un instrumento de tiempo de vuelo

empleado para el analisis por MALDI.

En otro equipo, los iones que se producen son acelerados con una energia de
aproximadamente 20kV para el analisis de masas en un instrumento lineal
de tiempo de vuelo, en vez de un reflectron. Se utiliza un detector

microcanal sin post-aceleracion sustancial para la deteccidn de los iones.



La densidad de potencia de laser es un parametro critico para la operacion
exitosa en el modo de asistencia de una matriz. El uso de una densidad de
potencia muy alta puede dar como resultado la pérdida de pequefios

fragmentos neutros del ibn molecular.

El descubrimiento de que con la eleccion correcta de una matriz, también se
puede utilizar una luz laser de 355 nm de un laser de Nd-YAG abridé la
posibilidad de utilizar otros tipos de laser, como un laser mas barato de
Nitrogeno (337nm), como una alternativa al laser de Nd-YAG empleado

hasta la fecha.

Dos de las matrices organicas mas efectivas para emplearse a 337 6 355 nm
son el acido 2,5.dihidroxibenzéico (DHB) y el acido 3,5-dimetoxi-4-
hidroxicinamico (acido sinapinico). Cada una de estas nuevas matrices tiene
una tendencia reducida a producir iones generados fotoquimicamente vy,
debido a los altos pesos moleculares de estas matrices, la presencia de
cualquier i6n formado se resuelve facilmente del ibn molecular. El uso de
longitudes de onda mas grandes también elimina cualquier posibilidad de
absorcion de la luz laser del analito por si sélo, porque la mayoria de los
biopolimeros no absorbe luz en esta longitud de onda. Cuando se emplean
estas matrices, los analitos son relativamente inmunes a los efectos de

contaminantes organicos e inorganicos.

Un proceso tipico de preparacion de muestra (Chapman, 1994) es mezclar
5ul de la solucién de la matriz (5-10 g-L' en agua o una mezcla
agua/organico) con 0.5uL de la solucién del analito (10°-10° M en 0.1% de
acido trifluoroacético o una mezcla acido trifluoroacético/organico). Se carga
una alicuota de esta mezcla (0.5-1uL) que contenga aproximadamente 10™*?
moles del analito en la sonda y se seca antes de introducirlo en el

espectrometro de masas.



Se ha encontrado una amplia gama de matrices utiles, que incluyen glicerol,
urea, acidos carboxilicos y aquellos que se emplean en la
desorcion/ionizacion laser UV. El uso de acido caféico como matriz en varios

casos promueve cargas multiples (Chapman, 1994).

La MALDI muestra una ventaja uUnica, comparada con otros métodos de
espectrometria de masas, para el andlisis de biomoléculas, debido a que el
rendimiento del analito-iones relacionados parece no disminuir conforme

aumenta el peso molecular.

La desorcién/ionizacion laser asistida por una matriz implementada en un
instrumento de tiempo de vuelo es una técnica extremadamente sensible. En
la practica, se requiere cerca de 1 pmol del analito debido a las limitaciones
de manejo de la muestra. En comparacion con el electroespray (ES por sus
siglas en inglés), la MALDI se puede aplicar a una amplia gama de
biopolimeros, por ejemplo: proteinas, glicoproteinas, oligonucledtidos y
oligosacaridos. Con la eleccion de una matriz adecuada, la MALDI es mas
tolerante que la ionizacidon por ES respecto a la presencia de contaminantes
organicos e inorganicos. La minimizacion de los efectos de supresion significa
que la MALDI es un método adecuado para el analisis directo de mezclas de
proteinas y es el método a elegir para el analisis preliminar de muestras de

composicion desconocida.

1.5 CROMATOGRAFIA DE GAS-LIQUIDO

La cromatografia de gas liquido permite separar los componentes de una
muestra vaporizada en virtud de que éstos se distribuyen entre una fase
gaseosa movil y una fase estacionaria liquida o soélida contenida en una

columna. La muestra que se va a analizar se lleva a la fase gaseosa y se



inyecta en una de las cabezas de la columna cromatogréafica. La elucién de
los componentes se realiza mediante el flujo de una fase gaseosa movil que,
a diferencia de la de otros métodos cromatogréaficos, es inerte y no
interactda con las moléculas de las especies de la muestra; soélo las trasporta
a través de la columna. La cromatografia gas-liquido es la que tiene mas
aplicaciones en todos los campos de la ciencia, y se le conoce mas

comunmente como cromatografia de gases (CG).

El fundamento de la cromatografia de gas-liquido es la separacién del analito
entre una fase gaseosa movil y una fase liquida estatica adherida en la
superficie de un empaque sélido inerte o en las paredes de una columna

capilar.

1.5.1 INSTRUMENTOS PARA CROMATOGRAFIA DE GASES

En la década de los noventa dio comienzo la CG en tubo capilar junto con las
técnicas de CG de alta velocidad. En la Figura 1.24 se muestra un esquema
de los componentes basicos de un cromatégrafo de gases, y en seguida se

describen brevemente.
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Figura 1.24 Esquema de los componentes basicos de un cromatégrafo de

gases (Skoog 2003).

1.5.2 SISTEMA DE GAS ACARREADOR

La fase gaseosa movil de un cromatografo de gases debe ser quimicamente
inerte, por lo cual se utiliza gas helio; aunque también pueden emplearse
otros gases como argon, nitrégeno e hidrégeno. Ya que los gases vienen
comprimidos en tanque de presion, es necesario disponer de reguladores de

presion y mandmetros para controlar la velocidad de flujo del gas.

Las presiones que se alcanzan en la entrada de la columna van de 10 a 50
psi (Ib/pulg? por arriba de la presién atmosférica) y proporcionan un flujo de
25 a 50 mL/min. Muchos cromatografos comerciales ya vienen equipados
con circuitos electronicos que miden el flujo de gas, ademas de un sistema

controlado por computadora para regular la velocidad de flujo.

1.5.3 SISTEMA DE INYECCION DE LA MUESTRA

Para optimizar la eficacia de la columna cromatografica, es indispensable que
la muestra tenga el tamafo adecuado para inyectarla como un “bolo” de
vapor; si las muestras son voluminosas o se inyectan lentamente, se
obtienen bandas muy anchas y su resoluciébn es pobre. Las muestras
pequefas se inyectan con microjeringas calibradas a través de un diafragma
o0 septo de caucho o de silicona que desemboca en una cavidad (o puerta)
donde se calienta la muestra antes de pasar a la cabeza de la columna. La
temperatura que se alcanza en esta cavidad, ver Figura 1.25, es de unos
50°C por arriba del punto de ebullicibn del componente menos volatil de la
muestra. Los volumenes de muestra para las columnas analiticas empacadas

de manera normal van desde unas décimas de microlitro hasta 20uL; en



tanto que en capilares los volumenes se reducen hasta 100 veces o mas. En

estas columnas es necesario utilizar

un mecanismo para fraccionar

la

muestra e inyectar sélo una pequefia porcion conocida (1:100 hasta 1:500);

el resto se desecha.
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Figura 1.25 Sistema de inyeccion

Cromatografia de gases (Skoog, 2003).

1.5.4 DETECTORES
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Los sistemas de deteccidn para la cromatografia de gases deben responder

rapidamente a las pequefias concentraciones de solutos que salen de la

columna. En cualquier instante, la concentracion de soluto en el

gas

acarreador no llega a mas de unas cuantas partes por mil, y a menudo es

dos ordenes de magnitud menor. Ademas, como el tiempo que tarda en



pasar un pico de sefial por el detector suele ser de un segundo (0 menos), es

imprescindible que éste responda totalmente a dicho lapso.

Otras propiedades del detector incluyen en que debe dar una respuesta
rapida, que sea lineal, estable y uniforme para una gran variedad de
especies quimicas; o de manera alternativa, la respuesta debe ser selectiva y
predecible hacia uno o varios tipos de soluto. Sin embargo, no existe un solo

detector que cumpla con todos estos requisitos.

1.5.4.1 DETECTORES DE CONDUCTIVIDAD TERMICA

Estos detectores fueron los primeros que se emplearon en la cromatografia
de gases, y contintan siendo de gran utilidad. El detector se compone de una
fuente calentada eléctricamente, cuya temperatura, a una energia constante,
depende de la conductividad térmica del gas circundante. El elemento
térmico puede ser un filamento de platino, oro o tungsteno, ver Figura 1.26,
o bien un pequefio termistor. La resistencia eléctrica de este elemento
dependerd de la conductividad térmica del gas. Casi siempre se utilizan
detectores gemelos; uno de ellos, se coloca sobre la cAmara de inyecciéon de
la muestra, y el otro, justo por debajo de la columna; aunque también se
puede dividir la corriente de gas. Los detectores se montan en dos brazos de
un simple circuito de puente, ver Figura 1.27, para cancelar la conductividad
térmica del gas acarreador, con lo que también se reducen las variaciones en
la temperatura, la presion y la energia eléctrica. Dado que el helio y el
hidrégeno tienen una conductividad térmica casi seis a diez veces mayor que
la de muchos compuestos organicos, aun la misma cantidad de una especie
organica reducira considerablemente la conductividad térmica del efluente de
la columna, dando como resultado un aumento sustancial en la temperatura

del detector. La deteccion es menos satisfactoria cuando se utilizan gases



acarreadores que tienen una conductividad térmica muy cercana a la de los

componentes de la muestra.

Los detectores de conductividad térmica en general son simples, tienen un
intervalo dinamico bastante lineal (alrededor de cinco 6rdenes de magnitud),
responden a muchas especies organicas e inorganicas y, lo mas importante,
no destruyen la muestra y los solutos se pueden recuperar tras su deteccion.
Su principal limitacién es su menor sensibilidad frente a otros detectores que

son 10* a 10’ veces mas sensibles.

—» Salida del flujo de gus

Entrada del flujo de gas
a)

Referencia Muestra

Fuente de —

cnergfa e Salida

Amplificador

Muestra Referencia

b)



Figura 1.26 (arriba) y 1.27 (abajo) Esquema de detectores de
conductividad térmica, el elemento térmico puede ser un filamento de

platino, oro o tungsteno.

1.5.5 COLUMNAS Y FASES ESTACIONARIAS PARA CORMATOGRAFIA
DE GASES

Las columnas que se emplean en cromatografia de gases son de dos tipos:
columnas capilares o tubulares abiertas y columnas empacadas. Estas
ultimas tienen capacidad para muestras mas grandes y son mas versatiles
que las primeras; mientras que las columnas capilares tienen una resolucion

inigualable.

1.5.5.1 COLUMNAS CAPILARES O TUBULARES ABIERTAS

La mayoria de estas columnas se fabrican de silice fundida bastante pura
para reducir al minimo los residuos de 6xidos metalicos. Los tubos tienen un
didmetro interno de 0.1 a 0.5 mm, y se les da mayor resistencia
recubriéndolos con una capa protectora de poliimida que se aplica al
momento de hacer el capilar. Las columnas llegan a ser muy flexibles y
pueden enrollarse en forma de serpentin hasta alcanzar un didmetro de unos

cuantos centimetros.

1.5.5.2 FASES LIQUIDAS PARA LA CROMATOGRAFIA DE GAS-
LIQUIDO

La fase liquida inmovilizada en una columna para cromatografia de gases
debera reunir las siguientes propiedades: (1) ser poco volatil (idealmente, su
punto de ebullicion debera estar a mas de 100°C de la maxima temperatura

de operacion de la columna); (2) tener estabilidad térmica; (3) ser



quimicamente inerte, y (4) exhibir caracteristicas de disolvente para que los
valores de k y «, de los solutos por resolver, caigan dentro de un intervalo

adecuado.

En el desarrollo de la cromatografia de gases, s6lo una docena de fases
estacionarias o0 menos han demostrado ser satisfactorios para la mayoria de

las determinaciones analiticas.

El tiempo de retencion de un analito en una columna dependera de su
constante de distribucién, que a su vez se relaciona con la naturaleza
quimica de la fase estacionaria liquida. Para que ésta funcione, debera
generar diferentes cocientes de particion de los distintos componentes de la
muestra, pero ademas, no deberan ser demasiado grandes o pequefios. En el
primer caso los tiempos de retencidn serian muy largos, y los cocientes muy
pequeiios reducen los tiempos de retencidon y hacen que la resolucion sea

incompleta.

Para que el tiempo de residencia de un analito en al columna sea razonable,
debera exhibir cierto grado de compatibilidad (solubilidad) con la fase
estacionaria. La polaridad es el efecto del campo eléctrico en las
inmediaciones de una molécula, y se mide por el momento bipolar de esa
especie. Las fases estacionarias polares contienen grupos funcionales como —
CN, -CO y —OH. Las no polares son del tipo de los hidrocarburos y los
dialquilsiloxanos, y las de poliésteres son altamente polares. Los analito
polares contienen grupos alcohol, acidos y aminas; los hidrocarburos
saturados son no polares. Como norma, la polaridad de la fase estacionaria
deberd igualar a la de los componentes de la muestra. Si esto se logra, el
orden de elucion estara determinado por el punto de ebullicibn de los

eluyentes.



La Tabla 1.2 es un listado en orden creciente de polaridad de las fases
estacionarias mas comunes para las columnas tubulares abiertos y las
columnas empacadas que se emplean en la cromatografia de gases. Con
estos seis liquidos se pueden obtener separaciones satisfactorias para 90% o

mas de las muestras analizadas por un investigador.

De los liquidos enumerados en la Tabla 1.2, cinco son polidimetil siloxanos,

cuya estructura general es:

R R 1R

En el primero de ellos, polidimetil siloxano, todos los grupo —R son —CHgs, los
cuales le confieren un caréacter relativamente no polar. En los demas
polisiloxanos de la Tabla 1.2, parte de los grupos metilo estan sustituidos por
grupos funcionales fenilo (-CeHs), cainopropilo (-C3HgCN) y trifluoropropilo (-
C3HsCF3). Cada uno de los porcentajes que se sefalan en la Tabla 1.A indican
el grado de sustitucion de los grupos metilo por el grupo mencionado. Asi, en
el 5% fenil polidimetil siloxano, el 5% de los 4&tomos de silicio se enlaza con
un anillo fenilo. Con la sustitucion de los grupos metilo se aumenta

gradualmente la polaridad de los liquidos.

El quinto liquido mencionado en la Tabla 1.2 es un polietilen glicol que posee
muchas aplicaciones en la separacion de especies polares, y presenta la
siguiente estructura

HO-CH,—CH>—(O-CH>—CH,),-OH



Tabla 1.2 Algunas fases estacionarias liquidas para cromatografia de gas liquido

Fase

Nombre comercial

Temperatura

Aplicaciones comunes

estacionaria comun maxima, °C
Fase no polar para usos generales;
Polidimetil hidrocarburos; compuestos
_ OV/1, SE-30 350 . ]
siloxano aromaticos polinucleados;
farmacos, esteroides, PCBs
5% de fenil- Esteres metilicos de acidos grasos,
polidimetil OV/3, SE-52 350 alcaloides, farmacos, compuestos
siloxano halogenados
50% de fenil- _ o
Farmacos, esteroides, pesticidas,
polidimetil ov/17 250 ]
glicoles
siloxano
50% de .
] Compuestos aromaticos clorados,
trifluoropropil- . )
o ] ov/210 200 compuestos nitroaminados,
polidimetil ) o
bencenos alquil sustituidos
siloxano
Acidos libres, alcoholes, ésteres,
Polietilenglicol Carbowax 20M 250 ) ) )
aceites escenciales, glicoles
50% de o -
) Acidos grasos poliinsaturados,
cianopropil- ) ) ) )
o ) oVv/275 240 acidos resinicos, acidos libres,
polidimetil

siloxano

alcoholes




2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1 DESARROLLO EXPERIMENTAL

El desarrollo experimental se llevd a cabo en dos fases. En la primera
fase, se hizo un analisis quimico de tres lotes de pectina citrica comercial,
uno de ellos de alto metoxilo estandarizada con sacarosa clave T-7010,
otro de alto metoxilo sin estandarizar clave T-7061 y el ultimo de bajo
metoxilo amidada clave T-7210 de alta reactividad al Calcio. Todas las
muestras fueron proporcionadas amablemente por Industrias Ragar S.A.
de C.V.

Dentro de los dos analisis que se llevaron a cabo en esta primera fase, en
el primero se les realizd un andlisis de espectrometria de masas MALDI-
TOF para determinar la masa molecular de las cadenas de pectina.
Durante el segundo analisis de la primera fase, se midi6 el contenido de
grupos metil-éster por cromatografia de gases, limitando los resultados a

la cantidad de metanol liberado (area del pico en el cromatograma).

En la segunda fase de este estudio, se realizd un estudio de la respuesta
reologica de las soluciones de pectina a diferentes condiciones impuestas
del medio, para lo <cual se prepararon soluciones diferentes
concentraciones de: (1) pectina; (2) pH; (3) Cloruro de Calcio (CaCl,). El
disefio experimental se realizd para observar el efecto que tiene cada

variable a analizar sin interaccidon entre ellas.

En la Tabla 2.1 se muestra el disefio experimental para la segunda fase de
analisis. En el nombre de cada columna se muestran las variables que se

manejaron para cada prueba realizada.



Tabla 2.1 Diseno experimental de la segunda fase del estudio.

Prueba Pectina (% p/v) pH CaCl (mM) Temperatura
Efecto del 2.0 (T-7061) * 0 250C
grado de 2.0 (T-7010) * 0 250C

metoxilacidon 2.0 (T-7210) * 0 250C
0.3 3.11 0 250C
0.5 3.03 0 250C
Efecto de la 0.7 3.12 0 250C
concentracion 1.0 3.12 0 250C
1.5 3.32 0 250C
2.0 3.4 0 250C
2.0 2.35 0 250C
Efecto del pH

2.0 4.0 0 250C
10°C
250C

2.0 * 35
40°C

Efecto del
600°C
CaCl,

100C
2.0 * 50 250C
40°C

* No se midid

Los geles de pectina de bajo metoxilo (T-7210) se prepararon mediante la
adicién de iones calcio en diferentes concentraciones (15, 25, 35, 50 mM),
para evaluar el efecto que tiene el calcio en este tipo de pectinas,

mediante el analisis de compresién uniaxial en el texturometro.



2.2 PREPARACION DE MUESTRAS

2.2.1 DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES REOLOGICAS

Las pruebas de cizalla simple y oscilatoria se realizaron en un redmetro TA
Instruments AR 2000 con una geometria de cilindros concéntricos de

doble gap.

En una balanza, se peso la cantidad de pectina comercial que se indica en
el disefio experimental y se disolvid en 60 - 70 ml agua desionizada
caliente y con agitacion hasta la completa disolucién, evitando la
formacién de grumos. Para el caso del efecto del CaCl,, ademas se peso
en una nave de plastico, y por separado, exactamente la cantidad de
CaCl, necesaria para lograr la concentracion que se indica en el disefio
experimental y se disolvié en agua desionizada a temperatura ambiente.
Una vez que la pectina estuvo completamente disuelta se agrego el CaCl,
y se enjuagod el recipiente tres veces con agua desionizada. Cuando la
solucion se enfrié hasta temperatura ambiente, en un matraz aforado de
100 ml se llevd hasta la marca con agua desionizada. Para el caso del
efecto del pH, después de completar a los 100 ml. de solucién, se midié el
pH con un potenciometro y se ajusté segun el disefio experimental con
NaOH o HCI 1 N, 0.5 N 6 0.1 N segun se necesitd. La solucién se mezclé
nuevamente por agitacion y se almacend en un recipiente con tapa en
refrigeracion durante un periodo mayor a 24h y menor a 72h hasta su

analisis en el redmetro.

Para el andlisis de las muestras en el redmetro, se colocd la muestra en el
recipiente para la muestra y se hicieron las pruebas de barrido de cizalla
simple empezando en velocidades de cizalla desde 5 hasta 250 1/s vs.

viscosidad de cizalla.



Para las pruebas oscilatorias, primero se hizo un barrido de deformacién a
frecuencia constante para determinar la zona de deformacidn lineal. Una
vez que se determind la zona de deformacion lineal, se hizo un barrido de
frecuencia con una deformacion constante, midiendo la respuesta de los

modulos de almacenamiento y pérdida (frecuencia angular o vs. G’y G”)

2.2.1.1 PRUEBAS DE CIZALLA SIMPLE

Se prepararon soluciones con cada tipo de pectina de acuerdo con el
disefio experimental de la Tabla 2.1 en agua desionizada y se estudid el

comportamiento reoldgico de viscosidad respecto a la velocidad de cizalla.

2.2.1.2 PRUEBAS DE CIZALLA OSCILATORIA DE BAJA
DEFORMACION

Para las pruebas oscilatorias, se prepararon soluciones de acuerdo al
disefio experimental de la Tabla 2.1 en agua desionizada y se estudid el
comportamiento viscoelastico para cada tipo de pectina en un barrido de
frecuencia dentro de la region de viscoelasticidad lineal, determinada
previamente mediante un barrido de deformacion a 1 Hz de frecuencia a

una temperatura de 25°C.

2.2.1.3 PRUEBAS DE COMPRESION UNIAXIAL EN GELES DE
PECTINA DE BAJO METOXILO

Para las pruebas de compresién uniaxial. Se utilizé un texturémetro MTS
Sintech 1/S (MTS, USA) con celda de carga de 100 N., equipado con un
cilindro de prueba de 2.8 cm. de diametro y se ajustd la velocidad de
compresion a 10 mm/min. Las curvas de compresidon uniaxial se realizaron
a una deformacion del 70% vy el area de contacto de la celda fue de 3.14
cm?. Los geles se cortaron con altura de 2.0 cm. Finalmente los resultados

son presentados como deformaciéon de Hencky.



Se prepararon soluciones de pectina al 2% (p/v) en agua desionizada. Se
calentaron las soluciones hasta una temperatura cercana a ebullicion y se
les agregd CaCl, en concentracién 15, 25, 35 y 50 mM, para formar geles

y analizarlos en el texturometro.

En este tipo de pruebas reoldgicas de sdlidos, se conoce la forma vy
tamano de la muestra y ésta se colocod entre dos platos paralelos rigidos
del texturémetro, ver Figuras 2.1, 2.2 y 2.3. El plato superior (cabezal) se
mueve hacia abajo a una velocidad constante, registrando la fuerza en
funcion del tiempo, posteriormente estos resultados son convertidos a
valores de esfuerzo y deformacion (deformacion de Hencky) para obtener
parametros reoldgicos fundamentales (por ejemplo, mdédulo de Young,
esfuerzo a la fractura, deformacién, entre otros) (Medina et al., 2003).
Los resultados son presentados como deformacién de Hencky contra
esfuerzo corregido. Donde, para el caso de estudio la deformacion mas
utilizada es la deformacidon verdadera, definida por Hencky como la mas
apropiada (Medina et al., 2003). De acuerdo con Henchy, la deformacion
verdadera (eH) para pruebas en compresion estd dada por la expresion

logaritmica adimensional que relaciona el cambio de altura en cada

instante t (AH ) con la altura actual del espécimen en ese instante t (H):

H
&y = Id—H:InH —InH, :Ini
H H g
Ho 0 Ecuacion 2.1

Donde, ey= Deformacién de Hencky (-), H = Altura en el instante t (m), Ho
= Altura inicial (m). Para el uso de la deformacidon de Hencky es

conveniente considerar que el volumen de la muestra es constante.
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Figura 2.1 Curva de compresidon esfuerzo versus deformacion en

sistemas gelificantes (Damasio et al., 1990)

Figura 2.2 Equipo de compresién un Texturodmetro modulo Sintech 1/s
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Figura 2.3 Determinacidon de el modulo de Young, esfuerzo y deformacion
a la fractura corregidos en ensayos de compresiones uniaxial (Tang et al.,
1996).

Cabe resaltar que, dentro de los esfuerzos normales, existen distinciones
en funcion del area transversal en donde éste se aplique. De esta manera,
si el area de la seccion transversal de la prueba cambia constantemente
durante la deformacion, el esfuerzo ingenieril no representa precisamente
el estado de deformacion del material, por lo tanto para calcular el
esfuerzo basandose en el drea de la seccidn transversal actual, se utiliza
el esfuerzo verdadero. El esfuerzo verdadero, relaciona la fuerza aplicada
en el tiempo actual sobre el area transversal en el tiempo t, dada por la
ecuacion:

B

Ay Ecuacion 2.2

Or

Donde, ot = Esfuerzo verdadero (Pa), Fr = Fuerza en el tiempo actual (N),

Ar = Area transversal en el tiempo actual (m?). Después de definir

esfuerzo y deformacién, nos permite visualizar como el esfuerzo y la



deformacidén son mejores parametros para evaluar y clasificar la respuesta

mecanica en este tipo de sistemas de geles de pectinas.

2.2.2 DETERMINACION DEL GRADO DE METILACION POR
CROMATOGRAFIA DE GAS-LIQUIDO (CG)

El grado de metilacion se determind mediante un proceso de hidrolisis
alcalina con NaOH en un sistema de calentamiento con reflujo, seguido de
una cuantificacion de metanol por cromatografia de gases en un equipo
Hewllett Packard 5890 series II, acoplado a un detector de conductividad
térmica (TCD), utilizando helio como gas acarreador. Se utilizé una

columna de Innowax 30m (ID. 0.53 Megabore).

Las condiciones de evaluacion se describen a continuacion:

Temperatura del inyector: 170°C
Temperatura del horno: 400C x 3 min; 150°C x10 min; vel.
10°C/min.

Temperatura del detector. 1500C

Para cada lote y por triplicado, se pesaron 0.1g de pectina comercial y se
mezclaron cuidadosamente con 4 ml de agua destilada caliente evitando la
formacién de grumos. En un matraz de bola se vacid la solucién de
pectina cerciorandose de enjuagar tres veces el recipiente original con
agua destilada sin exceder un total de 5ml de agua destilada y se
adicionaron 1.3ml de NaOH 1N. En un sistema de reflujo se calentd a
ebullicién durante 30 minutos y después de ese tiempo se dejé enfriar. Ya
con el matraz bien frio se neutralizdé a pH 6-7 medido con un
potenciometro y se aforé a 25ml en un matraz aforado. Se guardd en un
recipiente con tapa a una temperatura no mayor a 4°C hasta su analisis

en el cromatdgrafo.



2.2.3 DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR POR
ESPECTROMETRIA DE MASAS

La determinacién del peso molecular se llevé a cabo mediante la
ultrafiltracion, para la eliminacion de azlcares de bajo peso molecular, de
soluciones de pectina comercial 100 pmol/ul H,O desionizada (suponiendo
un peso molecular de 60,000Da.) en un equipo de ultrafiltracién Amicon ®
de 100ml utilizando una membrana Millipore® de corte de 50,000 Da. y
gas N, como gas de empuje a una temperatura de 4°C. Cada muestra se

sometid a tres lavados con agua destilada de 100ml. cada uno.

Después de la ultrafiltracidén, las muestras se prepararon para el analisis
de espectrometria de masas en un equipo MALDI-TOF marca Bruker
Daltonics® utilizando una matriz de acido dihidroxibenzéico (DHB) y como
estandar de peso molecular la proteina “ubiquitina” con un peso molecular

cercano a 8564 Da. en una matriz de acido sinapinico.

En la preparacién de las muestras para analisis en el espectrometro de
masas, se prepararon diluciones 1:3, 1:5, 1:10, 1:15y 1:10 de muestra:
matriz. Para la preparacion de la matriz para polisacaridos: en un
eppendorf de 1ml se tomaron 200 pl de acetonitrilo (ACN): H,O: &cido
trifluoroacético (30: 70: 0.1 %), se le adiciond 1mg de 4&cido
dihidroxibenzdico (DHB), se agité en el vortex durante 30s y se centrifugd

a 5140 rpm durante 2 minutos.

Para la preparacion de la matriz para los estandares de peso molecular
proteinas anhidrasa carbdnica, BSA, lisozima y ubiquitina: en un
eppendorf de 1ml se tomaron 200 ul de acetonitrilo (ACN): H,O: &cido
trifluoroacético (30: 70: 0.1 %), se le adiciond 1mg de acido sinapinico,
se agitd en el vortex durante 30s y se centrifugd a 5140 rpm durante 2
minutos y se realizd una mezcla 1:3 de matriz y solucién de proteina
(Instituto de Quimica, UNAM).
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Resultados y discusion

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 RESPUESTA DE LAS PROPIEDADES REOLOGICAS

Los resultados reoldgicos se ajustaron adecuadamente mediante el
modelo de la ley de la potencia empleando la Ecuacién 3.1 (Medina et al.,
2000; Brito-De la Fuente, Choplin y Tanguy, 1997):

n=k y"* Ecuacién 3.1
donde n es la viscosidad de cizalla (Pa's), k es el indice de consistencia
(Pa:s"), y es la velocidad de cizalla (1/s) y n es el indice de

comportamiento de flujo (adimensional).

3.1.1. EFECTO DEL GRADO DE METILACION EN LAS CURVAS DE
VISCOSIDAD A LA CIZALLA SIMPLE

El efecto que tiene el grado de metilacion en las soluciones de pectina es
directamente proporcional a su respuesta viscosa en pruebas de cizalla
simple, lo cual se puede observar en la Figura 3.1, teniendo como
resultado que: para las pectinas de alto metoxilo estandarizada con
sacarosa (tipo T-7010) ser observa un comportamiento de adelgazamiento
a la cizalla (pseudoplastico) y su viscosidad varia de 0.15 a 0.1 Pa-s en el
intervalo de cizalla de 5 a 245 1/s; por otra parte para la pectina de bajo
metoxilo de alta reactividad al calcio se observa un comportamiento
Newtoniano y una viscosidad entre 0.023 a 0.025 Pa-s dentro del mismo
intervalo de velocidad de corte. El efecto que tiene la estandarizacidon es
similar al efecto de dilucion, una pectina pura (tipo T-7061) muestra una
mayor desviacion del comportamiento Newtoniano hacia un
comportamiento de caracter pseudoplastico y una mayor viscosidad que

una pectina estandarizada con sacarosa (tipo T-7010).
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Figura 3.1 Grafica del efecto del grado de metilacién y estandarizacién de

los tres lotes de pectina en pruebas de cizalla simple a 25°C.

3.1.2. EFECTO DEL GRADO DE METILACION EN LA CURVAS DE
CIZALLA OSCILATORIA DE BAJA AMPLITUD DE DEFORMACION

Las pruebas oscilatorias en la Figura 3.2, muestran que los modulos
elasticos y viscoso (G’ y G”) tienen una dependencia respecto a la
frecuencia (comportamiento tipico de fluidos viscoelasticos) donde G">G’
para todos los lotes comerciales analizados, es decir, la componente del
moédulo de pérdida o viscosa predomina sobre la componente de
almacenamiento o elastica para cualquier tiempo de observacién, debido a
que los re-arreglos de las estructuras formadas por las cadenas de pectina
se llevan a cabo a tiempos menores que los tiempos de observacion
aplicados (Medina et al., 2000). Ademas, durante las pruebas de cizalla
oscilatoria o de frecuencia, la estandarizacion tiene el mismo efecto de
dilucion observado en la respuesta de viscosidad a la cizalla simple (lote
T-7061 vs. T-7010). En ambas muestras se presentan los mismo

comportamientos en los espectros mecanicos dindmicos, de ambos
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modulos G y G” (lote T-7010 vs. T-7210), aunque de magnitudes

diferentes.
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Figura 3.2 Grafica del efecto del grado de metilacidn y estandarizacién de
los tres lotes de pectina 2% p/v, en pruebas de oscilatorias de

deformacion a 25°C.

3.1.3. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE PECTINA EN LAS
CURVAS DE VISCOSIDAD A LA CIZALLA SIMPLE

En la Figura 3.3 se muestra la respuesta mecanica al esfuerzo de cizalla
de una serie de soluciones de pectina de alto metoxilo T-7010, segun el
disenio experimental en la Tabla 2.1. Se observa un comportamiento
Newtoniano en todas las soluciones desde el 2% hasta el 0.3% (p/v), lo
cual contrasta al comportamiento observado durante el analisis del efecto
del grado de metilacién, donde solamente la pectina de bajo metoxilo de
alta reactividad al calcio lote T-7210 en concentracién 2% (p/v) presenta
un comportamiento Newtoniano y los otros dos lotes T-7061 y T-7010 a la
misma concentracion, muestran un comportamiento no Newtoniano del

tipo pseudoplastico.
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Figura 3.3 Grafica del efecto de la concentracién (p/v) de la pectina de
alto metoxilo (T-7010) en la viscosidad y comportamiento de las
soluciones. Realizado en un redmetro Haake (Rotovisco RV 20 CV 20N)

con una geometria de cilindros concéntricos ZB15.

El efecto observado es funcion de la dilucidn, aunque si se observa la
Figura 3.4 (concentracion de pectina vs. k y n), no solamente se afecta el
indice de consistencia k, el cual aumenta conforme aumenta Ia
concentracion de pectina, reflejado como un aumento de la viscosidad,
sino que ademas, conforme las soluciones se van haciendo mas
concentradas, el indice de comportamiento de flujo n se va alejando de la
unidad hacia valores inferiores, es decir, el comportamiento de flujo se va
haciendo mas pseudoplastico. Este comportamiento es caracteristico de
soluciones de polisacaridos en conformacion de rollo aleatorio (random
coil), el cual también muestran otros polisacaridos, como las
galactomananas, dextranas, A-carragenina, derivados de celulosa, entre

otros (Morris et al., 1981).
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3.1.4. EFECTO DEL pH EN LAS CURVAS DE VISCOSIDAD A LA
CIZALLA SIMPLE

Los valores de pH seleccionados para analizar este efecto, corresponden al
pKa de la pectina reportado en la bibliografia (Harris, 1990) pKa, =3.40,
gue incluso corresponde al pH de la solucidén de pectina al 2% p/v en agua
desionizada a 25°C. En este valor de pH la molécula tiene el mismo
numero de grupos carboxilo protonados y desprotonados. La disociacién
de este poliacido es compleja y los valores de pK, aparente son funcién
del grado de esterificacion y dependen en cierta medida de la distribucion
intramolecular de cargas (Zhong et al., 1997). Un valor de pH 2.35 que
es un valor de concentracidon de protones cerca de una escala logaritmica
mayor que el pKa, en donde la mayoria de los grupos carboxilo libres
estan protonados y un valor de pH 4.00, que se selecciond por ser un
punto por encima del pK, de las pectina, en donde gran parte de los

grupos carboxilo libres estan cargados negativamente (desprotonados),



Resultados y discusion

aunque Zhong et al., (1997) reportan que incluso a pH 4.4 las muestras
de pectina no estan totalmente ionizadas. Ademas, el valor de pH 4.00
estd fuera del intervalo de pH de aplicacion de las pectinas de alto

metoxilo para la formulacion de mermeladas comunes.

En la Figura 3.5 se observa el efecto tanto en la viscosidad de las
soluciones como en el comportamiento de flujo. Como referencia, se
observa que a un valor de pH 3.40, es decir, la solucién blanco sin efecto
del pH, la solucion muestra un comportamiento pseudoplastico con un
indice de comportamiento de flujo de n=0.8921 y un indice de
consistencia de k=0.1130 Pa-s". Comparando estos valores con los
obtenidos a un valor medido de pH 2.35, donde hay mayor concentracién
de protones en el medio, se observa un acercamiento hacia el
comportamiento Newtoniano, que se expresa con un valor de indice de
comportamiento de flujo de n=0.9263, aunque por otro lado se presenta
una disminucién en la viscosidad, que se observa con un valor de indice
de consistencia k=0.0835 Pa-s". Se sabe que a un pH mas &acido, las
cadenas de polisacadrido tienen menos cargas negativas, debido a la
neutralizacion de los grupos carboxilo libres para formar Aacidos
carboxilicos protonados, lo cual hace que aumente la energia libre como
consecuencia de la disminucidn de los grupos hidrofilicos que
interaccionen con el agua. De este modo, y como consecuencia, para
compensar esta inestabilidad del sistema es necesario el plegamiento de
las cadenas mediante interacciones hidrofdbicas, asemejando Ia
coalescencia de gotas de aceite dentro de un medio acuoso para disminuir
la superficie de contacto aceite-agua, que ademas se favorecen por la
formacién de puentes de hidrogeno entre pectinas. Por consiguiente, es
posible que el plegamiento y/o entrecruzamiento de las cadenas de
polisacarido produzcan una disminucién de la consistencia y que las
moléculas de polisacarido, al estar en estructuras mas compactas y/o
asociadas, provoguen que el comportamiento tienda un poco mas hacia un

comportamiento Newtoniano.
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Figura 3.5 Grafica del efecto del pH en el comportamiento de flujo en

soluciones de pectina al 2% p/v a 25°C.

Siendo que las pectinas de alto metoxilo tienen pocas unidades de acido
galacturdnico sin esterificar, es probable que bajo estas condiciones de pH
sea igualmente favorable la asociacidn o entrecruzamientos de cadenas
que el plegamiento de una misma cadena, tal como se observa en su

respuesta mecanica.

El comportamiento de la solucién de pectina a un valor medido de pH
4.00, es decir a un pH menos acido, se obtuvieron valores de indice de
adelgazamiento al flujo de cizalla n=0.9148 y de indice de consistencia
k=0.0819 Pa-s", los cuales son muy similares a los resultados obtenidos
a un valor de pH 2.35, aunque los fendmenos fisicos involucrados, se
presume, son distintos. Por encima del pKy de una molécula, los grupos
acidos comienzan a perder sus protones y a cargarse negativamente.
Estas cargas producen un aumento de las repulsiones electrostaticas entre
cadenas de polisacarido, aunque favorecen las interacciones hidrofilicas
con el agua y por lo tanto disminuye la energia libre del sistema, es decir

es una interaccidon favorable. Del mismo modo, las moléculas cargadas
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negativamente, posiblemente tiendan a separarse entre ellas y a

extenderse en el medio.

En este punto se debe notar que el Unico azlcar que tiene carga en la
cadena de polisacarido es el acido galacturénico no esterificado con
metanol y, en pectinas de alto metoxilo de gelificacién rapida, solamente
es un pequefio porcentaje del total de mondmeros de azucar del polimero

pectina.

Por lo tanto, contrariamente a lo sugerido para valores de pH mas acidos,
se sugiere que la causa de la disminucién en el coeficiente de consistencia
se deba al plegamiento de las cadenas mismas para eliminar las
interacciones entre grupos hidrofdbicos y el agua, en vez de la asociacién
por entrecruzamientos de las cadenas de polisacaridos. Estos fendmenos
son los mismos que se han sefialado como causantes de deficiencias en el
proceso de formacion de geles de pectina por efecto del pH (Glicksman,
1969). Ademads, Medina et al. (2000) reporta que para la goma de
mucilago, un incremento del pH provoca un aumento en los valores de
viscosidad y, que en la regién alcalina, los valores de viscosidad tienden a
un valor constante. Por otro lado, en el mismo estudio, los valores de
viscosidad disminuyen rapidamente entre pH 7.0 y 2.0. Al observar la
curva de viscosidad en funcién del pH del estudio de Medina et al. (2000),
se observa una curva de forma sigmoidal similar a la que se obtiene en
una valoracidon potenciométrica acido-base, que hace suponer que el valor
de pKa de la goma de mucilago esté en un valor cercano de pH 6.2. Sin
embargo, en la misma curva no se observa un maximo en la viscosidad
como sucede en este estudio de pectinas a pH 3.40. Medina et al. (2000)
sefialan que la ionizacién de los grupos carboxilo de la goma de mucilago
por encima de pH 7 podria explicar el comportamiento de la viscosidad
reportado para la goma de mucilago. Esto ademas esta de acuerdo a lo

reportado por Trachtenber y Mayer (1982) respecto al aumento de la



Resultados y discusion

viscosidad intrinseca conforme al aumento del pH. Sin embargo, en este

estudio no se observa el mismo efecto.

3.1.5. EFECTO DEL pH EN LAS CURVAS DE CIZALLA OSCILATORIA
DE BAJA DEFORMACION

En la Figura 3.6 se observa que a 25°C, para todas las muestras,
independientemente del tiempo de observacibn que se tome, la
componente viscosa G” siempre es mayor que la elastica G'. Ademas, el
efecto que tiene el pH en los mddulos para los tres valores de pH
estudiados, se puede interpretar de la siguiente manera: cuando el valor
de pH se aleja del valor de pKa (referencia) hacia valores mas acidos o
mas neutros, el valor medido para la componente viscosa G" disminuye vy,
aungue el cambio es evidente, no es muy drastico; por otro lado, la
componente elastica G’ si se afecta mas fuertemente por efecto del pH
aungue, ya sea que para valores de pH mas acidos o mas neutros, el
efecto del pH es casi el mismo: la disminucidn en la elasticidad de las
muestras. Esto significa que, para los tres valores de pH estudiados, ya
sea para tiempos cortos como para tiempos largos de observacion, se da
el reacomodo de las cadenas de polisacaridos dentro del tiempo de
observacién. Si empatamos esto con los datos de cizalla simple, podemos
suponer que las asociaciones por entrecruzamientos de las cadenas de
polisacaridos no son suficientemente fuertes y, quizds el fendmeno
responsable del comportamiento observado en las pruebas de cizalla
simple, abatimiento de la consistencia y comportamiento menos
pseudoplastico respecto al valores de pH alejados del pK,, sea el
plegamiento, mas que el entrecruzamiento, de las cadenas de
polisacaridos, lo que significa que son geles débiles, segln la definicidon de
Clark y Ross-Murphy (1987).
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Figura 3.6 Grafica del efecto del pH en los mddulos de almacenamiento
G’y pérdida G” de soluciones de pectina T-7010 al 2% p/v a 25°C.

Analizando ambas Figuras 3.6 y 3.7, se observa que a pesar del
desplazamiento de la componente elastica G’ y viscosa G” hacia valores
ligeramente menores, respecto al blanco de referencia (pH=pKaj)
representada con circulos negros, la diferencia de los moédulos permanece
casi constante, esto se observa en la Figura 3.7 como lineas paralelas de
pendiente muy similar. Esto significa que, en las Figuras 3.7 y 3.10 (G”
vs. G’), conforme se aumenta o se disminuye la diferencia entre los
maodulos viscoso y elastico (G”-G’), se afecta la pendiente de las curvas
graficadas en las mismas Figuras. Es decir, si aumenta la componente
viscosa de la muestra, la pendiente de la curva disminuye y si la
componente eldstica aumenta la pendiente de la curva también aumenta.
El mddulo complejo |G'|, que relaciona a los mddulos eléstico y viscoso,
tanto a pH 2.35 como a 4.00 disminuye poco respecto a la referencia, es
decir, dentro de los valores de pH estudiados, el efecto de pH es nulo
respecto a la respuesta viscoelastica de las soluciones de pectina que se

analizaron.
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Figura 3.7 Grafica de efecto del pH en la relaciéon de los modulos G'/G”
de soluciones de pectina T-7010 al 2% p/v a 25°C.

3.1.6. EFECTO DE LA ADICION DE CaCl, ASi COMO DE SuU
CONCENTRACION EN LAS CURVAS DE VISCOSIDAD A LA CIZALLA
SIMPLE

El efecto de la fuerza idnica en la viscosidad es importante, no solamente
para determinar si la pectina se comporta como un polielectrolito, sino
también para estimar las propiedades funcionales reoldgicas, ya que las
moléculas cargadas muestran una fuerte dependencia de la fuerza idnica
(Medina et al. 2000).

Previo al estudio de este efecto en pectina de alto metoxilo, se realizaron
las pruebas de compresidn uniaxial en geles de pectina de bajo metoxilo
amidadas T-7210, cuyos resultados se muestran mas adelante. De ese
estudio previo, se determind que las concentraciones de CaCl, a
considerar para evaluar este efecto en pectinas de alto metoxilo tipo T-
7010 serian: OmM; 35mM y 50mM porque corresponden al blanco de

referencia, a la concentracién éptima de CaCl, para la formacion de geles
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y a un exceso de CaCl, por encima de la concentracién O&ptima,

respectivamente.

En la Figura 3.8, se puede observar el efecto que tiene la adicion de CaCl,
en diferentes concentraciones sobre el comportamiento de flujo de las
soluciones de pectina de alto metoxilo tipo T-7010 a 25°C. La curva de
referencia estd representada con circulos negros y corresponde a una
solucidon de pectina al 2% p/v en agua desionizada sin calcio agregado
CaCl, OmM. Los parametros reoldgicos de esta curva son los mismo que
el blanco de referencia en el estudio del efecto del pH: indice de
consistencia k=0.1130 Pa-s" e indice de comportamiento de flujo
n=0.8921. Si comparamos estos parametros con los calculados para la
solucion de pectina 2% p/v en agua desionizada con CaCl, 35 mM a
259°C, representada con cuadros negros, los cuales son: indice de
consistencia k=0.9879 Pa-s" e indice de comportamiento de flujo
n=0.5081. Es evidente que cuando aumenta la concentracion de CacCl,
hasta 35mM, también hay un aumento en la consistencia de cerca de un
ciclo logaritmico. Ademas, hay una desviacién del comportamiento de flujo
hacia la pseudoplasticidad. Sin embargo, al aumentar nuevamente la
concentracion de CaCl, hasta 50mM, la viscosidad de cizalla disminuye
K=0.2706 Pa-s" con respecto a la concentracion de CaCl, 35mM pero se
mantiene por encima de la consistencia del blanco de referencia. El indice
de comportamiento de flujo muestra la misma tendencia que el indice de
consistencia, es decir, cambia a n=0.7804, disminuyendo con respecto a
la concentracion de CaCl, 35mM, pero se mantiene por encima del indice
de comportamiento de flujo del blanco de referencia. Traduciendo estos
numeros con respecto al comportamiento reoldgico, se puede decir que:
un aumento en la concentracion de CaCl, hasta 35mM produce un
aumento en la consistencia de la soluciéon y su comportamiento se vuelve
mas pseudoplastico; en cambio, un nuevo aumento hasta 50mM de CaCls,
produce una nueva disminucién de la consistencia y un comportamiento

menos pseudopldstico con respecto a la concentracion de CaCl, 35mM,
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pero mayor consistencia y mayor pseudoplasticidad con respecto al blanco

de referencia.
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Figura 3.8 Grafica del efecto del [CaCl;] en el comportamiento de flujo en

soluciones de pectina al 2% p/v a 25°C

En contraste, Medina et al. (2000), reportan que un incremento en la
fuerza ionica produce una disminucion de la viscosidad “como se espera
para polielectrolitos”. De este modo, para la goma de mucilago, cuya
respuesta se esperaria que fuera similar al de la pectina, debido a que
cualitativamente su composicion quimica es similar y que ambos son
polielectrolitos, en el estudio de Medina et al. (2000), reportan que hay
una clara reduccién de la viscosidad dependiente de la concentracién de
Ca*™ y Mg*" vy, que esta disminucion, es mayor para iones Ca** y Mg*™*
que para iones Na* y K*. Medina et al. (2000) explican que a una fuerza
idnica impuesta nula (cero), las cargas negativas producen una fuerte
repulsién intermolecular y por ende una molécula mas expandida, y esto
justifica la alta viscosidad de la goma de mucilago en agua desionizada.
Por otro lado, la adicion de iones reduce la repulsién y la expansion
molecular provocando una reduccion significativa en la viscosidad. Estos
resultados se reportan en concordancia con lo reportado con Trachtenber

y Mayer (1982) para la goma de mucilago (Median et al. 2000). Sin
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embargo, la pectina muestra un aumento en la viscosidad y en la
pseudoplasticidad aun con CaCl, en supuesto exceso (50 mM) a diferencia
de lo reportado por otros autores (Trachtenber y Mayer, (1982); Medina
et al., 2000).

Un estudio interesante, seria la combinacion de las condiciones impuestas
del medio, estudiadas en este trabajo, en conjunto con la combinaciéon de
diferentes tipos de pectinas (alto y bajo metoxilo), ya que pese a lo
reportado en la literatura (May, 1990), la respuesta mecanica de la
pectina de alto metoxilo, de forma similar a la pectina de bajo metoxilo,
es mas fuertemente dependiente del contenido de iones Ca*" que del pH,

para los valores evaluados en este estudio.

3.1.7. EFECTO DE LA ADICION DE cCaCl, ASi COMO DE SuU
CONCENTRACION EN LAS CURVAS DE CIZALLA OSCILATORIA DE
BAJA AMPLITUD DE DEFORMACION

Al analizar de manera conjunta el efecto del CaCl, en los méddulos de
almacenamiento G’ y pérdida G” en la Figura 3.9, se observa que:
independientemente del tiempo de observacién, cuando aumenta la
concentracién de CaCl, hasta 35mM, el mddulo viscoso G” y elastico G’
también aumentan, pero el efecto es mucho mas pronunciado sobre el
modulo eldstico G’ que sobre el médulo viscoso G”, disminuyéndose la
diferencia entre los médulos. Lo mismo pasa al cambiar, ya sea de OmM o
35mM de CaCl, a 50mM de CaCl,, ambos modulos aumentan, pero el
incremento es mas evidente en la componente elastica de la muestra.
Esto indica una clara tendencia a formar redes macromoleculares con
propiedades elasticas importantes (Medina et al. 2000). También se
observa que las muestras con CaCl, 50 mM tienen una mayor componente

elastica y viscosa que las muestras con CaCl, 35mM y OmM.
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Figura 3.9 Grafica del efecto del [CaCl;] en los modulos de
almacenamiento G’ y pérdida G” de soluciones de pectina T-7010 al 2%
p/v a 25°C.

Al analizar la relacién que se produce entre los médulos en la Figura 3.10,
se observa que conforme aumenta la respuesta de ambos maddulos en
magnitud, las curvas se desplazan hacia arriba y hacia la derecha en la
grafica G” vs. G’ (valores mayores), y la pendiente de las curvas
disminuye conforme disminuye diferencia G”-G’, es decir, al aumentar el
contenido de CaCl, aumenta la elasticidad de las muestras. Respecto a la
respuesta del mddulo complejo, que relaciona la frecuencia angular tanto
con la componente viscosa como con la elastica, se observa que a tiempos
de observacion cortos, hay una respuesta viscoeldstica muy similar en
magnitud para las tres soluciones analizadas para el estudio del efecto de
la concentracion de CaCl,, esto se observa como un cruce o casi
superposicion de la curvas desde una frecuencia angular de 99.0 hasta
396.5 rad/s. Aunque a tiempos de observacion largos, hay una diferencia
en la magnitud de la respuesta viscoelastica, siendo mayor la respuesta
del mddulo complejo (viscoelasticidad lineal) para la solucion con CaCl,
50mM, seguido de la solucion con CaCl, 35mM y por ultimo el blanco de

referencia con CaCl, O0mM, en orden decreciente de magnitud.
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Figura 3.10 Grafica de efecto del [CaCl;] en la relacidon de los modulos
G’/G" de soluciones de pectina T-7010 al 2% p/v a 25°C.

3.1.8 EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LAS CURVAS DE
VISCOSIDAD A LA CIZALLA SIMPLE CON LA PRESENCIA DE CaCl,

En las Figuras 3.11 y 3.12 se puede ver el efecto que produce la variacién
de la temperatura en el comportamiento de flujo de soluciones de pectina
de alto metoxilo T-7010 al 2% p/v en agua desionizada con CaCl,. Como
ya se observd previamente en el estudio del efecto del CaCl,, la adicion de
CaCl, 35mM y 50mM produce un aumento en la de consistencia con
respecto al blanco de referencia, pero el indice de comportamiento
disminuye con respecto al blanco de estudio (CaCl, OmM; pectina 2% p/v,
pH 3.4, 25°C). Ademas de la concentracién de CaCl,, la temperatura
también tiene un marcado efecto en el comportamiento de flujo de las
soluciones. La Tabla 3.1 resume los parametros reoldgicos que resultan de
la aplicacidon de diferentes temperaturas a diferentes concentraciones de
CaCls.
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Tabla 3.1 Efecto de la temperatura en los parametros reoldgicos de

soluciones de pectina T-7010 2% p/v en agua desionizada con CaCl..

k ]
CaCl; Temperatura °C L, n [multiplo]
(Pa-s")[multiplo]
10 1.4920 [1.82] 0.5319 [0.90]
25"t 0.8186 [1.00] 0.5941 [1.00]
35mM

40 0.2937 [0.36] 0.7109 [1.20]
60 0.3066 [0.37] 0.5319 [0.90]
10 0.7638 [2.65] 0.6523 [0.86]
50mM 25"t 0.2884 [1.00] 0.7619 [1.00]
40 0.1864 [0.65] 0.7722 [1.01]

ref. Es la temperatura tomada como referencia para el analisis del

comportamiento de los parametros reoldgicas.

La tendencia que se observa en el coeficiente de consistencia, valores de
k con respecto a la temperatura, para ambas concentraciones de CaCl,
es: el aumento en la temperatura produce un decremento en la
consistencia de las soluciones; el indice de comportamiento de flujo, por
su parte, cambia en forma inversa al indice de consistencia, es decir,

aumenta conforme aumenta la temperatura.
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Figura 3.12 Efecto de la temperatura en la viscosidad de soluciones de

pectina 2% p/v con CaCl, 50mM

Tomando como referencia la temperatura ambiente 25°C, una disminucién

de la temperatura a 10°C produce: un aumento de 82% en el indice de

consistencia con CaCl, 35mM y de 165% con CaCl, 50mM; ademas de

una disminucion de 10% en el indice de comportamiento de flujo con
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CaCl, 35mM y de 14% con CaCl, 50mM. Por otro lado, al aumentar la
temperatura hasta 40°C produce: una disminucion de 64% en el
coeficiente de consistencia con CaCl, 35mM y de 35% con CaCl, 50mM;
ademas de un aumento de 20% en el indice de comportamiento de flujo
con CaCl, 35mM y de 1% con CaCl, 50mM. Ademads, un nuevo
incremento de la temperatura hasta 60°C produce: una disminucion del
63% en el coeficiente de consistencia y una disminucion del 10% indice

de comportamiento de flujo con CaCl, 35mM.

Todos los datos muestran las mismas tendencias (aumento del indice de
comportamiento de flujo y decremento del coeficiente de consistencia
conforme aumenta la temperatura), salvo los valores de los parametros
reologicos de la muestra con CaCl, 35mM a 40°C, los cuales presentan un
comportamiento que sale de la tendencia de los demas parametros

calculados.

3.1.9 EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LAS CURVAS DE CIZALLA
OSCILATORIA DE BAJA AMPLITUD DE DEFORMACION CON LA
PRESENCIA DE CaCl;

Al analizar el efecto que tiene la temperatura sobre las propiedades
viscoelasticas de las muestras analizadas, en la Figura 3.13 se observa
que con un contenido de CaCl, tan bajo como 35mM a 10°C y a un tiempo
de observacion largo, a frecuencias angulares bajas (<49.91 rad/s), la
componente elastica predomina sobre la componente viscosa, esto indica
que: bajo estas condiciones impuestas, se forman arreglos moleculares,
cuyos re-acomodos tardan un tiempo mayor que el tiempo de
observacién, de este modo, se observa un cruce de las curvas de las
componentes elastica y viscosa a un valor de ®=49.91 rad/s y el
predominio de la componente viscosa en valores de ®<49.91 rad/s.
Estos resultados son muy extrafios, debido a que a bajas frecuencias,

existe tiempo suficiente para que los arreglos moleculares se reacomoden
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y las muestras fluyan y, a altas frecuencias, el tiempo para los re-arreglos
moleculares es muy pequefio y se esperaria que la componente elastica G’
predominara sobre la componente viscosa G”. Este predominio de G’
sobre G”, seria el normal esperado para soluciones de polisacaridos y se
observa en la goma de xantana en concentracidon superior a 1% y en la
goma de mucilago al 5% w/w en agua desionizada a pH 4.8 y fuerza
idnica 0.1025M (Rajinder, 1995; Medina et al. 2000). Este fendmeno se
ha atribuido a cambios de alargamiento de la conformacion de rollo
aleatoria random coil. Sin embargo, la naturaleza de este fendmeno aun
es controversial y no del todo claro (Medina et al. 2000). Nuevamente, los
resultados que muestra la solucién de pectina al 2% p/v en agua

desionizada a 10°C con CaCl, 35mM se oponen a esta tendencia.
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Figura 3.13 Efecto de la temperatura en la respuesta viscoelastica de

soluciones de pectina 2% p/v con CaCl, 35mM.

En este momento, se debe recordar que las muestras preparadas para el
analisis de masa molecular por espectrometria de masas se prepararon en
agua desionizada y se concentraron durante la ultrafiltracion a casi el
doble de la concentracién inicial de pectina, debido a que el volumen
inicial se reducia de 2ml de muestra a 1ml de filtrado aproximadamente.

Ademas, los lavados del filtrado se realizaron con agua destilada, que
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pudiera o no contener iones en solucién, a una temperatura cercana a
40C. Es por esto que las suposiciones hechas, acerca del posible
entrecruzamiento de cadenas y formacion de agregados que se retuvieron
en la membrana de ultrafiltracion Amicon ® de 50kDa de corte, son muy

posiblemente veraces.

Adicionalmente, cuando se aumenta la temperatura de 25°C a 40°C, no
hay un gran cambio en las propiedades viscoeldsticas de las muestras,
siendo muy similar la respuesta de los mddulos y la relacion entre ellos.
Sin embargo, al aumentar la temperatura hasta 60°C, la componente
viscosa tiende a disminuir y se empieza a tener problemas con las
mediciones ya que se empieza a observar mucho ruido en la senal, el cual
se elimind para hacer un mejor analisis de las graficas. Del mismo modo,
la componente elastica tiene el mismo comportamiento que la
componente viscosa, aunque la reduccién de la componente viscosa es
mucho mas drastica de 10°C a 25°C y después de este punto se presenta
un comportamiento muy similar en ambos maddulos. En ambos casos, por
encima de 25°C y hasta 60°C, el mddulo de almacenamiento y de pérdida

(G’ y G”) disminuyen en su magnitud cerca de un ciclo logaritmico.

De lo anterior se puede deducir es que posible obtener caracteristicas
viscoelasticas, el conjunto los mddulos de almacenamiento y pérdida,
completamente diferentes al variar la temperatura. Mientras que a 10°C
las propiedades viscoelasticas son totalmente distintas a cualquier otra
temperatura analizada en este estudio, por arriba de 25°C, los cambios

implican una disminucidn en la magnitud de la respuesta mecanica.

AL observar la Figura 3.14, se puede decir que: a una concentracion de
CaCl, 50mM, la temperatura tiene un efecto de atenuacion gradual de las
propiedades viscoelasticas, en cierto grado proporcional al aumento de la
temperatura. Esto significa que tanto la componente viscosa como la

elastica, disminuyen proporcionalmente conforme aumenta la temperatura
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y este efecto de atenuacidon es mas marcado en la componente elastica
(G") que en la viscosa (G”). Una posible explicacion es: un aumento en la
temperatura proporciona la energia suficiente para deshacer una fraccion
de
electrostaticas con el ién Ca*™* y, debido a esto, la componente elastica se

las interacciones hidrofébicas e hidrofilicas entre cadenas vy
ve disminuida en mayor proporcidon por efecto de la temperatura. Aunque
una disminucién de la temperatura (por ejemplo a 10°C) elimina energia
del sistema favoreciendo las interacciones hidrofdbicas e hidrofilicas entre
cadenas y electrostaticas con el id6n Ca** y aumenta la respuesta
viscoelastica de las muestras, también se observa que a esta temperatura
la diferencia entre los mddulos de pérdida y almacenamiento se disminuye

a tiempos largos de observacion (o < 6.28 rad/s).

Estas suposiciones también son validas para una concentracién de CacCl,
35mM, aunque probablemente, el exceso en la concentracién de CaCls,,
las moléculas y/o favorezca la

interfiera con los plegamientos de

formacion de interacciones electrostaticas e hidrofilicas del sistema.
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Figura 3.14 Efecto de la temperatura en la respuesta viscoelastica de

soluciones de pectina 2% p/v con CaCl, 50mM
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Al igual que con CaCl, 35mM, el efecto de la temperatura sobre el modulo
complejo |G*|, que representa la respuesta viscoelastica, es la
disminucion del moddulo complejo con respecto al aumento en |la
temperatura. Sin embargo, a 10°C la respuesta viscoelastica cambia a
tiempos largos de observacidon (o < 15.78 rad/s). Este fendomeno también
se observa a 25°C aunque en menor proporcién. Conforme aumenta la
frecuencia angular (e > 15.78 rad/s), la respuesta viscoelastica tiene un
comportamiento casi idéntico para las tres temperaturas evaluadas, pero
de magnitudes decrecientes respecto al incremento en la temperatura.
Este efecto se observa como lineas paralelas a altos valores de frecuencia

angular o, estos resultados no se muestran en este trabajo.

3.2 EFECTO DEL CaCl, EN LA ENERGIA DE ACTIVACION

De la Tabla 3.1, se tomaron los valores de k (Pa's) y T(K), para graficar
1/T vs. In k y obtener asi las Figuras 3.15 y 3.16 (graficas de van’t Hoff)
gue representan el comportamiento descrito por la ecuacién de Arrhenius
(Ecuacién 1.6). Aunque no se cuenta con los datos de la energia de
activacién (Ea) de un blanco de referencia (pH 3.4, pectina de alto
metoxilo T-7010 2% p/v en agua desionizada), se puede observar que un
aumento en la concentracion de CaCl, de 35mM a 50 mM (ACaCl; =
15mM) implica un aumento del 41.7% en la energia de activacion, que
varia de 24.5872 kJ/kg-mol con CaCl, 35mM a 34.8498 kJ/kg-mol
con CaCl, 50mM. Este aumento en la energia de activacién, indica que al
aumentar la concentracién de CaCl, el sistema se vuelve mas estable, ya
que implica que se requiere una mayor cantidad de energia para alcanzar
el estado de transicion de las muestras (Wark, 1991). Es decir, un
aumento en la concertacién de CaCl, favorece la termorresistencia de las

muestras.
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Figura 3.15 Grdafica de la ecuacién de Arrhenius. Efecto de Ia

concentracion de CaCl, 35mM sobre la energia de activacién Ea.
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Figura 3.16 Grafica de la ecuaciéon de Arrhenius. Efecto de la

concentracidon de CaCl, 50mM sobre la energia de activacién Ea.

La energia de activacion da un estimado de la entalpia de sitios de
entrecruzamiento a lo largo de las cadenas de pectina, considerando, por
supuesto, que el concepto de equilibrio de entrecruzamiento (ajustable

por cambios de temperatura) es valido (Clark y Farrer, 1996). Al
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comparar estos valores de Ea con la Tabla 3.2, se observa que el aumento
de la cantidad de CaCl, de 35 mM a 50mM, produce cambios mas
drasticos, en el indice de consistencia de la muestra que contiene CaCl,
50mM en el intervalo de 10°C a 259C (165%) contra la muestra que
contiene CaCl, 35mM (82%). Por encima de esta temperatura, en el
intervalo de 25° a 40°C, el cambio es mas drastico en la muestra que
contiene CaCl, 35mM (-64%o0) contra la muestra que contiene CaCl, 50mM
(-35%). Los datos no pueden compararse por encima de estas
temperaturas ya que no se cuenta con los valores de k y n para la
muestra que contiene CaCl, 50mM a 60°C, aunque la muestra con CaCl;
35mM muestra nuevamente un cambio de -63% en el indice de
consistencia k y una cambio de -10% en el indice de comportamiento de
flujo. Un efecto contrario se observa en la goma de mucilago de acuerdo
a lo reportado por Medina et al., (2000), donde indican que: un valor de
Ea mayor significa un cambio mas rapido en la viscosidad con respecto a
la temperatura y, conforme la temperatura aumenta, la viscosidad
disminuye (Medina et al. 2000). Esta tendencia observada en la goma de
mucilago solamente se observa por debajo de 25°C en ambas muestras

de pectina.

De manera similar, un aumento en la Energia de activacién (Ea) (de
24.5872 kJ/kg-mol con CaCl, 35mM a 34.8498 kJ/kg-mol con CaCl;
50mM: A=10.2626klJ/kg-mol) produce un cambio menor en la
consistencia de las muestras a temperatura constante (por ejemplo a
250C k varia de 0.8180 Pa-s con CaCl, 35mM a 0.2884 Pa-s con CaCl,
50mM).

Resulta interesante notar que algunos biopolimeros como la xantana y el
mucilago muestran propiedades viscosas estables con respecto a la
temperatura (Kang & Pettitt, 1983; Rajinder, 1995, Medina et al. 2000).
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Tabla 3.2 Efecto de la temperatura y la [CaCl,] en los parametros

reoldgicos de soluciones de pectina 2% p/v.

35mM (k, n) 50mM (k, n)
100C 82%, -10% 165%, -14%
250C - --¥ - -k
400C -64%, 20% -35%, 1%
60°C -63%, -10%

*Temperatura tomada como referencia

3.3 EFECTO DEL CaCl, EN PECTINAS DE BAJO METOXILO PARA LA
FORMACION DE GELES

Como es bien sabido, una gran deformacién de fractura significa un gel
muy deformable y un gran esfuerzo de fractura significa un gel fuerte. La
firmeza del gel se caracterizé a través del moédulo de Young inicial cuyos
resultados no se muestran aqui. De las graficas de deformacidon de Henkey
vs. esfuerzo normal en la Figura 3.17, podemos ver que los geles con
CaCl, en concentracion 35mM tienen una mayor fuerza de ruptura
que cualquier otro gel en estudio. Se observa claramente como el efecto
de la concentracién de CaCl, afecta en forma directa a la rigidez de los
geles formados desde una concentracion de CaCl, 15mM hasta alcanzar
un maximo a una concentracion de CaCl, 35 mM, la cual se puede
considerar la concentracién éptima de CaCl, para la formacién de estos
geles. Posteriormente, los geles se vuelven mas maleables y menos
rigidos (CaCl, >50mM). Este fendmeno se observa en la Figura 3.17, como
una fuerza de ruptura menor que todos los demas geles estudiados. Una
posible explicacién es la saturacion de cargas y el fendomeno de pre-
gelificacion debido a la ausencia de un agente quelante, reportado como
necesario para la formacion de geles de bajo metoxilo por May (1992)
durante la preparacidon de los geles de pectina de bajo metoxilo. Es claro

que dependiendo de la mezcla pectina-CaCl,, se producen geles de
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diferentes caracteristicas comparados en fuerza y deformabilidad y, por lo

tanto, hay un fuerte efecto dependiente de la fuerza idnica.

(o2}

f% o CaCl, 15mM
5[ £ m CaCl, 25mM
f s CaCl, 35mM
3 v CaCl, 50mM
ar £
n

Esfuerzo normal, v (Pa)

o

, 1 1 1 |
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Deformacion de Henkey, ¢, (-)

Figura 3.17 Efecto de la concentracién de CaCl, en geles formados con

pectina de bajo metoxilo T-7210 2% p/v en agua desionizada con CaCl..

3.4 ANALISIS DEL PESO MOLECULAR

Los resultados del analisis de masas no presentan un grado de
polimerizacidon (DP) bien definido para los tres lotes, esto posiblemente se
explica a que las pectinas son polidispersas en su composiciéon y peso
molecular (Towle, 1989; May, 1992). La composicidon varia con la fuente y
condiciones de extraccién impuestas (Chang et al. 1994). Tal como se
observa en las Figuras 3.18, 3.19 y 3.20. La masa molecular que se
obtienen mediante el analisis por espectrometria de masas (MALDI-TOF
MS) estd en el intervalo de 4.8 kDa. a 6.0 kDa. muy por debajo de lo
reportado para pectinas similares por otros autores (Goycoolea vy
Cardenas 2003; Cardoso 2003, Pagani, 1992) e incluso para otros
polisacaridos de composicidon quimica parecida, tal como la goma de
mucilago (2.3 x 10* Da.) (Medina et al., 2000).
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Figura 3.18 Espectro de masas (m/z) de pectina de alto metoxilo 100%
tipo T-7061 de Citrico®.
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Figura 3.19 Espectro de masas (m/z) de pectina de alto metoxilo tipo T-
7010 de Citrico®.
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Figura 3.20 Espectro de masas (m/z) de pectina de bajo metoxilo
amidada tipo T-7210 Citrico®.

Los resultados de otros autores posiblemente se deban a que, en el
presente estudio, durante la ultra filtracion se empleé una membrana
Amicon ® de 50 kDa. de corte que retuvo en su mayoria las pectinas
analizadas, demostrandose, posteriormente por espectrometria de masas,
que la masa molecular es mucho menor al tamafio del poro de la
membrana de ultra filtracion (<50 kDa). De igual forma, Majdoub et al.,
(2001) en su estudio de pectinas de nopal, separaron dos fracciones de la
extraccidon de pectinas mediante ultrafiltracidon, donde la fraccién que ellos
denominaron fraccidon de alto peso molecular, HWS M,~14.2 x 10°
determinado por cromatografia SEC no pasé una membrana de corte de
100 kDa donde no detectaron proteinas y, la fraccién de bajo peso
molecular, LWS M,~4000 determinada por cromatografia SEC, que si paso

a través de la membrana, esta constituida primordialmente por proteinas.

En un estudio realizado por Pagani (1999), reportd valores de masa
molecular de pectina de alto metoxilo obtenidas de melocotdn a partir de
diferentes condiciones de extraccién, los cuales se obtuvieron por SEC-

HPLC y variaban entre =85 y 108 kDa. Adicionalmente, Medina et
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al.,(2000) reportan valores de peso molecular de goma de mucilago de M,
= 3.4 x 10° Da. y peso molecular promedio M, = 2.4 x10° Da, obtenidos
por HPLC-SEC, los cuales corresponden a trimeros vy dimeros,
respectivamente, del peso molecular obtenido por viscometria ( 1.12 x 10°
Da) de la misma goma de mucilago de nopal (Opuntia ficus-indica). Para
el calculo de este ultimo valor, Medina et al. utilizaron las constantes de
Mark-Houwink reportadas por Huber et al., (1993) las cuales son K= 2.7
x 10° g/cm® y o= 1.068 y los valores de viscosidad intrinseca

[n]=10.5dI-g™* y son validas para polisacaridos lineales.

El fendomeno que probablemente este sucediendo en este estudio, y en
otros estudios empleando SEC-HPLC (Marshall et al. 1984) vy
ultrafiltracion, es un entrecruzamiento favorecido por interacciones
hidrofébicas de cadenas relativamente pequefas de polisacaridos dentro
del equipo, que previo y durante al analisis en el espectrémetro de masas
hacen suponer una masa molecular mayor. De hecho diversos autores han
descrito que se puede formar agregados parcialmente cristalinos de a-L-
arabinanos (1-»5) y también los p-D-galactanos (1—»4) pueden
dimerizarse para formar dobles hélices (Bluhm & Sarko, 1977). La
presencia de este fendmeno estd comprobada mediante el aumento del
radio de giro (Ry) descrito en el estudio realizado por Marshall et al.
(1984). Ademas, para comprobar la posible formacion de arreglos
moleculares, se deben analizar de manera conjunta los espectros de
viscoelasticidad de las soluciones de pectina, a las mismas condiciones
empleadas durante la ultrafiltracion de las pectinas analizadas en este

estudio (P > Patm. Y T< 10°C), los cuales no se realizaron en este trabajo.

Dentro del estudio realizado por Pagani (1999), de los resultados
reportados para pectinas de melocotdn, las constantes de Mark-Houwink
reportadas son K=7.526 x 102® y ¢=5.166, los cuales son validos para

valores de viscosidad intrinseca entre 2.0 y 8.0 dL-g'. Con estas
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constantes es posible calcular la viscosidad intrinseca de las soluciones de

pectina a partir de la masa molecular y viceversa.

Los valores de las constantes de Mark-Houwink reportados por Pagani
(1999) son muy diferentes a los reportados para la goma de mucilago por
Hubert et al., (1993) y, en este punto es importante sefalar que, fueron
calculados a partir de valores de masa molecular obtenidos por SEC-HPLC.
Ademas, de acuerdo a lo reportado para goma de mucilago por Medina et
al., (2000) y para otros polisacaridos por Bluhm y Sarko, 1977, es muy
probable que se estén observando dimeros, trimeros u oligdémeros

formados por cadenas de pectina que forman arreglos moleculares.

En esta seccién, se comparan los valores de peso molecular y de las
constantes de Mark-Houwink de pectinas contra los de goma de mucilago
de nopal debido a que ambos son polisacaridos que se comportan como
poli-electrolitos (Pals y Hermans, 1952) y estan constituidos casi por los

mismos azucares aungue en diferente proporcién (Medina et al., 2000).

Los resultados presentados en esta seccidon, cuando son comparados con
los de la literatura para otros polisacaridos y otros métodos de medicién,
es evidente que los valores de masa molecular obtenidos son
dependientes del método de medicion, del la composicion del polisacarido,

de las condiciones de extraccién, asi como del origen de las muestras.

Por otro lado, las cadenas de pectina que se estudiaron, ademas de tener
un peso molecular muy bajo, son lineales. Al analizar la Figura 3.21, se
observa que la regla empirica de Cox y Mertz se cumple, al superponerse
las curvas de viscosidad a la cizalla y la viscosidad dinamica en valores
equivalentes de velocidad de corte y y frecuencia angular o. Esto hace
suponer que en las cadenas de pectina no hay ramificaciones importantes

tanto en nUmero como en tamafo.
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Figura 3.21 Grafica de frecuencia angular o y velocidad de cizalla y
versus viscosidad dinamica n’ y viscosidad n a velocidades equivalentes.

Regla empirica de Cox y Mertz.

3.5 DETERMINACION DEL GRADO DE METILACION

Comparando los contenidos relativos de metanol liberado por cada
muestra, que se expresa como la relacidon de las areas del pico producido
por el metanol obtenidas para los tres tipos de pectinas analizadas y
multiplicadas éstas, por el volumen de las muestras, se puede afirmar que
el lote T-7061 contiene un mayor numero de grupos metil-éster en
relacion con el tipo T-7010 (2.08 veces) y estos dos a su vez tienen mas
grupos metil-éster que el tipo T-7210 (T-7061 8.42 veces vs. T-7210; T-
7010 4.05 veces vs. T-7210). Con esta informacion no es posible
comparar los resultados con respecto al grado de esterificacién debido a
que no se cuantificd el contenido de acido galacturdnico en cada muestra
de pectina, ni la cantidad de pectina en cada lote comercial. Por lo tanto,
se tuvo que hacer un analisis de resultados respecto a la cantidad de
metanol liberado por la misma cantidad de muestra. Con base a lo
anterior, podemos hacer las siguientes suposiciones: la muestra T-7061

tiene el mismo o un mayor grado de esterificacién que la muestra T-7010.
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Ademas, los dos lotes de alto metoxilo T-7061 y T-7010 tienen un mayor
grado de metilacién que el lote T-7210. Para saber exactamente el grado
de metilacién de cada muestra, aun falta cuantificar el contenido de
pectina y determinar el contenido de acido galacturdnico en cada muestra.
Sin embargo, los resultados se pueden apoyar con lo reportado en la
literatura para determinar el grado de metilacion en las pectinas. El
contenido de acido galacturdnico se ha reportado por diversos autores y
en promedio, para la pectina de limén, es de: 83.61% + 1.73 p/p de acido
galacturdnico (Zhong et al. 1997); 60.8% (Kravtchenko et al., 1992). El

grado de metilacion DM se calcula con la siguiente ecuacion:

DM = (CH30H/AGA) x 100 Ecuacion 3.2

Donde, DM es el grado de esterificacion del grupo carboxilo con metanol,
CH3OH es el nimero de moles de metanol por unidad de masa de
pectina, AGA es el contenido de acido galacturdnico por unidad de masa
de pectina (Forni et al. 1994).

La Tabla 3.3 resume los resultados obtenidos del analisis por
Cromatografia de Gases.

Tabla 3.3 Contenido de metanol liberado de las muestras de pectina

Muestra Area Volumen total Contenido relativo de
promedio del promedio metanol.
pico (ml)
T-7210 (LM) ref.  3618.8 25.74 1X re-
T-7010 (HM) estd. 15082.7 25.00 4.05 X*
T-7061 (HM) 31362.1 25.00 8.42 X *; 2.08 X **
100%

ref. Referencia; *NUumero de veces respecto a la referencia; ** Nimero de

veces respecto al estandar (estd.).



CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS

CONCLUSIONES

A pesar de ser un polisacarido que se emplea desde hace muchos afios,
actualmente el uso de la pectina como aditivo alimenticio sigue siendo

materia de estudio en la industria de aditivos alimentarios.

De los resultados analizados podemos concluir que:

e La masa molecular medida para los tres lotes de pectina estudiados
(T-7061, T-7010 y T-7210) esta en el intervalo de 4.8kDa a 6.0kDa,
en una cadena lineal sin ramificaciones, y debido a que son
muestras comerciales no tienen un indice de polimerizacién bien
definido.

e La técnica empleada para el analisis de peso molecular (MALDI-
TOF), presenta una gran ventaja en tiempo y exactitud con respecto

a las técnicas empleadas en otros estudios.

e Las pectinas con un contenido mayor de grupos metil-éster (T-7061
y T-7010) son mas viscosas que las pectinas de bajo grado de

esterificacion.

e El comportamiento de flujo también es dependiente del grado de
esterificaciéon, de este modo tenemos que, para pectina de bajo
metoxilo (T-7210), el comportamiento de flujo es Newtoniano,
mientras que para las pectinas de alto grado de esterificacion el

comportamiento es no-Newtoniano del tipo pseudoplastico.

e Para el efecto del pH, la maxima consistencia (k=0.1130 Pa-s") y

maximo comportamiento pseudoplastico (n=0.8921) se presenta a



un valor de pH 3.40, y cualquier variacion hacia valores mas acidos
0o mas neutros produce una disminucidn de la consistencia y un

comportamiento menos pseudoplastico.

El CaCl, provoca cambios mas drasticos que el pH en la viscosidad y

la viscoelasticidad de las muestras analizadas.

La consistencia aumenta drasticamente hasta alcanzar un maximo
con CaCl, 35mM (K=0.9879 Pa-s") y después disminuye, pero se
mantiene por encima del blanco con CaCl, 50mM (K=0.2706

Pa-s").

El comportamiento pseudoplastico de las muestras presenta un
maximo (N=0.5941) con CaCl, 35mM y después disminuye hacia
un comportamiento menos pseudoplastico (n=0.7619), sin alcanzar

a ser Newtoniano con CaCl, 50mM.

Todas las muestras con CaCl, tienen un comportamiento mas

pseudoplastico que las muestras sin CaCl, (OmM n=0.8921).

El CaCl, aumenta las viscoelasticidad de las muestras y este efecto
es mucho mas marcado sobre la componente elastica que sobre la
viscosa. Esto indica una clara tendencia a formar redes
macromoleculares con propiedades elasticas importantes (Median et
al. 2000).

La respuesta viscoelastica puede verse casi empatada en las tres
muestras empleadas para el analisis del efecto de CaCl, (0mM,

35mM y 50mM) por encima de una frecuencia angular ~99 (rad/s).

La temperatura también tiene un fuerte efecto en la respuesta

mecanica de las muestras. El aumento de ésta, produce un



decremento en el indice de consistencia de las soluciones y un

aumento en el indice de comportamiento de flujo.

A 10°C las muestras con CaCl, 35mM forman arreglos moleculares
cuyos re-acomodos tardan mas tiempo que el tiempo de

observacion.

Al aumentar la temperatura a 25°C, 40°C y 60°C no hay un gran
cambio en las propiedades viscoelasticas de las muestras, siendo
muy similar la respuesta de los médulos (G’ y G”) y la relacidon entre

ellos.

La viscoelasticidad de las muestras estudiadas son fuertemente

dependientes del contenido de CaCl, y de la temperatura.

El efecto de la concentracién de CaCl, afecta en forma directa a la
rigidez de los geles de pectina de bajo metoxilo formados con CaCl;
desde una concentracién de 15mM hasta alcanzar un maximo a una
concentracion de CaCl, 35 mM, la cual se puede considerar la
concentracién optima de CaCl, para la formacion de estos geles.
Posteriormente los geles se vuelven mas maleables y menos rigidos
(CaCl; 250mM).

La energia de activacion estd en funcion de la concentracién de
CaCl, y se aumenta conforme aumenta su concentracién: de
24.5872 kJ/kg-mol con CaCl, 35mM a 34.8498 kJ/kg-mol con
50mM de CaCl;

Dependiendo de la mezcla pectina (LM)-CaCl,, se producen geles de
diferentes caracteristicas comparados en fuerza y deformabilidad,

por lo tanto, hay un fuerte efecto dependiente de la fuerza idnica y



de este modo es posible obtener gama de propiedades

viscoelasticas.

SUGERENCIAS

Actualmente es posible encontrar en la literatura una gran variedad de
técnicas para el analisis del contenido de grupos metil-éster en pectinas,
sin embargo, una técnica que se ha estado desarrollando a lo largo de la
ultima década y que ha dado resultados satisfactorios es la “electroforesis
capilar”. Esta técnica presenta requerimientos minimos de reactivos y
cantidad de muestra y ademas reduce el tiempo de andlisis
significativamente comparado con otras técnicas. Se puede encontrar
informacion de esta técnica en los articulos de Zhong et al., 1996 y 1997;
Stréom et al., 2004 y 2005; Jiang et al., 2004; y Goubet et al., 2005.
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APENDICE A

TEORIA DE LA VISCOELASTICIDAD LINEAL

A.1 FUNDAMENTOS DE LA VISCOELASTICIDAD LINEAL

La viscoelasticidad lineal es aplicada cuando la deformacion encontrada por
los materiales es suficientemente pequefia, para que el material no
modifigue su estado de equilibrio. Una caracteristica del comportamiento
lineal es que las propiedades reoldgicas medidas son independientes de la
magnitud de la deformacion o el esfuerzo aplicado, y las relaciones entre el
esfuerzo, la deformacién y su dependencia con el tiempo son descritos
generalmente por ecuaciones constitutivas o ecuaciones reologicas de

estado.

A.1.1 GENERALIDADES DE LOS ESPECTROS MECANICOS DINAMICOS
A PARTIR DE LA TEORIA DE VISCOELASTICIDAD LINEAL

La teoria de viscoelasticidad en la cual se basan las pruebas de cizalla
oscilatoria de pequefia amplitud surgié hace mas de un siglo, cuando Maxwell
propuso estudiar a los gases como fluidos viscoelasticos. Maxwell, establecio
como un fluido manifiesta tanto propiedades elasticas como viscosas,
presentando cada una de estas contribuciones. En esta seccion se van a
presentar expresiones de G’ y G” a partir de las cuales se obtiene el espectro
de moddulos de rigidez (G) y de tiempos de relajacion de esfuerzos (\) y

utilizando el modelo de Maxwell, Ecuacion A.1.



Los Unicos componentes del tensor de esfuerzos y del tensor de deformacién
no nulos para este sistema son los componentes en la direccion 6, z. Por lo

tanto, el modelo de Maxwell se puede escribir como:

Tozt A1 8’[’ = 1070z A.l

Este modelo combina las dos ecuaciones clasicas constitutivas que describen
el comportamiento ideal de un sdlido elastico y de un fluido viscoso: La ley
de Hooke y la Ley de Newton. Analizando el modelo se aprecia que para el
caso en estado estacionario se convierte en la ecuaciéon de Newton de
viscosidad, mientras que para el caso en que los cambios del esfuerzo con
respecto al tiempo son de importancia el término que contiene la derivada
predomina en el primer miembro de la ecuacion e integrando este término

con respecto al tiempo se transforma en la ley de Hooke.

La Ecuacion A.1 describe de manera simple a un fluido con caracteristicas
tanto elasticas como viscosas. Un andlisis detallado se encuentra reportado
en la literatura (Bird, R.B., Armstrong, R.C., Hassager, O., 1987). Una forma
de resolver esta ecuacion es utilizando las transformadas de Fourier para
u=m, sin embargo, si f(t)=0 para t < 0, la transformada de Fourier se

convierte en la de Laplace en el dominio de las frecuencias.

Por lo tanto, usando la transformada de Laplace en el modelo de Maxwell,

Ecuacion A.1 donde para t<O, se obtiene la siguiente ecuacion:

Toz(8) * 21[5To2(8) -To2O0] =ner,,0) A.2

Despejando de la Ecuacion A.2 el esfuerzo de cizalla, y evaluando to(0):



- ), (S) — 77 0 7 9 2 (S) A.3

1+ s 2,

En consecuencia, el modelo de Maxwell en el dominio de frecuencias (s=iw)
sera:

57 2(10)
1+iw A,

Tgvz(ia)): A.4

Por otra parte, sustituyendo: yo:=10yo. €n la Ecuaciéon A.4, se obtiene una

expresion para el esfuerzo de cizalla en el dominio de frecuencias:

n, o y,, (o) A.5
1+ iwl

Ta‘z(ia) ):

1

A partir del analisis de las ecuaciones de cizalla oscilatoria de pequefa
amplitud (Bird, R.B., Armstrong, R.C., Hassager, O., 1977; Rodriguez H.A., et
al., 1999) el médulo complejo G* se define como la relacion entre el esfuerzo
de cizalla y la deformacion relativa, por lo que empleando la ecuacion

anterior en la definicion de G*:

Toliow)_ 7,0 A.6

o )=
G ( ) 7,0 ) l1+iw 4,

Sustituyendo en la ecuacién anterior n, por A*G, y multiplicando y dividiendo

el lado derecho de la ecuaciéon por el conjugado del denominador se obtiene

la expresion:

0.6+ 1.G, A7
1+w'A:

G(iw)=



Por otro lado, la componente elastica y viscosa del modulo complejo (G*) se

representan por la expresion:

G*(iw) =G> +iG” A.8

Sustituyendo la parte real e imaginaria de las ecuaciones anteriores en la

expresion A.8, se obtienen los mdédulos dinamicos:

,, _ 0 A4,G,

G(w) —1"'(02}& A.9
, - a)zliGl

G(w) —1"'0)2/15 A.10

Empleando en las Ecuaciones A.9, A.10 el principio de superposicion de

Boltzman, se obtienen las expresiones de los modelos dinamicos:

COZka

0 - A1l
Glo)=Xu T
ﬂyka

Glw 1 A.12
(0)=2 1+ 1

Por medio de las Ecuaciones A.11 y A.12 es posible ajustar datos
experimentales de G’ y G” al modelo viscoelastico generalizado de Maxwell,
fijando un namero finito de tiempos de relajacion de acuerdo al intervalo de
frecuencia experimental. Calculando los valores respectivos de G por medio
de algoritmos de regresion no lineal, se obtiene un espectro de tiempos de
relajacion y moédulos de rigidez. Existen otros modelos que se han propuesto

en régimen de viscoelasticidad lineal.



En este trabajo solo nos enfocaremos al de Maxwell. El modelo de Maxwell se
aplica por su simplicidad de analisis y por el antecedente histérico de ser la
primera referencia que se tiene de un modelo viscoelastico. Ademas, las
deformaciones o las velocidades de deformacidn son aditivas; esto es, que la
deformaciéon o velocidad de deformaciéon es igual a la suma de las
deformaciones de la componente elastica de un sdlido y la de la componente

viscosa.

Dentro de la ciencia de alimentos, el estudio de la gelificacion en todos sus
aspectos es de importancia relevante. Los alimentos por su gran contenido
acuoso y por su composicion macromolecular (proteinas, polisacaridos,
lipidos), se visualizan por muchos autores como “geles multicomponentes”
que manifiestan un comportamiento viscoelastico tipico de un gel fisico; de
ahi la importancia del conocimiento de la teoria viscoelastica y la aplicacion
de sus principios para la evaluacidon de propiedades reoldégicas en estos

sistemas.

A.1.2 FUNDAMENTOS DE VISCOELASTICIDAD LINEAL

La teoria de viscoelasticidad surgié hace mas de un siglo cuando Maxwell se
propuso estudiar a los gases como fluidos viscoelasticos. Maxwell propuso
que un fluido que manifestara tanto propiedades elasticas como viscosas se

deberia comportar siguiendo su modelo:

0 0° 0" 0 0? o
l+a,—+a,—+...... +ta,— )t = + B, —+ L, —+...... + B —)r.
( 1at Zatg natn) ij (,Bo ﬂl@t ﬂzatz ﬂnatm)7/u
(A.12)
donde, A1 =(n/G), tiempo de relajacion, n, = viscosidad de cizalla a muy

bajas velocidades- de deformacién



En el modelo de Maxwell se combinan las dos ecuaciones clasicas
constitutivas que describen el comportamiento ideal de un sdlido elastico y
de un fluido viscoso: La Ley de Hooke y la Ley de Newton. Sin embargo, la
Ley de Hooke es vdlida solo para pequefos desplazamientos o gradientes de
deformacion, por lo tanto es obvio que el modelo de Maxwell también debe
de cumplir tal restriccion. Por esta razén se ha denotado con n, al término
de viscosidad en ese modelo, ya que se debera analizar con él fluidos
sometidos a gradientes infinitesimales de deformacion o de velocidad de

deformacion.

Analizando la Ecuacién A.12 verificamos que para el estado estacionario la
ecuacion se traduce a la de Newton de la viscosidad, mientras que para el
caso en que los cambios del esfuerzo con respecto al tiempo son de
importancia, el término que contiene la derivada predomina en el primer
miembro de la ecuacion, el cual integrando con respecto al tiempo se
transforma en la Ley de Hooke, donde G’ es el modulo elastico. Por lo tanto,
esta ecuacion es de los mas simples para describir a un fluido con
caracteristicas tanto elasticas como viscosas. Existen otros modelos que se
han propuesto también en el régimen de viscoelasticidad lineal pero en esta

seccion solo nos enfocaremos al de Maxwell que es un modelo viscoelastico.

La Ecuacion A.12, se puede reorganizar como ecuacion diferencial lineal de
primer orden y resolverla para el esfuerzo, generando:

A.13

t n, t

ry@®=exp a [ J-22y, @ expudt+C ]

A1 A fin de

ahorrar

confusiones,

se hace el cambio en la variable de integracion a t’ y se fijan los limites de



integracion. La eleccidn se hace de forma arbitraria. Valores diferentes en los
limites solo generarian diferentes valores en la constante de integracion. La
constante de integracion se evalla tomando como condiciones de frontera un
esfuerzo y una velocidad de deformacion finitos cuando t —a. Considerando
estas condiciones, por simple inspeccion en el segundo término del lado

derecho de la ecuaciéon anterior la constante de integraciéon vale cero.

Por tanto, la evaluacion para el primer término requiere el uso de la regla de
L’Hbpital, ya que tanto el numerador como el denominador tienden a cero t

—q; obteniendo el limite cuando 7 —>«:
lim Tij (t) = —107jj (t.) A.14

Por lo tanto, si la rapidez de deformacién es finita a tiempos que se
extienden a cero, el esfuerzo también lo serd. Escribiendo nuevamente la
ecuacion anterior con el valor evaluado de C y con los limites de integracion,

tenemos:

t
5O=- e 17,@)d1
-0 1

Lo sefialado en la ecuacién anterior entre paréntesis se denomina “modulo
de relajacion del modelo de Maxwell”. Este modelo sefiala que el esfuerzo en
un tiempo presente “t” es dependiente de la rapidez de deformacion relativa

en el tiempo t y en todos los tiempos pasados t’, con un factor de



ponderaciéon que decrece exponencialmente conforme se retrocede en el

tiempo. Este factor de ponderacién se denomina “maodulo de relajacion”.

Integrando la Ecuacion A.15 por partes, se obtiene:

A.16

t
Tij (t):+ J- [% e-(t-t’)/ﬂl)] 7'] (t,t' )d,t
-0 1

En donde, el término entre corchetes es ahora denominado “funcién
memoria”. El factor exponencial en este término describe la memoria
desvaneciente del material; esta nueva forma que adquiere el modelo
describe al esfuerzo del material en el tiempo t como dependiente de la
historia de las deformaciones para todos los tiempos t’ intermedios entre t y

.

La teoria de viscoelasticidad lineal descansa en el principio de superposiciéon
de Boltzman, que Ferry ha citado como: “Los efectos de cambios

secuenciales en deformacion son aditivos”.

Partiendo de este principio, se puede construir una superposicion de modelos
de Maxwell, en donde vamos a tener una sumatoria de deformaciones
infinitesimales que van a generar efectos secuenciales (esfuerzos); por lo
tanto, reescribiendo la Ecuacion A.12 desde el punto de vista del Kesimo

esfuerzo parcial, utilizando nk y Ax como constantes:

(Tij)k"'/ikm:-?]k(yj) A.17

ot



7(t)= kirk('t) A.18

Resolviendo la Ecuacion A.17, para tx e integrando por partes la ecuacion
resultante obtenemos los modelos de Maxwell generalizados desde el punto

de vista del modulo de relajacion Ecuacion A.18 y de la funcidon memoria:

t 0
)=- [ [3 M exp™* 1 p(t) dt A.19
S k=1 Ak
t o0
=+ [ [3 T exp ™ 1 p(tt)dt A.20
o k=1 ﬂuk

Este modelo genera un gran espectro de tiempos de relajacion y
viscosidades. Algunos autores han propuestos algunas relaciones empiricas
para acotar el limite superior de la sumatoria, para las cuales nos podemos
remitir a la bibliografia especializada (Bird, R.B., Armtrong, R.C., Hassager,
0., 1987).

Si comparamos las diversas formas que adquiere el modelo de Maxwell A.19
y A.20 y si, ademas, analizamos otros modelos viscoelasticos lineales
propuestos, es notorio que todos adquieren una forma en comun: Una
integral sobre todos los tiempos pasados de un modulo de relajacion, o en
su defecto de una funcion memoria, multiplicado por el tensor velocidad de
deformacioén relativa para el caso de tener el modelo en funcién del mdodulo
de relajacion, o por el tensor de deformacion relativa cuando este presente la
funciobn memoria. De esta forma, se supuso que podria ser mas conveniente
crear un modelo viscoelastico lineal general que incluya a todos los modelos

lineales.



Este modelo se puede escribir de las siguientes formas:

7(t)=- j G(t-t) y(t) dt A.21

)=+ j‘ M(t-t") p(t,t)d't

A.22

donde M(t-t’) de la ecuacién, representa la derivada con respecto al tiempo
de G(t-t’). Estas dos ultimas ecuaciones son equivalentes unicamente cuando
la rapidez de deformacion relativa es finita en t=-a. Para gradientes de
desplazamientos infinitesimales, las funciones G y M contienen funciones
materiales como ny A mientras que el segundo término del integrando

depende de la cinematica que se proporcione al material.

En muchas determinaciones reoldégicas de fluidos viscoelasticos
incompresibles sometidos a pequenos desplazamientos han sido aplicadas
con los inconvenientes de sus restricciones pero también han servido de

respaldo para el andlisis de eventos viscoelasticos no lineales.

A.1.3 ESPECTROS MECANICOS DINAMICOS A PARTIR DE LA TEORIA
DE VISCOELASTICIDAD LINEAL

En esta seccidn se van a presentar expresiones de G’ y G” a partir de las
cuales se obtiene el espectro de mddulos de rigidez (G) y de tiempos de

relajacion de esfuerzos (). Partiendo de un experimento de cizalla oscilatoria



de pequefia amplitud en una geometria de placas paralelas, y utilizando el
modelo de Maxwell Ecuaciéon A.12, los Unicos componentes del tensor de
esfuerzos y del tensor de deformacién no nulos para este sistema son los
componentes en la direccion 6,z, por lo tanto el modelo de Maxwell se

puede escribir como:

0Toz
ot

TH,Z+11 = -770}/9'2 A.23

El modelo anterior combina las dos ecuaciones clasicas constitutivas que
describen el comportamiento ideal de un soélido elastico y de un fluido
viscoso: La ley de Hooke y la Ley de Newton. Analizando el modelo se
aprecia que, para el caso en estado estacionario se convierte en la ecuacion
de Newton de viscosidad, mientras que para el caso en que los cambios del
esfuerzo con respecto al tiempo son de importancia, el término que contiene
la derivada predomina en el primer miembro de la ecuacion. Integrando este
término con respecto al tiempo, se transforma en la ley de Hooke. Esta
ecuacion describe de manera simple a un fluido con caracteristicas tanto
elasticas como viscosas. Un analisis detallado se encuentra reportado en la

literatura (Bird, R.B., Armstrong, R.C., Hassager, O., 1987).
Una forma de resolver esta ecuacion es utilizando la transformada de Fourier
para u=m, sin embargo, si: f(t)=0 para t<O0, la transformada de Fourier se

convierte en la de Laplace en el dominio de las frecuencias.

Por lo tanto, usando la transformada de Laplace en el modelo de Maxwell,

Ecuacion A.23. donde, 1o:=0 para t<O, se obtiene la siguiente ecuacion:

Toz() + 2:1[8To2() -To20] =547, ,0) A.24



Despejando de la ecuacion anterior el esfuerzo de cizalla, y evaluando 14:(0):

S
r,,0 = 107 02 A.25

1+ s 2,

En consecuencia, el modelo de Maxwell en el dominio de frecuencias (s=iw)

sera:

77079,Z(ia))
1+iw A,

toz(il0)= A.26

Por otra parte, sustituyendo: yo =10y, €n la ecuacion A.26, se obtiene una

expresion para el esfuerzo de cizalla en el dominio de frecuencias:

n o y,, (o) A.27
1+ iwl

1

'Z'e,z(ia) ):

A partir del analisis de las ecuaciones de cizalla oscilatoria de pequefa
amplitud (Bird, R.B., Armstrong, R.C., Hassager, O., 1987), el mddulo
complejo G* se define como la relacion entre el esfuerzo de cizalla y la
deformacién relativa, por lo que empleando la ecuacion anterior en la

definicion de G*:

Sustituyendo en la ecuacion anterior, n, por AG, y multiplicando y dividiendo
el lado derecho de la ecuacién anterior, por el conjugado del denominador, se

obtiene la expresion:

ia)ﬂalGl-l-a)zﬂle A.28
1+w A

G(iw)=



Por otro lado, la componente elastica y viscosa del modulo complejo (G¥*), se

representan por la expresion:

G*(iw) =G> +iG” A.29

Sustituyendo, la parte real e imaginaria de esta ecuacién en la expresion

anterior se obtienen los médulos dinamicos:

,, _ 0 LG,
G(w) —1+a)2/1f A.30
G(w)= —f)_l_/;lzi} A.31

Empleando en las ecuaciones anteriores el principio de superposicion de

Boltzman, se obtienen las expresiones de los modelos dinamicos:

n C()Z/Iin
(0)=) . ——— A.32
G(w)=2% 1+

n wﬁka
(o)=)  ———— A.33
G(ow)=% 1+ o 1

Las Ecuaciones A.32 y A.33 representan matematicamente los datos
experimentales de G’y G” al modelo viscoelastico generalizado de Maxwell.
Fijando un numero finito de tiempos de relajacion de acuerdo al intervalo de
frecuencia experimental, y calculando los valores respectivos de Gk por
medio de algoritmos de regresidon no lineal, se obtiene un espectro de

tiempos de relajacion y moédulos de rigidez. Existen otros modelos que se



han propuesto también en el régimen de viscoelasticidad lineal pero en este

trabajo solo nos basaremos en el de Maxwell.



APENDICE B

REOMETRIA DE CIZALLA OSCILATORIA DE PEQUENA AMPLITUD

B.1 FLUJO DE CIZALLA SIMPLE NO ESTACIONARIO
REOLOGICAMENTE, OSCILATORIO DE PEQUENA AMPLITUD

Este tipo de experimentos de pequefia amplitud nos proporciona informacion
del material a tiempos muy cortos de observacién, (0.1 a 100 s), aunque
usualmente durante la experimentacion, solo se puede cubrir 2 o 3 décadas
logaritmicas. El material se somete a un esfuerzo (o deformacion) oscilatorio
sinusoidal a un a frecuencia o (Hz, rad/s), si el comportamiento viscoelastico
es lineal, la respuesta del material (deformacion o esfuerzo) oscilara
también sinusoidalmente pero estara fuera de fase con la perturbacion
aplicada, tal como se muestra en la Figura B.1. La diferencia de fase entre el
esfuerzo y la deformacion asi como la amplitud de la deformacion (o

esfuerzo) resultante, se miden y se utilizan para determinar las funciones

materiales.
A E
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Figura B.1 Perfil de tiempo de un experimento de cizalla simple oscilatoria.

El desarrollo matematico para la obtencién de las funciones materiales (G”,
G, G*, tan 5, 1, n, n*) este tipo de pruebas implica las siguientes

suposiciones:

Efectos de inercia despreciables
Deformacion relativa homogénea
Oscilacion armoénica simple

La amplitud del esfuerzo es proporcional a la amplitud de la deformacién

o > W Dd PR

El desfasamiento (0)es independiente de la amplitud del esfuerzo o
deformacién aplicada

6. La deformacion relativa es lineal.

En este ultimo punto es importante resaltar que previo al estudio reométrico
se debe de verificar que la deformacion relativa sea lineal, para que las
funciones materiales obtenidas sean unicamente funcion del tiempo y no de
la magnitud del esfuerzo o deformacion impuesta al material; lo cual se
puede observar con la evolucion gue tienen los mdédulos o la tangente de
delta al incrementar la amplitud de oscilacion manteniendo la frecuencia

constante.

Asi, partiendo de una deformacion impuesta al material:

Y = vo sen (ot) B.1

La respuesta del material a esta perturbacion es:

T = 19 cO0S (wt+ d) B.2



Por lo que, usando la identidad trigonométrica:

cos (a+ )= cos acos B + sen asen S 5.3

y adaptandola a la ecuacion B.2:

T = 71,C08 0 COS wt — 7 sen o sen wt
B.4

dividiendo la ecuacién anterior entre v, :

T _To C0s & COS wt — L9 sen & sen wt

7/0 ?/o 7/0 B.5

De la ecuacién anterior, tomamos los términos independientes de la amplitud
de deformacion aplicad que se consideren propiedades solo del material (7
/voy 8) y definimos a partir de ellos a los médulos dinamicos (G’ y G”),

tenemos:

G=Ltocs s
Vo

B.6



G = @sen o
7/0 B.7

En donde G y G” son los moédulos de almacenamiento y de pérdida,
respectivamente; el primero indica la cantidad de energia que se almacena
en el material en cada ciclo de deformacién y el ultimo es un indicativo de la
cantidad de energia disipada durante cada ciclo de deformacién y G” es un
indicativo de la cantidad de energia disipada durante cada ciclo de
deformacion. De esta manera, para un soélido perfectamente elastico, donde
toda la energia se almacena y se recupera en cada ciclo, G” tendra un valor
de cero y el esfuerzo y deformacion estaran en fase (6=0); contrariamente,
para un liquido perfectamente viscoso, donde toda la energia se disipa en
forma de calor, G’ tendrd un valor de cero y el esfuerzo y la deformacion

estaran desfasados 90°.

Por lo tanto, para un material viscoelastico donde tanto la componente
elastica como la viscosa estan presentes, el angulo de desfasamiento (3)

tendra un valor intermedio entre 0° y 90°.

Por lo que, si se sustituye en la Ecuacion B.5 las Ecuaciones B.6 y B.7,

tenemos:

r:yO(G cos wt — G""sen wt) .



Si se comparan las Ecuaciones B.8 y B.1, es evidente que el término que
contiene cos ot esta en fase con la deformacion impuesta y que el término
que contiene sen ot esta desfasado 90° con respecto a la deformacion

impuesta, por lo tanto G’ y G” también se pueden definir como:

G’= amplitud del esfuerzo en fase con la deformacién relativa

Amplitud de la deformacion relativa

G”’= amplitud del esfuerzo fuera de fase 90° con la deformacién relativa

Amplitud de la deformacion relativa

Dividiendo las Ecuaciones B.7 entre B.6, tenemos:

Tan § = G” B.9

G)
Este parametro adimensional es una relacion entre la energia almacenada y
disipada en cada ciclo de deformacion. El valor de delta indica la tendencia
del comportamiento del material, para un comportamiento completamente
elastico el valor de delta sera cero y para un comportamiento viscoso, delta
valdra 90°, por lo tanto materiales con tangentes de delta con tendencia a

cero tendrdn un comportamiento reolégico donde predomine la componente

elastica y viceversa.



Es comun expresar los moédulos en notacion compleja y definir un mddulo
dindmico complejo, para tal efecto detallaremos la deduccion haciendo uso

de la ecuacion de Euler:

e’ = cos wt + isen ot
B.10

utilizando notacion compleja, la Ecuacién B.1 la podemos reescribir como:

v =70 R ('Y B.11
La respuesta del material a esta perturbacion es:

T =19 R (@) B.12

desarrollando la ecuacion B.12 utilizando la ecuacion de Euler y dividiendo

entre y, tenemos:

T @(cos O COS wt —sen o sen wt)

7/0 7/0 B.13

Definiendo a G’ y G” como el componente en fase y desfasado 90° con la
deformacion, respectivamente, obtenemos nuevamente las funciones de los

maoédulos dinamicos:



G'= @cos o
Vo

B.14

G = hsen o
7/0 B.15

Para definir el médulo complejo G*, ubicamos al médulo G’ y G” en el plano
complejo de tal forma que G’ corresponda a la relacion esfuerzo/deformacion
en fase con la deformacion ((=0) y G” al mdbdulo o relacion
esfuerzo/deformacion fuera de fase 90° con la deformacion; sumando
vectorialmente las dos componentes (elastica y viscosa) del comportamiento

viscoelastico obtenemos:
G*=G’ + iG” B.16

y la magnitud del modulo complejo estara dada por la Ecuacion B.17, de

acuerdo a lo representado en el plano complejo:
|G*|2 = (G +iG”)? B.17

Para obtener la representacion compleja del mddulo complejo G*, se

sustituyen las Ecuaciones B.14 y B.15 en la ecuacién B.16, que define G*:



B.18

Las expresiones anteriores son Utiles para caracterizar materiales
viscoelasticos. Donde, para el caso concreto de liquidos viscoelasticos es mas
practico utilizar viscosidades, las cuales se han definido como las relaciones
esfuerzo/ velocidad de deformacion en fase con la rapidez de deformacion
(n’) o desfasado 90° con respecto a la rapidez de deformacion (n’). Por lo
que para la deduccion de estas expresiones se parte de un analisis similar al
anterior pero la perturbacion que se le aplica al material serd una rapidez de
deformacién en lugar de una deformacién relativa, por lo que derivando la
Ecuacidon B.1 con respecto al tiempo para obtener la rapidez de deformacion

relativa, obtenemos:

dy ¥
— = = —y,w Sen (ot
a 7 Vo (1) B.18
si definimos la amplitud de la rapidez de deformacién como:
V= Yo® B.19

Combinando las ecuaciones anteriores se obtiene la perturbacion que se le

impone al material en funciéon de la amplitud de la rapidez de deformacion:



— = = —y,sen t
Donde la respuesta del material a esta perturbacion sera entonces:
T = 19 cOS (wt+ d) B.21
y utilizando nuevamente la ecuacion B.2 y dividiendo entre vy, tenemos:
T
— = Q(cos 5 cos wt—sen 5 sen wt)
Vo Yo B.22

Relacionando la ecuacion anterior junto con la Ecuacién B.20, es claro que en
este caso el componente en fase con la rapidez de deformacion es el término
que contiene la funcidon seno, mientras que el término que involucra a la
funcion coseno esta fuera de fase en 90° con y; por lo tanto definiendo ahora
dos nuevas funciones materiales, n’, y n”’, viscosidad en fase con la rapidez
de deformacion, o viscosidad dinamica, y viscosidad fuera de fase en 90° con
la rapidez de deformacion:
n’ = Togsn &

Y o B.23




n’ = Togos &

Y o B.24

Sustituyendo las ecuaciones anteriores en la Ecuacion B.22, tenemos:

T:7/0

(7" cosawt — 17°sen wt)
B.25

la ecuacion anterior expresa la respuesta de un material sometido a una
rapidez de deformacion oscilatoria, en funcidon de las componentes en fase y

fuera de fase con la rapidez de deformacion.

Si se combina la ecuacién anterior con la Ecuacién B.20, tenemos:

T = 77'7/'+ 77"7/'0 cos wt
B.26

De lo anterior, para un material puramente viscoso, donde n”’=0,

n’=2> n( y) cuando ®>0



De igual manera que para el caso de los médulos dindmicos, se puede definir
una viscosidad compleja, para lo cual partiremos de la definicion de

deformacioén y esfuerzo complejo:

v* =y (") B.27
T = 10 ('@ B.28

derivando la ecuacion de y* con respecto al tiempo obtenemos una expresion

compleja de la rapidez de deformacion:

v* =7, iot ('Y B.29

a partir de estas tres ultimas expresiones se definira n*

n - - B.30

sustituyendo B.28 y B.29 en la expresion anterior, tenemos:

77*: TO ei5

Y olo (B.31)



y utilizando la formula de Euler y desarrollando el producto:

n*=—it%cos § + T_Osen 5

Yo Vo B.32

sustituyendo las expresiones que definen n’ y n”’ en la expresion anterior se
llega a la ecuacion que define a la viscosidad compleja en funcién de sus

componentes, componente viscosa (n’) y elastica (n).

n*:n’— iT]” B.33

Resulta muy practico tener ecuaciones que relacionen las viscosidades y los
modulos dindmicos, las expresiones mas sencilla se obtiene relacionando G’

con n’, G” conn’y G* con n*

B.34

Y4

B.35



B.36

En base a lo anterior, es posible determinar las propiedades viscoelasticas

lineales para los sistemas gelificantes para cada geometria en particular.



APENCICE C

PRUEBAS DE TEXTURA

C.1 GENERALIDADES SOBRE PRUEBAS DE TEXTURA

Las interacciones entre los ingredientes de un sistema alimenticio, casi
siempre se reflejan en propiedades fisicas como: resistencia al untado,
estabilidad frente a la separacion de fases, comportamiento al fluir o
agitarse, cubierta y adhesion a superficies, respuesta al masticado Yy
deglucion y resistencia a la aplicacion de fuerzas como las aplicadas al
comprimir. Estas caracteristicas fisicas son conocidas como propiedades de

textura (Tung y Paulson, 1995).

Las propiedades de textura de un alimento son definidas por Bourne (1982),
como: “aquel grupo de caracteristicas fisicas que surgen de los elementos
estructurales de los alimentos. Estas son percibidas por medio del sentido del
tacto, se relacionan a la deformacion-desintegracion y flujo del alimento bajo
una fuerza aplicada y son medidas objetivamente en funciéon de la masa, el
tiempo y la distancia”. Debido a que la textura consiste de un numero
diferente de sensaciones fisicas es preferible hablar de propiedades de
textura, lo cual sugiere un grupo de propiedades relacionadas, mas que la

palabra “textura”, la cual sugiere un so6lo parametro (Tung y Paulson, 1995).

El sabor, la apariencia y la textura son los tres principales atributos para la
aceptacion de un alimento (Bourne, 1982). En este contexto la textura de los
alimentos es uno de los atributos primarios que conforman su calidad
sensorial. La textura, es definida como el conjunto de propiedades reoldgicas

y de estructura (geomeétricas y de superficie) de un producto perceptible por



los mecano-receptores, los receptores tactiles y en ciertos casos por los
visuales y los auditivos (Bourne, 1982; Costell et al., 1992). Los alimentos
exhiben una amplia variedad de texturas y propiedades reoldgicas, por lo
que se emplean diversos métodos para estimar estas propiedades. Es
necesario clasificarlos en grupos para establecer el sistema de medicién
adecuado. Los métodos de medicion de textura han sido divididos en tres

clases (Szczesniak et al., 1963):

METODOS FUNDAMENTALES. En estos métodos se estiman las
propiedades que son utiles para céalculos en ingenieria, por ejemplo;
elasticidad, relacion de Poisson y varios médulos tales como: Young, rigidez y

compresion.

METODOS EMPIRICOS. En estos métodos se estiman las variables
generalmente no muy bien definidas, pero que estan bien relacionadas con
algunos de los atributos mecanicos, tales como: puncion, rigidez y extrusion.
En el pasado, la mayoria de los atributos de textura de alimentos fueron

estimados por este tipo de métodos.

METODOS IMITATIVOS. En estos métodos, se intenta imitar con
instrumentos mecanicos las condiciones de masticacion del alimento en la
boca. El principal de estos métodos es el conocido como andlisis de perfil de

textura, TPA (por sus siglas en inglés).

En el caso de la textura, las variables fisicas son s6lo estimulos parcialmente
responsables de la sensacion. Ademas, aun considerando solo la parte de la
sensacion directa relacionada con las propiedades mecanicas, ésta se puede
modificar por efecto de interaccidon con otros atributos sensoriales (sabor,
color) y por determinadas connotaciones heddnicas que son dificiles de

eliminar totalmente. En las medidas de textura uno de los principales puntos



es determinar cuando y como se fractura el alimento (Bourne, 1978, 1982).
Las siguientes definiciones fueron desarrolladas por la Organizacion

Internacional de Estandarizacion (Jowit, 1974; 1979):

1. Consistencia. “Todas las sensaciones resultantes de la simulacion de los
receptores mecanicos y tactiles, especialmente en la region de la boca, y que

van variando con la textura del producto”.

2. Duro. “Como una caracteristica de textura describe un producto que

muestra sustancial resistencia a la deformacioén o al rompimiento.

3. Suave. “Como una caracteristica de textura describe un producto, el cual

muestra poca resistencia a la deformacion.

4. Blando. “Como una caracteristica de textura describe un producto, el cual,

durante la masticacion, muestra una pequefa resistencia al rompimiento.

5. Firme. “Como una caracteristica de textura describe un producto, el cual,

durante la masticacién, muestra resistencia moderada al rompimiento.

C.2 EVALUACION DE PRUEBAS DE TEXTURA POR DIVERSOS
METODOS

Para evaluar los atributos de textura existen diversos métodos, los cuales
pueden ser clasificados sobre la base del material que se prueba, o bien
sobre la base de la geometria del instrumento de medicion. En el Cuadro
C.1, se muestran los tipos de pruebas que son utilizadas actualmente para

medir la textura.



Cuadro C.1 Tipos de pruebas empleadas para medir las propiedades

de textura (Bourne, 1982; Costell et al., 1992)

OBJETIVAS SUBJETIVAS
DIRECTAS INDIRECTAS ORALES NO ORALES
Fundamentales Opticas Mecanicas Dedos
Empiricas Quimicas Geomeétricas Mano
Imitativas AcuUsticas y otras Quimicas Otros

e Las pruebas objetivas pueden dividirse en directas e indirectas: Las
directas son aquellas en las que se mide una propiedad real de los
materiales y en las indirectas se miden propiedades fisicas que se

encuentran bien correlacionadas con una o mas propiedades de textura.

e Las pruebas subjetivas pueden clasificarse como orales (se llevan a cabo
en la boca) y como no-orales (se utiliza cualquier otra parte del cuerpo
que no es la boca para medir las propiedades de textura). Las pruebas
subjetivas se encuentran dentro del campo de estudio de analisis

sensorial.

C.3 ANALISIS DE PERFIL DE TEXTURA

Un grupo de la compafiia General Foods Corporation fue el primero en
proponer una prueba que consistia en la compresion de un pedazo de
alimento dos veces, en un movimiento reciproco que imita la accién de la
boca. Lo anterior resulta en una curva fuerza-tiempo que proporciona

algunos parametros de textura que se han correlacionado con evaluaciones



sensoriales. El instrumento diseflado especialmente para este propoésito es el
texturémetro General Foods. En la Figura C.1, se muestra una curva tipica de
fuerza contra deformacién obtenida con un texturémetro (Bourne, 1982;
Costel et al., 1992).

La altura del pico de fuerza en el primer ciclo de compresion (que
corresponde a la primera mordida) fue definida como “dureza”. En la Figura
C.1, se aprecia el inicio de la primera compresion y el inicio de la segunda
compresion. La “fracturabilidad” (originalmente conocido como la
susceptibilidad a ser guebradizo) fue definida como la fuerza en que ocurre
un rompimiento significativo en la curva de la primera mordida (mostrado

como una linea punteada en la Figura C.1).

Cohesividad= A1/A2

Adhesividad= A3

Dureza= 1, 2

Resorteo= (-F2-A2)/(-F1/A1)
Gomosidad= dureza * cohesividad
Masticabilidad= gomosidad * resorteo

-F1

Area 1

Dureza 2

Fuerza

) -F2
Area 2

Tiempo

N

Figura C.1 Curva tipica de analisis de perfil de textura obtenida por medio

de un texturémetro.



Por otro lado, la relacion de la fuerza en las areas positivas bajo la primera y
segunda compresiones (Az/A;) fue definida como “cohesividad”. El area de
fuerza negativa de la primera mordida (A3) representa el trabajo necesario
para jalar la pieza compresora fuera de la muestra y fue definida como
“adhesividad”. La distancia que el alimento recupera en altura durante el
tiempo entre el final de la primera y el inicio de la segunda (BC) fue definida
como “resorteo” (originalmente llamada “elasticidad”). Finalmente, otros dos
parametros se derivaron de calculos a partir de los parametros medidos: la
“gomosidad” que fue definida como el producto de dureza * cohesividad; la
“masticabilidad” que fue definida como el producto de gomosidad * resorteo
(es decir, dureza * cohesividad * resorteo). Los parametros de textura
identificados por el grupo de General Foods dieron excelentes correlaciones
con mediciones sensoriales (Szczesniak et al., 1963). La Figura C.1 muestra
la correlacion para la escala de dureza. Se obtuvieron también altas
correlaciones entre mediciones sensoriales e instrumentales para los otros

parametros de textura.

Los instrumentos para estimar los atributos de textura se pueden clasificar

en dos grupos (Bourne et al., 1982):

1) LOS QUE SON CAPACES DE MEDIR UNA VARIABLE

La mayoria de los métodos instrumentales desarrollados para medir
caracteristicas mecanicas de los alimentos se basan en la aplicaciéon de

una fuerza sobre ellos y el registro de su resistencia a la misma.

2) LOS QUE PERMITEN OBTENER EN UN SOLO ENSAYO DOS O MAS
VARIABLES



Actualmente existe un niumero de instrumentos desarrollados o adaptados
para medir el comportamiento mecanico de los alimentos sélidos que,
aunque difieren entre ellos en determinados aspectos, coinciden en dos

puntos importantes:

a) Pueden realizar diferentes tipos de ensayo con un mismo equipo basico

adaptandole celdas de una medida y de distinta geometria.

b) Registran la variacion de la resistencia que opone el alimento a la
fuerza aplicada y obtienen de este registro una informacion méas amplia
sobre el comportamiento mecanico del alimento durante los procesos

de deformacion y de ruptura, que la obtenida con un solo dato puntual.

Todos los instrumentos de este tipo suelen denominarse generalmente
texturémetros universales (Instron, Sintech 1/S, MTS), y constan de tres

partes esenciales:

1) La celda de carga, en la que se coloca el alimento y con la que se

aplica la fuerza.

2) El sistema motriz que produce el desplazamiento de la celda de

carga.

3) El sistema que mide y registra la respuesta mecanica de la muestra.

Henry et al., (1971), proporcionaron un analisis mas detallado de la porcion
de adhesividad de la curva del analisis de perfil de textura para alimentos
semisolidos como postres, flanes, pudines y cubiertas batidas. Ademas del
area de medicion de adhesividad, ellos consideraron la maxima fuerza

(simbolizada como F, para denotar la firmeza bajo tensién) de recuperacion



en la seccion de adhesion entre la primera y segunda compresion (E, para
denotar recuperacion elastica clasica bajo tension), y la relacion de las dos
areas de adhesiéon (C, para denotar cohesividad bajo tensién). La gomosidad
bajo tensién se calcula, Chy, = F, = C,+» E5. También se estimaron la propiedad
de “alargamiento” (o de manera inversa, compresibilidad) como la distancia
a que el producto pudo ser extendido durante la descompresion antes de
romperse. Sus experimentos mostraron que ocho de esos parametros

contribuyeron para mas del 90 % de variacion de cuatro factores sensoriales.
C.4 ANALISIS DE PRUEBAS DE COMPRESION

El principio béasico en las pruebas de textura es la ley de Hooke, que define el
solido ideal como aquel que se deforma instantaneamente y de forma
proporcional a la magnitud de la fuerza aplicada y se recupera también
instantaneamente al retirar la fuerza. El sélido elastico ideal es isotropico y
homogéneo, la tensién o esfuerzo aplicado se reparte uniformemente entre
los enlaces interatdmicos y la relaciéon entre ésta y la deformacién producida

se mide segun la ley de Hooke, por el valor del médulo de elasticidad, E.

Por otro lado, la ecuacion de deformacion de Hencky Yy el esfuerzo corregido
fueron empleadas a partir de los datos de deformacion y esfuerzo ingenieril,

por medio de las ecuaciones (Tang et al., 1996):

€ :—In(l—geng) C-1

Go = O (L= Eeng ) C-2

¢~ “Yeng

Donde, la deformacion al punto de fractura [e] y el esfuerzo [of] fueron

determinados a partir de las curvas de compresién, tal como se ilustra en la



Figura C.2. Se sabe que, a un mayor porcentaje de deformacion implica
tener geles bastante deformables, y a un mayor esfuerzo de fractura contar
con geles mas rigidos. Por lo que, la firmeza del gel fue caracterizada a
través del modulo de Young estimado éste en la porciéon lineal de la curva

corregida de esfuerzo y deformacion de Hencky.

Un analisis mas detallado de pruebas de compresion reportado en la
literatura para sistemas de mezclas de algunos hidrocoloides (por ejemplo;
las carrageninas) se muestra en el Cuadro C.2. Los geles de carrageninas,
por ejemplo, tienden a ser quebradizos lo cual puede verse como una
desventaja. La respuesta de los geles mixtos depende, en cada caso, no solo
de su propia composicion y estructura, sino también de las caracteristicas y

condiciones del ensayo de textura realizado.
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Figura C.2 Respuesta mecanica de fuerza — deformacion en pruebas de
compresion con sensores cilindricos (Fuerza de fractura = h;; Cohesividad =
d;; Rigidez = h;/d; ) (Damasio et al., 1990)

Existe poca informacion sobre el efecto que tienen las propiedades

mecanicas a la compresion en hidrocoloides, ver Cuadro C.2, y en la



formacion de geles mixtos (Damasio et al., 1990). Lo anterior, debido en
gran parte a las diferentes formas no uniformes de punzones cilindricos
empleados y a las condiciones en las que se registra la distancia a la
compresion en sistemas gelificantes. La respuesta del producto depende, en
cada caso, no s6lo de su propia composicién y estructura, sino también de

las caracteristicas y condiciones del ensayo.

La respuesta de un tipo de ensayo de compresidn se aprecia en la Figura
C.2, donde se relaciona la respuesta dinamica (esfuerzo) y las condiciones
cinematicas (deformacion) y se obtienen atributos de textura, tales como,
fuerza méaxima de ruptura, cohesividad y rigidez. Utilizando distintos tipos
de ensayos se puede obtener informacién diferente y complementaria cuya
consideracion conjunta permite analizar de forma mas completa las

propiedades mecanicas de un producto (Daget y Collyer, 1984).

En gran parte de los trabajos en los que se mide la resistencia a la
compresion en productos gelificados, sélo se suele considerar un valor de la
fuerza, que coincide con la ruptura cuando se utilizan punzones cilindricos
(Gerdes et al., 1987) o que se registra la distancia a una compresion fija
(Daget y Collyer, 1984). La posibilidad de realizar estos ensayos con
texturémetros universales, permite el registro de las curvas de fuerza versus

distancia y extraer de ellas mas informacién de atributos de textura.

De esta manera, cuando se realizan ensayos con punzones cilindricos se
pueden obtener de las curvas, ademéas de la fuerza de ruptura otros
parametros como la rigidez, la cohesividad y la resortividad definidos con
estas palabras por su relacion con los atributos sensoriales correspondientes.
No siempre hay coincidencia respecto al calculo de los mismos a partir de las

curvas fuerza-distancia. Por ejemplo, Daget y Collyer, (1984) y Damasio et



al.,(1990) definen la rigidez como la relaciéon entre la fuerza de fractura y la

distancia a que ésta se produce.

A su vez, Christensen y Trudsoe (1980), en un estudio realizado con
diferentes geles de hidrocoloides, definen la rigidez como la fuerza necesaria
para deformar el gel cuatro milimetros. Boyar et al., (1983), la definen como
la pendiente de la recta que une los puntos que correspondan al 10 y al 90
% de la fuerza de ruptura asi como Daget y Collyer (1984), aunque también
caben modificaciones como la introducida por Tanaka et al., (1971), quienes
definen la relacibn entre la fuerza a una distancia de compresion

determinada y esta distancia como un indice de la dureza del producto.

Algunos ejemplos de datos experimentales con pruebas de penetracion se
muestran en la Figura C.3. Los resultados presentan el efecto de la
composicion en la resistencia a la compresion de sistemas de k-carragenina
con algarrobo y goma guar a dos concentraciones de la mezcla resultante de
0.5 % y 0.75 % y la proporcion de las gomas vario de 0 a 70 %, siendo
significativos a estas relaciones en la fuerza de ruptura, sobre todo a una
concentracion de 0.75 % de la mezcla total de k-carragenina con algarrobo

(Damasio et al., 1990).
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Figura C.3 Evoluciéon de la maxima fuerza de ruptura (Fmax) para x-
carragenina + algarrobo y k-carragenina + algarrobo (LBG) + goma guar a
una concentracion total de la mezcla de 0.5 % y 0.75 % como funciéon del

porcentaje de sustitucidén de los hidrocoloides (Damasio et al., 1990).

Otro ejemplo de pruebas de compresion en mezclas de k-carragenina y
algarrobo, es el estudio reportado por Chen et al., (2001), donde se aprecia
como en este tipo de sistemas de mezclas ademas de la adicion de cada uno
de los hidrocoloides en la mezcla, también juega un papel importante el
efecto que tiene la fuerza idnica en la respuesta final, tal como se aprecia en

la Figura C.4.
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Figura C.4 Evolucién de la fuerza de ruptura para k-carragenina + algarrobo
(LBG) de la mezcla como funcidon de la cantidad de KCI adicionada (0.0, 0.01
M, 0.05 M, 0.1 M, 0.2 M) (Chen et al., 2001).



Cuadro C.1 Parametros reportados en los ensayos a la compresiéon

B RELACION DE LOS Fuerza de | Cohesi Resor-
MATERIALES PRUEBAS DE COMPRESION
COMPONENTES ruptura -vidad | Rigidez | tividad | Referencia
CONCENTRACION: ) (cm) | (N/cm) | (N/cm)
k C (0.5%) 2.62 1.72 1.52 62.3
* g-carragenina
- Al 65 %, 30 mm/min. k C (0.35)/GAR(0.15) 3.58 1.77 2.01 25.0
(Genugel, UPC)
- Concentracion total del 0.5 y del k C (0.25)/GAR(0.25) 4.44 2.02 2.20 5.3
*Algarrobo 0.75 % (p/p). k C (0.15)/GAR(0.35) 3.28 2.26 1.45 2.7 Damasio
-Recipientes cilindricos de 65 mm de k-C (0.75%) 4.27 1.76 2.43 43.4 et al., 1990.
(Cesagum Nol.) .
diametro y 35 mm de altura. k-C (0.525)/GAR(0.225) 6.39 1.76 3.63 13.7
- - Punzon cilindrico de 12.74 mm de k-C (0.375)/GAR(0.375) 7.26 2.06 3.53 4.1
Goma guar
diametro (TA-10). k-C (0.225)/GAR(0.525) 5.37 2.28 2.36 4.2
(TH1/25
-Envejecimiento del gel: 24
Ceratonina S.A.)
h a 25 °C.
k-C (1.0%) 11.78 0.22 - -
*k-carragenina k-C (0.70)/L(0.30) 84.43 0.53 - -
- i k-C (0.50)/L(0.50) 62.83 0.11 - -
(CS-47, Sanei Kagaku Kogyo) _Al 80 %, 300 mm/min.
k-C (1.0%) 11.78 0.22
-Concentracién total 1 %.(p/p)
*Algarrobo k-C (0.70)/T(0.30) 29.45 0.35 Murayama et
-Recipientes cilindricos de 50 mm de
. k-C (0.50)/T(0.50) 21.59 0.43 al., 1995.
- diametro y 18 mm de altura.
Goma Tara k-C (1.0%) 11.78 0.22
-Punzén cilindrico de
12.00 d diamet k-C (0.70)/G(0.30) 3.92 0.22
* .00 mm de iametro.
Goma guar «-C (0.50)/G(0.50) - -
(Unipectin, Co.) -Envejecimiento del gel: 20
habs©°C.
. -Al 5%, 50 mm/min (Instron, celda k-C (3.0%) 9.82 _
* K -carragenina
. . carga:20 N) k—C(2.7)/Algarrobo(0.30) 19.64
Satiagel-MR 150, Satia, CECA) )
-Concentracion total 3 % (p/p) k-C(2.4)/Algarrobo (0.60) 14.91 Arnaud et al.,
-Cilindros de 2.5 cm de diametro y k-C(2.1)/Algarrobo (0.90) 3.928 1989

*Alarrobo

(Certonia Siliqua, Satiagel, CACA)

2.5cm de altura.

-Punzén cilindrico.

-Envejecimiento del gel: 24

h a4 °C.
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