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Resumen

Las mucinas son glicoproteinas con alto peso molecular, fuertemente glicosiladas y en
conjunto con elementos como el agua, sales y lipidos constituyen las secreciones
mucosas que cubren ciertas superficies del cuerpo. Estas, exhiben una tendencia a
formar geles, caracteristica atribuida a la presencia de las glicoproteinas (mucinas).
Por otra parte, se ha observado que las mezclas de mucosas y biopolimeros, entre
ellos las proteinas, exhiben una mayor resistencia, teniendo implicaciones fisicas
importantes como la mejora en la textura y estabilidad. En el presente proyecto se
realizé la adicion de proteinas de soya y grenetina de res a mucina de estdbmago de
cerdo cruda y purificada, para lo cual se realizaron mezclas en relacion 1:1, se adicioné
agua al 70% vy se indujo la formacion de geles mediante calor, posteriormente se
refrigeraron por 24 hrs. Mediante técnicas de calorimetria diferencial de barrido y
espectroscopia fotoacustica fue posible estudiar las propiedades fisicas de estas
mezclas. A partir de los termogramas obtenidos se determinaron parametros térmicos
como temperaturas de transicién, entalpias y capacidad calorifica. Mediante las
técnicas fototérmicas se obtuvieron los espectros de absorcidn éptico de las mezclas,
en general los valores donde se observé mayor SF indica una mayor absorcion de

radiacion electromagéntica, también se determiné la efusividad térmica, mostrando

1 1
valores de 1750 (Wsz/m?°C) para la mucina purificada y de 1421 (Wsz/m?°() para la

mucina cruda; en las mezclas mucina cruda-proteinas de soya se observo en promedio
los mayores valores de efusividad térmica en el rango de 2670 — 1598 (WS%/mZC’C),
las mezclas mucina cruda-grenetinas 1703 — 1935 (Ws%/mz%'), las mezclas mucina
purificada-proteinas ( soya y res) 1417 — 1679 (Ws% /m?°C) respectivamente.
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Abstract

Mucins are high molecular weight glycoproteins, heavily glycosylated and with
elements such as water, salts and lipids constitute the mucus covering certain surfaces
of the body. Mucus exhibit a tendency to form gels, characteristic attributed mainly to
the presence of glycoproteins (mucin). Moreover, it has been observed that blends of
mucus and biopolymers, including proteins, exhibit greater strength and has important
physical implications as improved texture and stability. In this project, crude and purified
mucin were mixed with proteins (soy and gelatin) in ratio 1:1, water at 70% was added
to each of the mucin-protein blends and were heated for gel formation, the samples
were then put into a refrigerator and held for 24 h for gel formation. By differential
scanning calorimetry and photoacoustic spectroscopy it was possible to study the
physical properties of these blends. From Thermograms obtained, thermal parameters
as transition temperatures, enthalpy and heat capacity were determined. Optical
absorption spectra in mixtures were obtained, using a photothermal technique. Higher
absorbance was indicative of higher electromagnetic absorption and consequently

higher heat production, thermal effusivity was also determined, with values of 1750

1 1
(Wsz/m?°C) for purified mucin and 1421 (Wsz/m?2°C) for crude mucin. Crude mucin-

soy proteins blends showed thermal effusivity values ranging from 2670 to 1598
(Wsz/m?°C), crude mucin and gelatin blends with effusivity values 1703 — 1935
(Wsz /m?°C), purified mucin and proteins (soy and beef) showed effusivity values of

1
1417 and 1679 (Wsz/m?°C) respectively.
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1. INTRODUCCION

1.1. Glicoproteinas

Las modificaciones pos-traduccionales de proteinas con oligosacéridos se presentan
a través de un proceso conocido como glicosilaciéon, donde la formacion de uniones
glicosidicas es catalizada entre aminoacidos especificos y cadenas de carbohidratos

(Galuska et al., 2015).

Basandose en el tipo de enlace entre las cadenas polipeptidicas y sus cadenas de
oligosacaridos, las glicoproteinas se agrupan en tres clases principales, 1) las que
contienen un enlace o-glicosidico (o-enlazadas), que incluyen la cadena lateral
hidroxilo de serina o treonina y un azUcar como N-acetilglucosamina, 2) las que
contienen un enlace N-glicosidico (N-enlazadas), que involucran al nitrgeno amino de
la asparagina y N-acetilglucosamina y 3) las enlazadas al aminoacido carboxilo
terminal de una proteina mediante una porcién fosforil-etanolamina unida a un
oligosacarido, que a su vez se enlaza por medio de glucosamina a fosfatidilinositol

(Mcguckin y Thornton, 2012).

Las glicoproteinas resultantes en este proceso tienen una gran importancia bioldgica
ya que son una clase de moléculas que presentan diversas funciones; por ejemplo,
casi todas las proteinas plasmaticas de seres humanos son glicoproteinas, muchas
proteinas de membranas celulares contienen cantidades considerables de
carbohidratos, varias sustancias del grupo sanguineo y algunas hormonas son
glicoproteinas y adicionalmente se encuentran en casi todos los organismos desde

bacterias hasta seres humanos (Robert et al., 2010).



1.2 Mucinas

La mucosa es una compleja secrecion adherente, sintetizada por células
especializadas en el epitelio de todos los organismos expuestos al ambiente externo.
La mucosa esta compuesta principalmente de agua (95%), también contiene sales,
lipidos, fosfolipidos y colesterol; sin embargo, el principal componente que le otorga la
viscosidad, elasticidad y propiedades de gelificacion es la glicoproteina denominada

mucina (Bansil y Turner, 2006).

Las mucinas contienen grandes dominios ricos en residuos de serina y treonina, estan
fuertemente glicosilados, y son expresadas principalmente en células epiteliales, son
un componente importante de la interface entre el exterior y tejidos de la mucosa en
las que proporcionan lubricacion, hidratacion y una barrera biolégica y fisica a las
toxinas potenciales, particulas y patdgenos, las cadenas laterales de oligosacéridos
contribuyen del 50 al 90% de su masa, debido a que en la regién amino y carboxilo
terminal de los amino&cidos, existen uniones o-glicosidalas y algunos sitios de N-
glicosilacién, los cuales contribuyen a la dimerizacion y subsecuente polimerizacion
para formar multimeros. Estos polipéptidos son usualmente muy grandes, de 200 a
900 KDa, la densa glicosilacién aumenta entonces, el tamafio molecular y restringe el
acceso de proteasas a mucinas (Libao-Mercado y De Lange, 2007; Mcguckin y

Thornton, 2012).

1.2.1 Estructura de las mucinas

Las mucinas son glicoproteinas con dos caracteristicas principales: 1) Un alto
contenido de oligosacéaridos O-enlazados (el contenido de carbohidrato de mucinas

por lo general es mayor del 50%) y 2) presencia de secuencias de aminoacidos
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repetitivas (en tAindem) en el centro de sus esqueletos polipeptidicos, a los cuales las
cadenas de glucanos estan fijas en agrupaciones, con alto contenido de serina,
treonina y prolina. Si bien predominan los O-glucanos, las mucinas a menudo tienen
cadenas de N-glucano (Robert et al., 2010). En la Figura 1 se observa la estructura

general de las mucinas.

El peso molecular de las mucinas varia entre 0.5 y 20 MDa, los principales
carbohidratos presentes son N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, fucosa,

galactosa y acido sialico (acido N-acetilneuraminico), (Bansil y Turner, 2006).

Existen dos familias de mucinas estructuralmente distintas, la primera esta compuesta
de mucinas formadoras de geles (secretadas), mucinas que son completamente
extracelulares y que forman estructuras oligoméricas, la otra es de mucinas unidas a
la membrana,; al igual que las mucinas secretadas, las mucinas unidas a la membrana
estan hechas de al menos un dominio similar; es decir, una gran parte constituida de
repeticiones en “tandem”, enriquecida de residuos de prolina y de aminoé&cidos hidroxi

gue llevan los O-glicanos (Desseyn et al., 2008; Hattrup y Gendler, 2008).

Mucinas secretoras formadoras de geles (MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6 y MUC19)
se han identificado en humanos, mucinas estructuralmente relacionadas se han
descrito en otros mamiferos, anfibios y peces e incluso invertebrados (Perez-Vilar y

Mabolo, 2007).

Debido a su gran tamano, alto contenido de carbohidratos, estructura extendida y
naturaleza polimérica las mucinas formadoras de gel dotan a las secreciones mucosas
con una alta viscosidad y una diversidad quimica para interactuar, atrapar y transportar

microorganismos, particulas y sustancias quimicas nocivas. En la mucosa gastrica, las

4



propiedades hidrodindmicas de las mucinas formadoras de gel previenen a la mucosa

del dafio por &cidos (Perez-Vilar y Mabolo, 2007; Voynow y Rubin, 2009).

Todas las mucinas transmembranales contienen proteinas de tipo 1, proteinas con un
dominio que abarca la membrana, pero también caracterizados por otros dominios

proteicos (Lang et al., 2007).

Las mucinas humanas formadoras de geles contienen dominios VWD (von Willebrand
D) y dominios “C-terminal cistenina-knot” que son los responsables de la
oligomerizacion de estas moléculas. El nudo de cisteina es responsable de la
dimerizacion en el reticulo endoplasmico, y en el caso de la mucina submaxilar porcina
el tercer dominio VWD en su parte N-terminal es responsable por la trimerizacion en

las ultimas etapas de la ruta de secrecion (Bansil y Turner, 2006; Lang et al., 2007).
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(Cone, 2009)

Figura 1. Estructura general de las mucinas
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Figura 2. Representacion de la mucina géstrica de cerdo

El estudio de mucinas ha sido de gran interés a lo largo de los afios, debido a las
propiedades de lubricacion, barrera fisica protectora de superficies epiteliales y la
capacidad de gelificacion que presentan. Allen et al., (1976) llevaron a cabo el analisis
de la estructura de la mucosa géastrica de cerdo, encontrando que el principal
componente que proporcionaba propiedades de gelificacién a la mucosa era una
glicoproteina, que se denomind mucina, la cual contenia residuos ricos en serina,
treonina y prolina unidos a cadenas de carbohidratos. A partir de estos estudios, se
determind que, el promedio de las concentraciones de glicoproteinas aisladas

directamente del estémago de cerdo fue de aproximadamente 30-40 mg/ml.



Estudios realizados por Fogg et al., (1996); Perez-Vilar et al., (1996); estudiaron las
propiedades fisicas y quimicas de esta glicoproteina, en la parte quimica se encontrd
que enlaces disulfuro actian para formar dimeros, encontrando, ademds, 2-3
subunidades, cada una conteniendo 3-4 regiones glicosiladas. En la parte fisica, se
realizé6 un andlisis de mucina del colon de cerdo mediante exclusibn en Sefarosa,
determinando que diferentes polimeros de mucinas estan compuestos de subunidades
de tamafos variados. Estudios fisicos adicionales se han llevado a cabo, como los
realizados por KoCevar-Nared et al., (1997), evaluando y comparando las propiedades
reolégicas de mucina cruda (Sigma) y mucina aislada de la mucosa gastrica de cerdo,
determinando que la mucina aislada mostr6 el comportamiento de un gel mas fuerte
que el obtenido en la mucina cruda. En la Figura 2 se observan los componentes

principales de la mucina gastrica de cerdo.

Dentro del grupo de trabajo, Delgado Reyes, (2013), llevé a cabo el estudio del efecto
de la concentracién, pH, temperatura y cationes en las propiedades viscoelasticas,
térmicas y Opticas de geles de mucinas de estdbmago cerdo, reportando que a

concentraciones de 55% y pH 2, la mucina se comporta como un gel débil.

Como se observa, se han realizado estudios de mucinas; sin embargo, existe muy
poco referente al analisis de las interacciones de estas mucinas con otros compuestos

poliméricos, como las proteinas de diversas fuentes.

1.3 Lasoya

El frijol de soya, (Glycine max) perteneciente a la familia de las leguminosas y a la
subfamilia Papilionoideae, tiene su origen de cultivo en China, este pais fue el mayor

productor y exportador durante la primera mitad del siglo XX (Qiu y Chang, 2010).



En la década de 1950 la produccion del frijol de soya se desarrollé rapidamente en los
Estados Unidos, el cual, en la actualidad, es el mas grande productor de esta
leguminosa (Qiu y Chang, 2010; FAO, 2015). En el periodo de 1996 al 2004 hubo un
gran incremento en la produccién de soya, en paises como EUA, Brazil, China, entre
otros, con un incremento del 123%, aumentando de 39 millones de Toneladas que se
producian en 1996 a aproximadamente 87 millones de toneladas en el 2004 (FAO,
2007). Segun el departamento de agricultura de Estados Unidos, para el 2014 la
produccién anual de frijol de soya fue de 320.49 millones de Toneladas, de los cuales
105.81 producidas por Estados Unidos, Brazil 100 millones de Toneladas, Argentina
57 millones, China 11.5 millones, India 11 millones, Paraguay 8.8 millones, Canada

5.95 vy otros paises 20.436 millones de Toneladas (FAO, 2015).

1.3.1 Caracteristicas fisicas de la soya

La forma de las semillas de soya varia, desde esférica a elongada, e incluso aplanada.
El color de las semillas puede ser amarillo, verde, marrén o negro. Las variedades que
se usan en la industria son amarillas, la presencia de semillas de otros colores en
grandes cantidades se considera un defecto. El tamafio de la semilla se expresa como
el nimero de semillas por unidad de volumen o peso (FAO, 2015). La estructura de la
semilla consiste en la cubierta de la semilla (cascara) y dos cotiledones, mas dos
estructuras adicionales de menor peso: el hipocotilo y plumula representan el 2% del
peso. El cotileddn representa el 90% del peso de las semillas y contiene practicamente
todo el aceite y las proteinas presentes (FAO, 2015). Analisis microscépicos en esta
seccion revelan la presencia de cuerpos proteicos y cuerpos lipidicos (o esferosomas)
gue constituyen las unidades de almacenamiento de las proteinas y el aceite

respectivamente, (Kangii et al., 1991; FAO, 2015).



La cascara representa aproximadamente el 8% del peso de la semilla y mantiene los
cotiledones unidos, ademéas de funcionar como capa protectora (Mcdonald, 2013;

FAO, 2015). Los componentes de la semilla de soya, se representan en la Figura 3.

Cotiledon

Endospermo
Radicula
Hipocotilo

Plimula

Cascara

Cotiledon

(Mcdonald, 2013)

Figura 3. Componentes principales de una semilla de soya

1.3.2 Composicion quimica de la soya

La composicidn de la soya puede variar de acuerdo a la variedad y a las condiciones
de crecimiento, con cantidades de proteina entre el 40% y el 45% y de lipidos entre 18
y 20% (FAO, 2015). Los valores de la composicion quimica proximal de las semillas

de soya se presentan en la Tabla 1.

Los lipidos del frijol de soya (aceite de soya crudo) consisten de 96% de triglicéridos,
2% de fosfolipidos, 1.6% de insaponificables, 0.5% de acidos grasos libres y pequefias

cantidades de pigmentos carotenoides (Qiu y Chang, 2010).



Tabla 1. Composicion proximal de la soya

pesodela  Proteina

Parte de la Lipidos Carbohidratos Cenizas

: semilla Nx6.25 0 0 0
semilla (%) (%) (%) (%) (%)
Cotileddn 90 43 23 43 5.0
Cascara 8 9 1 86 4.3
Hipocotilo 2 41 11 43 4.4
Semilla 100 40 20 35 4.9
entera

Tomado de (FAO, 2015); datos reportados en base seca

El aceite de soya se clasifica como semi-seco debido a su alto contenido de acidos
linoleico y linolenico. La presencia del acido linolenico es el principal responsable del
deterioro oxidativo que se presenta en el aceite de soya (Goldberg y Stacey, 2008;

FAO, 2015).

La soya contiene aproximadamente el 30% de carbohidratos, los cuales se pueden
dividir en dos grupos: azlcares solubles (sacarosa, estaquiosa y rafinosa) e insolubles
“fibra”. La parte insoluble es una mezcla de polisacaridos y sus derivados, consistiendo
principalmente de hidratos de carbono de la pared celular: celulosa y hemicelulosa

(Badui, 2006; FAO, 2015).

El contenido de minerales en la soya (cenizas) es aproximadamente de 4%, los
principales constituyentes son; el Potasio, Calcio y Magnesio, en cantidades trazas se

encuentra Hierro, Zinc y Cobre (Mbaherekire et al., 2003).

En cuanto al contenido de humedad, para un correcto mantenimiento y viabilidad de la
soya, se sugiere un contenido de humedad de 12 — 13%, por encima de este nivel es
susceptible al ataque por hongos, especialmente en época de calor, por debajo de esa

humedad los granos tienden a agrietarse y dividirse durante la manipulacion, una
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proporcion grande de los granos partidos se considera un defecto, ya que puede

inducir una mayor enranciamiento durante el almacenamiento (FAO, 2015).

1.3.2.1 Proteinas de soya

Como en las leguminosas, la mayor parte de las proteinas de soya son globulinas, en
general las proteinas de las leguminosas son ricas en aminoacidos esenciales tales
como lisina, treonina, isoleucina, leucina, fenilalanina y valina; sin embargo, son

deficientes en metionina y cisteina (Badui, 2006).

Una forma de caracterizar las fracciones de proteinas de soya es por su constante de
sedimentacién. Cuatro fracciones se han estudiado ampliamente, se conocen como
2S, 7S, 11S y 15S, (S significa unidades Svedberg), el coeficiente numérico es la

constante de sedimentacion caracteristico en agua (20 °C), (FAO, 2015).

Las fracciones 7S y 11S constituyen aproximadamente el 70% del contenido total de
proteina en la soya, la relacién 11S/7S puede variar de 0.5 a 3 (Sousa et al., 1995). La
fraccidon 2S consiste de polipétidos de bajo peso molecular (8,000 a 20,000 Daltones),
la fraccion 7S es bastante heterogénea, su componente principal es la beta-conglicina
(peso molecular de 150,000). La fraccion 11S consiste de glicina, la proteina principal
de la soya, tiene un peso molecular de 320,000-350,000 y se conforma de 12
subunidades unidas a través de puentes de hidrégeno y uniones disulfuro. La fraccién

15S es probablemente un dimero de la glicina (Mbaherekire et al., 2003; FAO, 2015).

El frijol de soya tiene una gran variedad de usos, la extraccion de la soya con agua, se
utiliza para la produccién de leche de soya, la precipitacion con agua de los extractos

se usa para obtener la cuajada de soya (Tofu), a partir del proceso de fermentacién se
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obtiene pasta de soya (miso), salsa de soya (sho-yu), cuajada de soya fermentada (su-

fu), por mencionar algunos (FAO, 2015).

Las proteinas de soya se han utilizado comunmente en los productos alimenticios para
mejorar su textura, aprovechando su capacidad de formar un gel con una buena
capacidad de retencion de agua después del calentamiento. Las proteinas de soya se
obtienen a partir de la leguminosay se clasifican de acuerdo a su contenido de proteina

(Li et al., 2014).

1.3.3 Harina de soya

Las harinas son la forma menos refinada de la soya, se obtiene a partir de las semillas
de soya tostadas y molidas finamente (contiene un minimo de 40% de proteina), esta
harina puede tener grasas en la que se conservan todos los aceites naturales y
desengrasada en donde se eliminan los aceites durante el procesamiento, la harina de
soya desengrasada proporciona un porcentaje ligeramente mayor de proteinas y calcio

(Bansil y Turner, 2006; FAO, 2015).

Las proteinas de soya tienen la capacidad de formar geles, a través de varios
mecanismos que implican ciclos de calentamiento-enfriamiento (Jian et al., 2014). Se
ha demostrado que el calentamiento causa una ruptura irreversible de la estructura
cuaternaria de la globulina 11S y una subsiguiente division en subunidades generando
un estado intermedio transitorio en forma de un agregado soluble que rapidamente se

convierte en gel (Badui, 2006; Bhattacharya y Jena, 2007).

Los geles basan su estructura en el fendbmeno de asociacién-disociacion de las
proteinas, lo que a su vez esta determinado por diversos factores, como la

temperatura, la fuerza idnica y el tipo de sal (Bainy et al., 2008).
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Las fuerzas que hacen posible la formacion de geles son diversas, y algunas influyen
mas en una cierta fraccion proteinica. Las fracciones 7S y 11S interaccionan cuando
se calientan y producen rapidamente un estado de dispersién; sin embargo, en forma
individual, la 7S genera geles por medio de puentes de hidrogeno, mientras que las
provenientes de la fraccion 11S lo hacen gracias a la creacidon de interacciones
electrostéaticas con iones divalentes y de enlaces disulfuro, ademés de este tipo de
interacciones influyen las fuerzas hidr6fobas (Banerjee y Bhattacharya, 2012). Las
fracciones proteicas son sensibles a agentes desnaturalizantes como pH extremo,
temperatura, concentracion de sales, entre otras. El efecto del calor es el mas
importante, debido a la reduccion de la solubilidad de las proteinas, lo que puede llegar

a inducir la gelificacion (Badui, 2006).

Se han realizado estudios con harina de soya, como el realizado por Morales y Kokini,
(1997); donde se analizaron los componentes 7S y 11S presentes en la soya mediante
calorimetria diferencial de barrido, a partir de los termogramas obtenidos se

observaron dos picos de desnaturalizacién correspondientes a estos componentes.

1.3.4 Concentrado de proteina de soya

El concentrado de soya es un producto mas refinado que la harina y contiene un
minimo de 65% de proteina, para su elaboracion se eliminan hidratos de carbono de
las harinas, para su elaboracion se pueden seguir tres procesos, el primero utiliza una
solucion de etanol al 80% para quitar ciertas fracciones solubles, como son los
oligosacaridos, parte de las cenizas y otras sustancias de menor peso molecular; bajo
estas condiciones, las proteinas y los polisacaridos precipitan debido a que son

insolubles en alcohol y se pueden recuperar para obtener un concentrado proteico
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final. El segundo proceso implica una extraccion de las proteinas en su punto
isoeléctrico, en el que las globulinas y los polisacaridos se insolubilizan y precipitan, y
posteriormente se neutralizan y se secan. El tercer método utiliza calor humedo para
desnaturalizar e insolubilizar los polipéptidos de la harina, seguido de un lavado con

agua para eliminar los azUcares y otras moléculas pequefas (Badui, 2006).

Los concentrados de soya son utilizados en la elaboracidén de productos en el area de
alimentos, por sus caracteristicas nutricionales y funcionales, nutricionalmente las
caracteristicas por las que se considera atractivo son, su alto contenido de proteina y
el contenido de “fibra dietaria”; los valores nutricionales se expresan como indice de
eficiencia de proteinas, el cual es ligeramente menor que en las harinas de soya,
probablemente debido al efecto de menor fraccionamiento durante el proceso de

extraccion.

Se han realizo estudios con concentrados de soya, como el realizado por Kumar et al.,

(2004), utilizando calorimetria diferencial de barrido y analisis termogravimétricos.

En los analisis de calorimetria diferencial de barrido, se observé una amplia transicién
endotérmica, observada por debajo de los 120 °C, especificamente 68 °C, el cual es
un valor mayor a lo observado en los aislados de soya 60.1°C, este resultado fue

asociado a la presencia de carbohidratos en los concentrados de soya.

1.3.5 Aislados de proteina de soya

Los aislados de soya, es la presentacion con el mayor contenido de proteina, contiene
aproximadamente el 90% de proteina de soya en base seca. Para la produccién de
estos aislados se usa como base harina de soya desengrasada u hojuelas de soya

(Badui, 2006).
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El proceso para la obtencion de los aislados de soya se basa en la solubilizacion de
las proteinas a un pH neutro o ligeramente alcalino y la precipitacién por acidificacion
hacia la region isoeléctrica, cerca de un pH 4.5, lo que hace precipitar la mayor parte
de las proteinas, el suero (fraccion soluble), se separa por centrifugacion,
posteriormente se lava y se neutraliza con hidroxido de sodio para volverla a solubilizar
y, por ultimo, se seca por aspersion, se obtiene un compuesto mas soluble en agua

que la proteina en su punto isoeléctrico (FAO, 2015).

Los aislados de proteina de soya se han producido, principalmente, para fines
industriales, como adhesivos para la industria de recubrimiento de papel antes de la
segunda guerra mundial y para la industria alimentaria a principios de los afios

cincuenta (Qiu y Chang, 2010).

Algunas aplicaciones de los aislados de soya en alimentos son: el uso como productos
texturizados (mejora de textura) y para reemplazar la carne, en emulsiones,
proteinatos por su gran contenido de humedad, como estabilizantes, en férmulas
infantiles, donde los sélidos de la leche son remplazados por soya, por mencionar

algunos (Renkemay Van Vliet, 2002; FAO, 2015).

Debido a la importancia que ha demostrado este aislado de soya, se han llevado a
cabo estudios de sus propiedades fisicas, como el realizado por Li et al., (2014),
mediante calorimetria diferencial de barrido, realizando un anélisis de mezclas de
aislados de soya y almidon de maiz, observandose transiciones térmicas en estas
mezclas, demostrando ademas, que los aislados de soya mejoraron la estabilidad del

almidén de maiz y aumentaron sus temperaturas endotérmicas.
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Las propiedades de gelificacion de los aislados de soya también se han estudiado,
esto por la importancia de los geles y los procesos de gelificacion en los alimentos,
estudios realizados por Hermansson, (1986) y Bhattacharya y Jena, (2007); en el
proceso de gelificacion de aislados de soya demostraron que esta gelificacién se
induce mediante calor, principalmente, donde participan reacciones de
desnaturalizacion, disociacidn-asociacién y agregacion, utilizando, para la formacion

de geles de soya, concentraciones del 15 -30 %.

1.4 Grenetinas

La grenetina es un biopolimero obtenido de la degradacién del colageno, en particular
de la unidad fundamental del colageno, las varillas de tropocolageno (Normand et al.,
2000). El colageno es la proteina mas abundante en los vertebrados y constituye el
25% de la masa total de proteinas en los animales, se encuentra en la piel, huesos,
cartilago y en los vasos sanguineos (el tejido conectivo de animales), (Latinovic et al.,

2010).

1.4.1 Estructura de la grenetina

El tropocolageno es una estructura en triple hélice compuesta de tres cadenas
polipeptidicas separadas, con un peso molecular aproximado de 110 000 daltons

(Clark y Ross-Murphy, 1987; Mori et al., 2013).

En la Figura 4 se observa la estructura del colageno, donde algunas de las unidades,
fibras, fasciculo, fibrillas y finalmente moléculas de colageno se detallan, asi como las
interacciones entre fibrillas y moléculas. La matriz rica en proteoglicanos se indica

como PG vy las interacciones entre moléculas de colageno se indican como C-L. Los
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tejidos ricos en colageno se basan en las fibrillas de coldgeno como base de

construccion (Hulmes, 2008).

Unidad con espesor Moléculas

Molécula de colageno @ / \ -

1.3 nm 3

yoy Fibrillas
Fibrilla de colageno — U N 107,

50 -500 nm

Fasciculo
50 -300 um

Fibras de tendén
100 - 500 um

C-L

(Hulmes, 2008)

Figura 4. Estructura del coldgeno

La matriz rica en proteoglicanos se indica como PG y las interacciones entre moléculas de colageno
se indican como C-L

Estas fibrillas tienen un espesor de 50 a cientos de nanGmetros que se ensamblan de
manera jerarquica en estructuras macroscopicas (Cowin y Doty, 2007). En el nivel méas
bajo se encuentran las moléculas de colageno, las cuales son cadenas de proteinas
de triple hélice con una longitud de aproximadamente 300 nm (Cowin y Doty, 2007;
Hulmes, 2008). En la Figura 5 se observa la estructura del colageno, A) es lavistaalo
largo del eje molecular (carbonos a unicamente), mostrando las cadenas

polipeptidicas individuales; cada una de las cadenas polipeptidicas contiene una o mas
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regiones caracterizada por repeticiones de aminoacidos (Gly-X-Y), donde Xy Y puede
ser cualquier aminoacido; B) vista lateral, donde se muestra el giro helicoidal (Hulmes,

2008).

(Hulmes, 2008)

Figura 5. Estructura de triple hélice del colageno. A) Vista a lo largo del eje molecular; B)
Vista lateral de la molécula de colageno.

A pesar de que el contenido de aminoacidos varia de un tipo de colageno a otro,
siempre se encuentran grandes cantidades de prolina e hidroxiprolina asi como
también glicina (Gomez-Guillén et al.,, 2011). Es posible encontrar también
aminoacidos polares, el contenido de prolina del tropocolageno es importante debido
a que favorece la formacién de hélices en las cadenas individuales de polipéptidos y
por lo tanto la estructura de triple hélice de las varillas de tropocolageno (Clark y Ross-

Murphy, 1987).
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La fuente de donde proviene, como huesos, cartilagos y piel; la edad del animal y el
tipo de colageno, todos son factores que influyen en las propiedades de las grenetinas;
el colageno nativo insoluble debe ser pre-tratado, antes de convertirse a su forma
disponible para extraccion, a temperaturas mayores a 45 °C (Goémez-Guillén et al.,

2011).

Para la obtencion de grenetina, la materia prima de origen animal es sometida a un
tratamiento previo, con acido o alcali, que genera una ruptura parcial de los enlaces.
Dependiendo del método de procesamiento se pueden obtener dos tipos de
grenetinas, denominadas tipo A (punto isoeléctrico a un pH 8-9) y tipo B (punto
isoeléctrico a un pH 4-5) obtenidos por tratamiento acido y alcalino respectivamente,
obteniéndose diferentes grados Bloom, una medida estandar utilizada para indicar la
resistencia mecénica de geles en grenetinas (Peng et al., 2008), se lleva a cabo una
extraccién con agua, entre (50-100°C), produciéndose cadenas menos estructuradas
correspondientes a la grenetina. La extraccion dependen principalmente de tres

factores: temperatura, tiempo y pH (Schrieber y Gareis, 2007).

Las grenetinas difieren de otras proteinas, en que hay una ausencia de orden interno,
y en disolucién acuosa se obtiene un arreglo aleatorio de sus cadenas polipeptidicas.
La caracteristica principal de las grenetinas es su solubilidad en agua y la capacidad
de formar geles termorreversibles. En las grenetinas ocurren transiciones
(enrollamiento de hélices) que corresponden a transiciones sol —gel (Sobral y

Habitante, 2001).

Se han llevado a cabo estudios con las grenetinas obtenidas a partir de la piel de cerdo,

como el llevado a cabo por Slade y Levine, (1987), utilizando calorimetria diferencial
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de barrido, encontrando que, la temperatura de transicion para estas muestras, es
arriba de los 200 °C, Pinhas et al. (1996) determinaron la temperatura de transicion
vitrea de la grenetina (origen no determinado) a 203 °C, Sobral y Habitante, (2001),
obtuvieron temperaturas de transicion vitrea a 220.2 °C, para grenetinas de piel de
cerdo. Mendieta-Taboada et al., (2008) realizaron un estudio de mezclas de grenetinas
de piel de cerdo con alcohol de polivinilo, estudiando sus propiedades térmicas
mediante calorimetria diferencial de barrido, determinando valores de trasicion vitrea
de 43y 49 °C. Dentro del grupo de trabajo Gomez Ocampo, (2010) realizé un estudio
de las propiedades fisicoquimicas y estructurales de geles de grenetinas nativas y

adicionadas con hidrocoloides.

1.5 Geles

Existen varias definiciones de lo que es un gel, Flory (1953) defini6 un gel como
moléculas entrelazadas para formar una red interconectada inmersa en un medio
liguido. Hermans (1949) consider6 a un gel como un sistema de dos componentes,
formado por un sélido disperso o disuelto en una fase liquida, exhibiendo un

comportamiento de solido bajo deformacion (Lopes Da Silva 'y Rao, 1999).

Otra definicién indica que un gel puede ser un material blando, sélido y parecido a un
solido, que consiste de dos 0 mas componentes, uno de ellos es un liquido, presente

en una cantidad considerable (Ravanagh y Ross-Murphy, 1998).

Los geles son humedos y suaves, y lucen como un material sélido; sin embargo, son
capaces de someterse a una gran deformacion en respuesta a cambios ambientales

(Kwon et al., 2006). En la Figura 6 se observa la estructura tridimensional de un gel.
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Se han realizado diversos estudios en geles a partir de biopolimeros y proteinas, para
determinar sus propiedades mecanicas y estructurales, ademas de sus propiedades
fisicas, esto dltimo a través de técnicas como calorimetria diferencial de barrido y
técnicas fototérmicas. Momoh et al., (2010) realizé un estudio de las propiedades
térmicas de geles de mucinas provenientes de caracoles africanos utilizando
calorimetria diferencial de barrido, se determinaron las propiedades fisicoquimicas de
estas mucinas y se determiné la temperatura de fusion en un rango de 58.58 °C a

61.17 °C y una segunda temperatura de transicién de 126.85 °C a 138.39 °C.

xigeno
idrégeno

(Rosas-Flores et al., 2012)

Figura 6. Esquema de la estructura tridimensional de un gel

Se han realizado diversos estudios de geles de proteinas de soya como el realizado

por Renkema y Van Vliet (2002), donde se analizé la formacion de geles de soya
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inducidos por calor; sin embargo, las propiedades fisicas de estos geles se estudiaron

mediante determinaciones reoldgicas.

1.5.1 Proceso de gelificacion

La formacion de un gel es un proceso que se lleva a cabo, a partir de una simple
dispersion de un polimero o particula en suspensién y controlando las condiciones de

temperatura o composicion de la solucién (Roldan-Vargas et al., 2013).

El proceso de conversion sol-gel generalmente involucra agregacion de particulas o
macromoléculas, con la eventual generacién de una red que abarca el volumen total

del contenedor (Banerjee y Bhattacharya, 2012).

La formacion de geles se puede clasificar como reacciones de gelificacion fisicamente
inducidas (calor y/o presion) y quimicamente inducidas (acido, idnico y/o enzimatico).
Las condiciones para la formacion de un gel dependen principalmente de algunos
factores fisico-quimicos como la temperatura, presion, fuerza idnica, pH, presencia de
enzimas, calidad del disolvente y el grado de polimerizacion (Renard et al., 2006;

Banerjee y Bhattacharya, 2012).

1.5.1.1 Temperatura

La gelificiacion inducida mediante calor, es probablemente el método mas importante
y comun para la obtencién de geles, se da en un proceso de dos etapas, un
desdoblamiento o disociacion de moléculas debido a la agregacion de energia para
exponer los sitios activos (Banerjee y Bhattacharya, 2012). La segunda etapa es la
asociacion y agregacion de las moléculas para formar complejos de alto peso
molecular. La primera etapa puede ser reversible, la segunda es generalmente un

proceso irreversible (Banerjee y Bhattacharya, 2012).
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Los puentes disulfuro (S-S) e interacciones hidrofébicas son de gran importancia en
este proceso. La velocidad de reaccién global se puede determinar por el
desdoblamiento o agregacién dependiendo de la relacion de las velocidades de
reaccion en un intervalo de temperatura particular (Banerjee y Bhattacharya, 2012). En

la Figura 7 se observa el proceso de gelificacion mediante induccién por calor.
1.5.1.2 Presion

Las altas presiones permiten un grado de libertad adicional en la modificacion de las
propiedades funcionales de las moléculas; las altas presiones se pueden utilizar como
un proceso individual o en combinacion con otros. En general las altas presiones
favorecen las reacciones, que conducen a una reduccion del volumen total del sistema.
La presién provoca que el agua se disocie y el pH es mas &cido bajo presion (Kasapis,

2007; Banerjee y Bhattacharya, 2012).

Calor Frio
—_— —
Disolucion

&5

Formacion de
redes

Gelificacion

(Dahan y Sundararajan, 2013)

Figura 7. Proceso de gelificacion mediante calor
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1.5.1.3 Fuerza idnica

Los cationes monovalentes y divalentes como el sodio y calcio pueden incrementar la
fuerza idnica en el gel (Yang et al., 2013). Las fuerzas electrostaticas repulsivas entre
las moléculas son reducidas o neutralizadas y por lo tanto la gelificiacion puede ocurrir
(Banerjee y Bhattacharya, 2012; Yang et al., 2013). En la Figura 8 se observa el

proceso de gelificacion mediante iones.

1.5.1.4 pH

Los cambios en el pH debido a la adiciébn de acidos o por la fermentacién de
microorganismos cambian la carga neta de la moléculay por lo tanto alteran las fuerzas

de repulsién y atraccion entre las moléculas y el disolvente (Renard et al., 2006).

La solubilidad de las sales cambia con el pH lo cual puede contribuir a la formacion del

gel (Banerjee y Bhattacharya, 2012).
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(Renard et al., 2006)

Figura 8. Proceso de gelificacion mediante iones
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1.5.1.5. Presencia de enzimas

La gelificacion inducida mediante enzimas, se basa en la introduccion de agentes
covalentes artificiales de entrecruzamientos en proteinas de alimentos. Entre las
reacciones catalizada se encuentra la trans-glutaminasa (TG), peroxidasa y polifenol
oxidasa, las cuales permiten entrecruzamientos en las proteinas (Banerjee y

Bhattacharya, 2012).

1.5.1.6. Grado de polimerizacién

Si la concentracién del polimero se encuentra arriba de la concentracion critica, el
efecto de la masa molar es insignificante, pero si la concentracidon esté en el rango de
valores de la concentracibn minima critica, mientras mayor sea la masa molar,
mayores seran los modulos en el polimero y mas rapido sera el proceso de gelificacion

(Banerjee y Bhattacharya, 2012).

Se han llevado a cabo diversos estudios para la induccion de geles, a partir de las
metodologias descritas, Renard et al., (2006) llevo a cabo el estudio de la formacion
de geles de grenetinas, a partir de la induccion con calor y posterior enfriamiento,
encontrando que la gelificacion se induce por la reformacion parcial de las triples
hélices encontradas en el colageno, durante el proceso de enfriamiento; Bhattacharya
y Jena, (2007) observaron que la gelificacion en proteinas de soya se induce mediante
calor y analizaron también la adicion de sales de calcio y magnesio que inducen la
agregacion de estas proteinas; Wang et al.,, (2007), estudiaron las propiedades
térmicas de los geles de aislados de soya inducidos mediante presion y temperatura,

utilizando calorimetria diferencial de barrido.
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1.5.2 Tipos de geles

1.5.2.1 Geles de proteinas

Existen dos clases principales de geles biopoliméricos, proteinas o polisacaridos. Las
proteinas globulares, como la p-lactoglobulina, ovoalbumina y proteinas de
almacenamiento de plantas (soya, chicharo, entre otros), son bien conocidas por su
capacidad de formacién de geles, estos geles de proteinas globulares son

generalmente, geles inducidos por calor (Renard et al., 2006).

La gelificacién es una propiedad importante de las proteinas en las aplicaciones en
alimentos. El proceso de gelificacibn mediante calor, involucra un desdoblamiento
inicial tras el calentamiento y posteriormente una agregacion de las moléculas de

proteina (Wang et al., 2015).

Muchos factores influyen en la formacion de geles de proteinas, como el peso
molecular de las proteinas, concentracion de las proteinas, solubilidad, fuerza i6nica 'y
pH. Las propiedades de gelificacion en las proteinas mediante el calor estan
fuertemente relacionados a su comportamiento térmico incluyendo principalmente la

transicion vitrea y la desnaturalizacion térmica (Renard et al., 2006).

La transicion vitrea conduce a un incremento en la movilidad en las moléculas de las
proteinas, durante la desnaturalizacibn sucede un proceso de desdoblamiento

completo o parcial de las proteinas (Wang et al., 2015).

1.5.2.2 Geles de polisacaridos

En contraste con los geles de proteinas globulares, la mayoria de los geles de

polisacéaridos son geles reversibles, inducidos por frio (Renard et al., 2006).
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La formacion de geles se presenta mediante transiciones de orden-desorden inducidas
mediante el enfriamiento, y en este tipo de geles se asume que la gelificacion se lleva
a cabo en un nivel helicoidal, mediante la asociacion de las ramificaciones, el nimero

de ramificaciones tiene un papel importante en la fuerza del gel (Renard et al., 2006).
1.5.2.3 Geles a partir de grenetinas

La grenetina se comporta mas como un gel de polisacarido, que como un gel de
proteinas globulares, ya que el proceso de gelificacion es un proceso termorreversible,

gue se lleva a cabo por calentamiento y enfriamiento (Mendieta-Taboada et al., 2008).

La grenetina exhibe una transicion de desorden-orden después del enfriamiento. La
gelificacion se da por la reformacion parcial de las triples hélices encontradas en el
coldgeno (Renard et al., 2006). En la Figura 9 se observa el proceso de gelificacién en

la grenetina.

e

(Renard et al., 2006)

Figura 9. Proceso de gelificacién en grenetina

Se han llevado a cabo diversos estudios con geles a partir de proteinas y polisacéaridos;

Bajaj y Singhal (2007), estudiaron geles obtenidos a partir de aislados de soya y harina
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de garbanzo, utilizando gomas de gelanay alginatos de sodio; Bhattacharya and Jena,
(2008), obtuvieron geles a partir de proteina de soya, analizando las interacciones de
sus dos componentes principales glicina y p-conglicina, se ha trabajado también con
agentes gelificantes como el agar, la celulosa, carragenina, pectina, goma guar, goma

de xantana, entre otros.

1.6 Mezclas de geles

Existe un creciente interés en el estudio del comportamiento de mezclas de geles,
debido a la variedad de sus propiedades mecanicas y de textura, asi como la
posibilidad de manipular y cambiar estas propiedades (Walkenstréom y Hermansson,

1996).

Las mezclas de geles son una combinacion de biopolimeros, con inclusién de
diferentes solutos. La combinacion de agentes gelificantes se usa frecuentemente en
la industria alimentaria, ya sea para alcanzar una textura deseable o para llevar a cabo
interacciones proteina-polisacarido, mientras se forma el gel (Banerjee y Bhattacharya,
2012). Como resultado de las mezclas de geles, se pueden obtener mezclas de dos
componentes, donde uno de los componentes puede modificar las caracteristicas del
segundo componente sin propiciar ninguna interaccién entre ellos (Banerjee y
Bhattacharya, 2012). En otro tipo de geles, ambos polimeros son capaces de formar
geles, produciendo tres tipos, a) los dos polimeros pueden interactuar, UGnicamente por
interacciones mutuas; b) Se puede formar una red con separacion de fases, las
dispersiones concentradas de las mezclas de biopolimeros podria inducir una
separacion de fases, esto se observa por un fuerte cambio en el punto de fusion y

propiedades elasticas; c) se puede formar una red acoplada a partir de ambos
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polimeros, la gelificacion se podria llevar a cabo cuando se da una interaccion
favorable entre las cadenas de los dos biopolimeros, a través de interacciones

moleculares (Banerjee y Bhattacharya, 2012).

Los polisacaridos y las proteinas actian como modificadores de textura y pueden
actuar también como modelos de estudio de esta propiedad en los alimentos, ademas
de que, por si mismos, son ingredientes importantes en estos alimentos (Nishinari,
1997). La variedad de comportamientos observados es debida, principalmente a,
transiciones de fase, separaciones de fase y por un equilibrio orden-desorden que se

lleva a cabo (Cesaro et al., 1999).

Existen diferentes métodos para determinar las propiedades térmicas de alimentos y

otros materiales bioldgicos (Banerjee y Bhattacharya, 2012).

En la Tabla 2 se presentan algunos de los métodos utilizados para llevar a cabo
estudios de las caracteristicas de los geles. La capacidad calorifica puede ser
determinada por calorimetria diferencial de barrido, mediante métodos piroeléctricos y
métodos fotoacusticos, es posible determinar la difusividad térmica, la efusividad
térmica (coeficiente de penetracién de calor) y el espectro de absorciéon Optico en

muestras de interés (Szafner et al., 2015).

Se han llevado a cabo estudios de mezclas de geles como el realizado por Lundin et
al., (2000), donde se estudiaron separaciones de fases en sistemas de biopolimeros
mezclados. Nunes et al.,, (2006) analizaron el comportamiento reoldgico y
microestructuras de geles elaborados a partir de proteina de chicharo, k-carragenina

y almidon.
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Los resultados muestran que las condiciones establecidas para la formacion del gel,
tienen una influencia significativa en el proceso de separacion de fases de proteinas
de chicharo y k-carragenina y por lo tanto, en la estructura final y las propiedades de

textura del gel mixto.

Li et al., (2014), llevaron a cabo estudios con mezclas de aislados de soya y almidén
de maiz utilizando calorimetria diferencial de barrido, con contenidos de agua de 30,
50 y 70%, los resultados obtenidos mostraron que la proteina en las mezclas
incrementaron su temperatura de fusién y la temperatura de gelatinizacion del almidon;
se observd de igual forma, que el incremento del contenido de agua aumento los

valores de la transicion térmica en las mezclas.

Tabla 2. Métodos utilizados para el estudio de las caracteristicas de geles

Tipo de medicion

Instrumento usado

Parametros de medicion

Caracterizacion
estructural

Caracterizacion
microscopica

Caracterizacion
molecular

Analisis proximal

Calorimetria Diferencial de
Barrido

Difraccion de rayos X
Colorimetro

Microscopia de luz
Microscopia electrénica de
barrido

Microscopia electrénica de
transmision

Microscopia de fuerza atomica

Resonancia magnética nuclear
Espectroscopia
Espectroscopia Raman
Resonancia en el Infrarrojo
Cercano

Horno de vacio
Espectroscopia de Absorciéon
Atomica

Equipo Kjeldhal

Método DNS (Acido dinitro
salisilico)

Flujo de Calor

Analisis del tamafio de
particula

Medicion del color

Disposicion estructural de
los componentes
Distribucién estructural de
los constituyentes
Estructura de las
moléculas

Cambios de conformacion
Estructura molecular
Caracterizacion molecular

Humedad

Contenido de minerales
Proteina

Carbohidrato

Tomado de (Banerjee y Bhattacharya, 2012)
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1.7 Viscosidad intrinseca

Muchos alimentos contienen biopolimeros de alto peso molecular, tal como las
proteinas, pectinas y otros. Regularmente estos contribuyen significativamente a la
estructura y viscosidad de alimentos (Rao, 2013). En disoluciones diluidas, las
cadenas biopoliméricas son separadas y la viscosidad intrinseca [n] de un biopolimero
en solucion depende Unicamente de las dimensiones de las cadenas biopoliméricas.
Debido a que la viscosidad intrinseca indica el volumen hidrodinamico de la molécula
biopolimérica y esta relacionado con el peso molecular y con el radio de giro, refleja

caracteristicas moleculares importantes en un biopolimero (Rao, 2013).

Las concentraciones de los biopolimeros utilizados deben ser tales, que las
viscosidades relativas 7, =% sean aproximadamente 1.2 a 2.0 para asegurar una
buena precision y linealidad de la extrapolacion a concentracion cero (Wolf, 2007; Rao,
2013). La viscosidad intrinseca se puede determinar a partir de la viscosidad de

disoluciones diluidas como el limite de la concentracidon cero de la viscosidad

especifica (1) dividida por la concentracion (C).

[7] = lim =2 (1)

s y p, n, son las viscosidades de la disolucion y el disolvente

Donde ng, = -

respectivamente.

Las dos ecuaciones comunmente usadas para determinar la viscosidad intrinseca son

las de Huggins y Kraemer (1987).
2 =[] + Ky [n]%c (2)
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In(n,)/C = [n] + K;[n]*c (3)

En la ecuacion 3 n, es la viscosidad relativa. Las ecuaciones 2 y 3 implican que el
grafico de ny,/C contra C y el In(n,)/C contra C, daria lugar a lineas rectas; las
extrapolaciones se hacen generalmente para los valores de viscosidad relativa entre

1.2 y 2.0 cuando los correspondientes viscosidades especificas estan entre 0.2 y 1.0.

La constante de Huggins K; es un indice de la interaccién biopolimero-biopolimero.
Las constantes de Huggins y Kraemer ( K; y K, ) estan tedricamente relacionados por

la ecuacion 4.
K, =K, +0.5 4

La ecuacion de Mark—Houwink relaciona la viscosidad intrinseca y el peso molecular
promedio (M). Donde K y a son constantes a una temperatura especifica para un

sistema biopolimero-disolvente determinado.

[7] = K(M)* (5)
1.8 Calorimetria

El principal objetivo de la calorimetria es la medicion del calor, lo cual significa un
intercambio de calor. Con el intercambio de calor viene un efecto de cambio de
temperatura en un cuerpo, que puede ser utilizado como una medida del intercambio
de calor; este proceso crea un flujo de calor, que conduce a diferencias de temperatura

a lo largo de su trayectoria (H6hne et al., 2003).

La calorimetria es un método para estudiar las reacciones quimicas y muchas
transiciones fisicas, relacionadas con la generacion o consumo de calor (H6hne et al.,

2003).
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1.8.1 Calorimetria diferencial de barrido

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) por sus siglas en inglés, es una técnica
termodinamica, la cual determina la capacidad calorifica de los estados y el exceso de
calor asociado con transiciones en materiales que pueden ser inducidos por el cambio
de temperatura. La integral del exceso de la capacidad calorifica es la entalpia

(Johnson, 2013).

Un calorimetro para analisis térmico diferencial consiste basicamente de dos
recipientes calorimétricos de pequefio volumen, en uno de los cuales se sitla la
muestra (liquida o sdlida, puede ser compacta, granulosa o polvo) y en el otro la
sustancia de referencia (Gill et al., 2010). Se determina constantemente la diferencia
de temperatura entre ambos recipientes, para esto se produce una rampa lineal de
calentamiento, de esta manera se obtienen termogramas que representan el
comportamiento térmico de la muestra en el rango de temperatura de barrido (Zamora

Carranza, 1998).

Se puede obtener informacion de conductividad calorifica y capacidad calorifica que
existe entre la muestra y su referencia. Pero sobre todo pone de manifiesto las

transiciones de fase que experimenta la muestra (Zamora Carranza, 1998).

La primera Ley de la termodindmica relaciona la energia y el calor

dU = dQ — dw (6)

Donde U es la energia interna, Q es el calor y W el trabajo. Esta ecuacién establece
gue el cambio en la energia de un sistema es dependiente del calor, que fluye hacia
dentro o hacia fuera del sistema y de la cantidad del trabajo que esta presente en el

sistema o se genera en él. La forma integrada de esta ecuacion es.
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AU=Q-W @)

En condiciones donde no hay trabajo sobre/por el sistema, el cambio en la energia

interna es equivalente al flujo de calor en la entrada o salida de éste (Speyer, 1993).
La relacion entre el flujo y la temperatura sigue la Ley de Ohm.

C;_f =k'(T, —Th) (8)

Donde el calor fluye en respuesta a un gradiente de temperatura (k’) analogo a un flujo
de corriente eléctrica (dQ/dt) a través de un resistencia (1/k’) como resultado de una
diferencia de potencial (T, — T;). Se analiza, entonces, a la temperatura como un
potencial térmico debido a un flujo de calor y al voltaje como un potencial eléctrico por

un flujo de corriente.

A medida que la temperatura aumenta, las diferencias de temperatura entre la muestra
y la referencia son medidos de forma continua y calibrados para unidades de potencia

(Wen et al., 2012).
1.8.1.1 Funcionamiento

Antes de realizar una determinacion, debe calibrarse el calorimetro, utilizando un
estandar conocido. El encapsulado de las muestras depende de las condiciones en
gue se encuentren estas, como se observa en la Tabla 3. Se pesan entre 10 y 12 mg
de muestra en una charola, se coloca sobre la celda, se elige una determinada
velocidad de calentamiento y un rango de temperaturas (Wen et al., 2012). Se obtiene
un termograma, a partir del cual es posible determinar, la desnaturalizacién de

proteinas, capacidad calorifica, transiciones de fase, entalpia, por mencionar algunos.
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Tabla 3. Condiciones para seleccionar el método de encapsulado

Tipo de muestra Medicion Tipo de charola
TgoTm No hermética

Sélido (no wolatil) Estabilidad oxidativa Hermética
Cp Abierta

Sdélido (volatil) Cp Hermética

o Cristalizacion Hermética

Liquido — ,

Tg ,Tm, Cp, Oxidacion Abierta

Solucién acuosa Cp, Tm, Tg Hermética

Tg = temperaturas de transicion vitrea; Tm = temperatura de fusion; Cp = capacidad calorifica

En la Figura 10 se observa un termograma obtenido por calorimetria diferencial de
barrido. La integral de la sefial de flujo de calor proporciona informacion cuantitativa
de la entalpia de transicién, pudiendo analizar también el calor de fusién, porcentaje
de cristalinidad, calor de cristalizacion y calores de reaccion. El software del equipo
(TA Instruments Universal Analysis 2000) brinda informacion acerca del orden de

reaccion, energia de activacion y velocidades de reaccion.
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Figura 10. Termograma obtenido por calorimetria diferencial de barrido
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Se han realizado diversos estudios mediante calorimetria diferencial de barrido, como
el realizado por Colombo et al.,, (2010) para determinar transiciones térmicas en
proteinas del cacahuate, Momoh et al., (2010) analizaron las transiciones térmicas en
mucinas de caracol, lijima et al., (2014) realizaron estudios de mezclas de geles

binarios de kapa-carragenina y metilcelulosa.

1.9 Técnicas fototérmicas

Las técnicas fototérmicas implican la generacion de ondas acusticas o algun otro
efecto termoelastico por algin tipo de energia incidente, como radiacion
electromagnética, rayos X, electrones, protones, ultrasonido, entre otras (Vargas y

Miranda, 1988; Rodriguez y Gonzélez, 2003).

El efecto fotoacustico fue descubierto en 1880 por Alexander Graham Bell (Tam,
1986). Este efecto se presenta cuando una muestra en una celda cerrada con un gas,
es iluminada con luz modulada, cualquier energia absorbida por la muestra es
convertida total o parcialmente en energia cinética, aumentando asi su temperatura,
provocando un flujo de calor hacia el gas contenido en la celda, con la consecuente
elevacion periddica de la temperatura de este gas, provocando asi, fluctuaciones de
presion en el gas dentro de la celda, estas fluctuaciones pueden ser detectadas por

dispositivos de deteccion acustica (Tomas et al., 1998).

Se han realizado algunos estudios para la determinacion de difusividad térmica en
biopolimeros, como el realizado por Rodriguez y Gonzalez, (2003), donde
determinaron la difusividad térmica de la amilosa, amilopectina y almidoén, utilizando

una celda fotoacustica, obteniéndose los valores de 1.32 x 107 m?/s, 1.53 x 107 m?/s
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y 2.0 x 107 m?/s respectivamente, observando que el compuesto con mas cadenas

ramificadas es el que presenta la mayor difusividad térmica.
1.9.1 Espectroscopia fotoacustica

En la espectroscopia foctoacustica la amplitud de sefal fotoacuUstica se determina en
funcion de la longitud de onda de excitacion Optica, produciendo un espectro

fotoacustico (Tam, 1986).

Debido a que las variaciones de temperatura en la muestra dependen de sus
propiedades térmicas y 6pticas, se pueden realizar estudios de los parametros que la
caracterizan como la difusividad térmica, el calor especifico, el coeficiente de absorcion

optico, entre otros (Vargas y Miranda, 1988).

De acuerdo al principio de la conservacion de la energia aplicado a la normalizacion
de la reflexion (R), absorcion (A) y transmision (T) de luz incidente sobre la superficie
de un material (R + A + T=1) y considerando que la sefial fotoacustica es debido a la
absorcion de la luz incidente (1 - R) en la superficie del material, se puede establecer
gue la sefial fotoacustica es inversa a la reflectancia para materiales Opticamente

opacos (Conde-Gallardo et al., 2004).

La determinacién de la Efusividad térmica € se puede realizar a partir del modelo
tedrico de Rosencwaig y Gersho, el cual considera a la difusién del calor generado en
la muestra hacia el gas en el interior de la celda como principal mecanismo de la sefial
fotacustica (Rosencwaig y Gersho, 1976). Ellos formularon un modelo de flujo de calor
unidimensional en una celda como resultado de la energia de luz absorbida. La capa
de aire en el interior de la celda sufre un calentamiento y un enfriamiento alternado y

funciona como un pistén vibratorio, el cual genera la sefial fotoacustica detectada.
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Considerando una celda cilindrica como se muestra en la Figura 11, esta tiene un
diametro D, una longitud L, la muestra la consideraron en forma de disco con un
espesor L. La parte frontal de la muestra esta expuesta al gas de la celda y la superficie
trasera se encuentra en contacto con una base de baja conductividad térmica y de
espesor [, la longitud de la columna de gas lg en la celda, esta dada por lg =L — 1 —

[, se consider6 que el gas y el material de respaldo no absorben luz.

Materia] Muestra Limite del gas Gas (aire)

de respaldo
/ ! / T T
Luz
4 / : il incidente
o : -t
741
L) 1 |
“UHty) Ny 0 N ypm g X —» g

Figura 11. Disefio de Celda fotoacustica

Definiendo los siguientes parametros:

k;, conductividad térmica del material i [W/(cm °C)]; p;, densidad del material i (g/cm?);
c;, calor especifico del material i [J/(g °C)]; a; = [k;/(p;c;)], difusividad térmica del
material i (cm?/s); a; = (w/2a;)/?, coeficiente de difusion térmica del material i (cm™);
o; = (1 + j)a,;, coeficiente complejo de difusién térmica del material i (cm™); y; = 1/q;
longitud de difusion térmica del material i (cm); f5;, coeficiente de absorcién optico

(cm™); Ilg;=longitud de penetracion Optica (cm), s=muestra; g, gas; b=material de

respaldo; w = 2rf, frecuencia de modulacion enrad/sy j = v—1.
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Una fuente de luz monocromatica con una longitud de onda A sinusoidalmente

modulada incide sobre una muestra con una intensidad dada por la Ecuacién 9.
Izghﬂﬂwmswﬂ (9)

Donde o es la intensidad de la luz monocromatica incidente (W/m?), B coeficiente de
absorcion éptico de la muestra en (m?) y es funcién de la longitud de onda A de la luz
incidente. La temperatura en la superficie de la muestra en contacto con la capa de

gas esta dada por la Ecuacién 10 (Rosencwaig y Gersho, 1976).

Bl ((r—1)(b+1)eGsl—(r+1)(b—1)e—Gsl+2(b—r)e-ﬁl

6 = (10)

2K5(B%—-0?) (g+1)(b+1)e%sl—(g—1)(b—1)e sl
Donde:
_ KpQp
b= s (11)
Ko
g= —,jjaf (12)
_ ~ B
r=(1-p;- (13
gs = (1+j)ag (14)

Si se asume el problema de difusién de calor unidimensional con una fuente de
radiacion modulada periddica y considerando que la muestra se encuentra en un
régimen térmicamente delgado, la sefial fotoacustica en el modelo de Rosencwaig-

Gersho, se puede reducir a la Ecuacién 15 (Balderas-Lépez et al., 1999).

Y 1

SF =
V2agas Vb2+2bx+2x2

(15)

Donde:
39



Y es un coeficiente independiente de la frecuencia de modulacion de la luz; a; =

[nf/(a)]"/?; i=g, s, es el coeficiente de difusion térmico del medio i; a; = difusividad

térmica del medio i; b = e, /e, es la relacion de efusividades térmicas entre el material

de respaldo (b) y la muestra (s), x = (f/f.)*/? donde fy f. es la frecuencia de

modulacién de la luz y la frecuencia de corte, f. = a;/(7l?) , donde Is es el espesor de

la muestra.

Si se considera que el material de respaldo es aire y despreciando la razén de

efusividad térmica correspondiente b = g = e;/e; (€g) €s la efusividad térmica del

aire), la Ecuacion 15 se reduce a la Ecuacién 16.

1
~ (16)

Considerando que a; = [f/(a;)]Y? y x = (f/f.)*/? la ecuacion 16 indica que la sefial

fotoacUstica se comportaria como 32 con la frecuencia de modulacién de la luz

incidente como se observa en la Figura 12.

Senal Fotoacistica (mV)

&0 &0

Datx Sdicio
Modiel: power

Chi*mDeFs 000018

Rége () S02E

M 350 BEELS +58, 0208

P2 -1,50803 +0,03507
' f =32

L |
L]
B

100 120 140 180 180 200

Frecuencia (Hz)

Figura 12. Sefal fotoacustica en funcion de la frecuencia de modulacién para el silicio
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Si se toma la razon R=SF/ SF, se obtiene la Ecuacion 17

R = L (17)

\/1+2(%)+2(%)2

En la Ecuacidén 17 se puede observar que la relacion de efusividades térmicas b, se

puede obtener como un parametro de ajuste a partir de los datos experimentales, como
se observa en la Figura 13, donde se grafica la razon de las sefiales fotoacusticas (R)

para el agua destilada y la muestra de referencia, en este caso el silicio.

3500
3000
2 Data: Ajuste silicio
500 Model: calib_mic
2000 Chi*2/DoF= 926.11718
RA2= 0.984%98
L
=2 P1 8.82403 +0.28523
u_"’ 1500 P2 0.00093 +0.00009
w
—
o
=1
< 1000
[T
w

500

60 80 100 120 140 160

Frecuencia (Hz)

Figura 13. Relacion de amplitud R para el agua destilada y la muestra de referencia

Los datos experimentales se representan por m y la linea continua representa el mejor ajuste de la
ecuacion 17 a los datos experimentales.

El valor del pardmetro de ajuste (P2) obtenido en el gréfico de la razon de las sefales
fotoacusticas, Figura 13, es proporcional a b en la Ecuacién 17. A partir del valor

conocido de la efusividad del silicio es posible calcular la efusividad de las muestras.
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Se han llevado a cabo pocos estudios de espectroscopia fotoacustica en sistemas
biolégicos, Del Monte y Levy, (1999) estudiaron el comportamiento fotofisico de un
colorante orgénico (HITC) incorporado con gel de silice, para lo cual utilizaron técnicas
de espectroscopia infrarroja (FTIR) y espectroscopia ultravioleta-visible-infrarrojo
cercano, donde observaron una fuerte absorcién en la banda de 660 nm, atribuida a la

dimerizacion o agregacion en los sistemas.

Dentro del grupo de trabajo, Delgado Reyes, (2013) llevé a cabo el estudio de las
propiedades Opticas de geles de mucinas, utilizado espectroscopia fotoacustica,
donde se determiné que la mucina de estobmago de cerdo tiene una banda de

absorcion o6ptica, en un intervalo de longitud de onda de 400 — 450 nm.
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2. JUSTIFICACION

Las mucinas son glicoproteinas con alto peso molecular, fuertemente glicosiladas y en
conjunto con el agua, sales y lipidos constituyen las secreciones mucosas que cubren
ciertas superficies del cuerpo. Las mucosas exhiben una tendencia a formar geles,
caracteristica atribuida principalmente a la presencia de las glicoproteinas (mucinas).
Por otra parte, se ha observado que las mezclas de mucosas y biopolimeros, entre
ellos las proteinas, exhiben una mayor resistencia, teniendo implicaciones fisicas
importantes como la mejora en la textura y estabilidad. Entre las proteinas usadas para
mejorar estas caracteristicas, se encuentran la grenetina y la soya. La grenetina es un
polipéptido derivado de la degradacion parcial del colageno, el principal componente
del tejido conectivo animal. Las proteinas de soya son conocidas por su valor
nutricional, propiedades funcionales y alta capacidad de retencion de agua. Las
mezclas binarias de geles son importantes debido a la caracteristica que tienen de
mejorar la estabilidad y estructura en ciertos sistemas en los que estan contenidos, por
lo que es importante llevar a cabo el estudio de mezclas de mucinas-proteinas por
técnicas calorimétricas y fototérmicas, que permitan caracterizar las propiedades

fisicas de estos geles.
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO

La incorporacion de proteinas animales y vegetales a geles conteniendo mucina cruda
y purificada permitira mantener una estabilidad que debera reflejarse en las

propiedades térmicas de los geles.

La composicion de los geles de mucina incorporados con proteinas, determinara los

cambios en las propiedades térmicas y Opticas de las muestras.
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4. OBJETIVO GENERAL

Realizar la caracterizacion de geles binarios de mucina-grenetina y mucina-
hidrolizados de proteina de soya a través de calorimetria y espectroscopia

fotoacustica.
4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtencion de geles de mucina cruda y purificada.

2. Determinacion de transiciones primarias y secundarias en el
comportamiento térmico de geles y obtencion de parametros térmicos.

3. Evaluacién del efecto de la adicion de grenetina e hidrolizados de proteinas
de soya en el comportamiento calorimétrico diferencial de barrido de los
geles de mucina.

4. Caracterizacibn de los sistemas binarios mediante espectroscopia

fotoacustica y determinacion de la efusividad térmica de estos sistemas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

Para el desarrollo de este proyecto se utilizaron los siguientes materiales:

Se utiliz6 mucina de estémago de cerdo tipo Il (= 1.2 % de acido sialico), mucina de
estdmago de cerdo tipo Il parcialmente purificada (0.5 — 1.5 % de &cido sialico) ambas
adquiridas de Sigma Aldrich (México). Proteinas de soya: aislado de soya (90 %
proteina en base seca), concentrado de soya (67 % proteina en base seca) y harina
de soya (53 % proteina en base seca), el aislado y concentrado de soya fueron
donados por Danisco (México) perteneciente a DUPONT (EUA), la harina de soya fue
adquirida de Sigma Aldrich (México) y grenetinas de piel de res donadas por la
empresa Gelita-México con diferente grados Bloom, (una medida industrial estandar
utilizada para indicar la resistencia mecanica de geles con gelatinas) (Peng et al.,
2008), GR1: P120001 (Bloom 200), GR2: P150010 (Bloom 225) y GR3: P1500033

(Bloom 180).

5.2 Estrategia Experimental

El desarrollo de este proyecto se llevé a cabo en cuatro etapas como se muestra en la
Figura 14. En la primera etapa se realizé la determinacion del peso molecular de
mucina cruda y purificada, la determinacion de pardmetros térmicos como las
temperaturas de transicion, cambios de entalpia (AH) y capacidad calorifica (Cp) de
los materiales utilizados (hidrolizados de soya, grenetinas de res y mucinas) en polvo.
En la segunda etapa se determinaron los parametros térmicos (temperaturas de fusion,
cambios de entalpia y capacidad calorifica) en mezclas 1:1 de mucinas-proteinas en

polvo y se obtuvieron geles de mucina cruda y purificada asi como sus respectivos
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pardmetros térmicos (temperaturas de fusién, cambios de entalpia y capacidad
calorifica). En la tercera etapa se adicionaron proteinas de soya y proteinas de res
(grenetina de res) a la mucina cruda o purificada y se realiz6 la determinacién de los
parametros térmicos de geles. En la cuarta etapa se realizaron estudios Opticos
(determinacion del espectro de absorcion optico) de geles de mucinas incorporados
con proteinas, y se realizd la determinacion de parametros térmicos como
temperaturas de transicion, cambios de entalpia (AH), capacidad calorifica (Cp) y la

determinacion de la efusividad térmica de las muestras.

Etapal | |Etapa 2| |Etapa 3| |Etapa 4

4 3 4 3 VI . d I 3 a 3
Obtencién de i g ncorporacion de las Obtencion del
termogramas Andlisis térmico de proteinas animales y espectro de

— — mezcl mucinas- — v I | | — .
(muestras en polvo) ezclas de mucinas egeta es a los geles absorcion éptico de
AH.ACD. T proteinas (En polvo) de mucina cruday los sistemas binarios
p,Tmax ie
L it ] ) L ) purificada L )
4 3 4 3 4 3
L. . Calculos de la
L Obtencion de geles Calculo de los . .
Determinacion del - . . . efusividad térmica
de mucina (mucina arametros térmicos
— peso molecular de — " L ‘s — de los geles
. cruda y mucina caracteristicos de los . .
mucinas e L complejos mediante
purificada) geles binarios P PR
técnicas fototérmicas
\ v \ v \ v \ v

Obtencion de
. termogramas de
geles de mucina

Figura 14. Estrategia experimental
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5.3 Métodos

5.3.1 Preparacion de las mezclas

La muestras de mucinas cruda y purificada, asi como las grenetinas de piel de res se
homogeneizaron con ayuda de un homogenizador IKA A 10 Labortechnik (20 000 rpm)
durante 5 min, posteriormente se prepararon mezclas de mucina cruda-proteinas y
mucina-purificada proteinas en relacion 1:1, para lo cual se utilizé una balanza analitica
OHAUS modelo AP-210-0 para el pesado y el homogenizador IKA A 10, durante 5 min.

Las muestras obtenidas se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Mezclas de mucinas-proteinas en polvo

Mezclas mucina Mezclas mucina
cruda/proteinas purificada/proteinas

MC-A soya MP-A soya

MC-C soya MP-C soya

MC-H soya MP-H soya
MC-GR1 MP-GR1
MC-GR2 MP-GR2
MC-GR3 MP-GR3

MC=mucina cruda; MP=mucina purificada; GR1=grenetina de res Bloom 200; GR2=grenetina de res
Bloom 225; GR3=grenetina de res Bloom 180; A = aislado; C = concentrado; H = harina.

A las mezclas obtenidas se les caracteriz6 mediante un calorimetro diferencial de
barrido y se obtuvieron los termogramas correspondientes a partir de los cuales se
procedié a calcular los parametros térmicos, como son, la Temperatura maxima Tm
(°C), entalpia AH (en J/g) y capacidad calorifica Cp (J/g°C). El software utilizado fue
TA Instruments Universal Analysis 2000, la entalpia se calcul6 a partir de las areas

bajo las curvas. Se realizaron determinaciones por duplicado.

52



5.3.2 Obtencion de geles de mucina cruday purificada

Para la obtencion de geles de mucina cruda y purificada se siguié el siguiente

procedimiento realizado por Delgado Reyes (2013).

Se dispersoé la mucina (cruda o purificada) en agua destilada, se utilizé una parrilla
eléctrica con agitacion magnética (IKA RCT basic safety, modelo 3810001) a una
temperatura de 50 °C por 5 min. Se dej6 enfriar a 25 °C y se ajusté el pH a 2 utilizando
acido clorhidrico 0.1M el pH se determiné con un potenciometro VWR Scientific modelo
2000. Una vez obtenidas las muestras se realizaron las determinaciones térmicas
mediante un calorimetro diferencial de barrido, se utilizé una rampa de 15 °C/min, en

un rango de 25 — 260 °C bajo una atmésfera inerte de N2 (50 mL/min).

5.3.3 Incorporacion de las proteinas animales o vegetales a geles de mucina

cruda o purificada

Para la incorporacion de aislados, concentrados o harinas de soya y grenetinas de piel
de res a las mucinas (cruda o purificada), se prepararon disoluciones individuales de
cada componente, mucinas y proteinas, a continuacién se mezclaron en proporcion
1:1, una vez obtenida la mezcla se homogeneizé con ayuda de una parrilla magnética
(IKA RCT basic safety, modelo 3810001), una vez homogeneizada se someti6é a Bafio
Maria durante 60 min, a 85 °C, las muestras obtenidas se dejaron enfriar y se

mantuvieron en refrigeracién por 24 horas.

La preparacion de los componentes individuales de proteinas se detalla a

continuacion.
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5.3.4 Obtencion de geles de soya y grenetina de res

5.3.4.1 Aislado de soya

Para la preparacion de geles de aislado de soya se siguio el siguiente procedimiento

descrito por Kangii et al., (1991) y por Liu y Hsieh, (2007).

Se prepararon disoluciones al 20% de concentracidn, en agua destilada, se mezclaron
con ayuda de un mezclador (Nutribullet T Modelo NB-101B, México) con potencia de
600 Watts, durante 3 min, posteriormente se centrifugd a 700 Xg durante 10 min a
temperatura ambiente. La formacion de geles se indujo mediante calor, para lo cual se
pueden utilizar dos métodos, a) calentamiento con una parrilla eléctrica con agitacion
magnética (IKA RCT basic safety, modelo 3810001), durante 30 min a 85 °C. b)
calentamiento en Bafio Maria durante 60 min a 85 °C. Para la preparaciéon de las
muestras se utilizd el segundo procedimiento. Las muestras se colocaron en

refrigeracion por 24 horas para su posterior andlisis.

5.3.4.2 Concentrado de soya

Para la preparaciéon de geles de concentrado de soya se siguid el siguiente

procedimiento descrito por Kangii et al., (1991); Liu y Hsieh, (2007).

El concentrado se pas6 por una malla No. 170 (90 um o 0.0035 pulgadas) con el
objetivo de trabajar con una muestra de tamafo de particula similar, se prepararon
disoluciones al 15% de concentracion con agua destilada, se mezclaron con ayuda de
un mezclador (Nutribullet TM Modelo NB-101B, México) con potencia de 600 Watts,
durante 3 min. La formacién de geles se indujo mediante calor para lo cual se pueden
utilizar dos métodos a) calentamiento con una parrilla eléctrica con agitacion magnética

(IKA RCT basic safety, modelo 3810001), durante 30 min a 85 °C. b) calentamiento en
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Bafio Maria durante 60 min a 85 °C. Para la preparacion de las muestras se utilizo el
segundo procedimiento. Las muestras se colocaron en refrigeracion por 24 horas para

su posterior estudio.

5.3.4.3 Harina de soya

Para la obtencion de geles de harina de soya se siguio el siguiente procedimiento. Se
prepararon soluciones al 20% de concentracion con agua destilada, se mezclaron con
ayuda de un mezclador (Nutribullet T Modelo NB-101B, México) con potencia de 600
Watts, durante 3 min. La formacion de geles se indujo mediante calor para lo cual se
pueden utilizar dos métodos a) calentamiento con una parrilla eléctrica con agitacion
magnética (IKA RCT basic safety, modelo 3810001), durante 30 min a 85 °C. b)
calentamiento en Bafio Maria durante 60 min a 85 °C. Para la preparaciéon de las
muestras se utilizd el segundo procedimiento. Las muestras se colocaron en

refrigeracion por 24 horas para su posterior estudio.

5.3.4.4 Grenetina de piel de res

Para la obtencién de geles de grenetina de piel de res se llevd a cabo el procedimiento

descrito por Gomez Ocampo., et al (2010).

Se prepararon disoluciones al 6.67% de concentracibn con agua destilada. La
formacién de geles se indujo mediante calor, para lo cual se utilizé una parrilla eléctrica
con agitacién magnética (IKA RCT basic safety, modelo 3810001), durante 15 min,
entre 60 y 65 °C, las muestras se colocaron en refrigeracion por 24 horas para su

posterior estudio.
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A los geles de mucina cruda o purificada incorporados con aislados, concentrados,
harinas de soya o grenetinas de res, se les determiné el espectro de absorcion optico

y la efusividad térmica mediante técnicas fotoacusticas.

Para el analisis térmico de las muestras por calorimetria diferencial de barrido se
realiz6 primeramente, una mezcla en relacion (1:1) de los componentes en polvo,
posteriormente se disolvieron las mezclas en 70% de agua, y finalmente se aplico calor

por calentamiento en Bafio Maria durante 60 min a 85 °C.

5.3.3.5 Determinacion de humedad de los geles obtenidos.

Una vez obtenidos los geles de mucinas-proteinas para su andlisis en el calorimetro
diferencial de barrido, se les determiné la humedad mediante un Analizador de
Humedad (KERN MLB 50-3, E.U.A) se pes6 aproximadamente 1 g de muestra, la cual
se esparcio uniformemente a través del contenedor de muestras, la determinacion de
humedad se realiz6 en (%), a partir de la pérdida de peso en relacion al valor final,

para lo cual se utilizé la siguiente ecuacion:

perdida de peso

H (%) = x100  (18)

peso inicial
5.3.5 Determinacion del peso molecular de mucinas

Se realiz6 la determinacion del peso molecular de mucina cruda y mucina purificada
de estomago de cerdo utilizando la ecuacion de Mark-Houwink [n] =k(M)* que
relaciona la viscosidad intrinseca (n) y el peso molecular promedio (M) de biopolimeros
en disolucion. Las constantes k y a fueron obtenidas de estudios realizados por Jumel

et al, (1997) en mucinas de estbmago de cerdo.
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Se prepararon disoluciones de mucinas en agua destilada y azida de sodio (0.001
g/mL-0.019 g/mL) , mediante un viscosimetro tipo Ubbelohde (flujo de 6-30 mm?/s) se
obtuvo el tiempo de flujo, determinando el tiempo en que tarda el fluido en pasar de la
marca A la marca B, como se muestra en la Figura 15. Las mediciones se realizaron

a25°C.

Figura 15. Viscosimetro tipo Ubbelohde

La densidad de las disoluciones fueron determinadas utilizando el equipo Analite

surface tension meter (modelo 2141, USA).
La viscosidad relativa se calculé utilizando la siguiente ecuacion:

N _tds
Ns  tad;

Ny = (19)

Doénde:
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n,, viscosidad relativa; n, viscosidad de la mucina en disolucion (Pa s); n;, viscosidad
del disolvente (Pa s); t;, tiempo que tarda la muestra en el disolvente, en fluir en el
viscosimetro (s); t,, tiempo que tarda el disolvente en fluir en el viscosimetro (s); d;,
densidad de la disolucion (g/mL); d,, densidad del disolvente [agua destilada

conteniendo 0.2 M de NaCl y 0.02 % (p/v) de azida de sodio NaNs, g/mL].

Los valores de viscosidad relativa se convirtieron a viscosidad especifica 7, utilizando

la siguiente ecuacion (Kar y Arslan, 1999):

=nr—1 (20)

La viscosidad reducida (ns,/C), idealmente deberia ser independientes de la

concentracion, y se convierte asi en el limite de concentracién cero (Kar y Arslan,

1999).

La viscosidad intrinseca se define como el limite de la viscosidad reducida cuando la
concentracion se aproxima a cero. El principal método para determinar la magnitud de
la viscosidad intrinseca, es extrapolar la viscosidad reducida a su valor en la

concentraciéon de soluto cero, como se indico en la ecuacion 1.
n; = lim— (21)

Donde:

C, concentracion de la mucina en solucion (kg/m3); ng,, viscosidad especifica; n;,

viscosidad reducida (m3/Kg).
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En la Figura 16 se muestra la determinacién de la viscosidad intrinseca, mediante la
extrapolacion hacia la concentracion cero de la viscosidad especifica dividida por la

concentracion.

[ — e — e

Viscosidad >
intrinseca 2

0 0.01 0.02 0.03
Concentration, g dL™!

Figura 16. Determinacion grafica de la viscosidad intrinseca

5.3.6 Calorimetria diferencial de barrido

Para la obtencién de termogramas se utiliz6 un calorimetro diferencial de barrido,

(marca TA Instruments modelo 2010, EUA), como el que se muestra en la Figura 17.

El método consiste en proporcionar un flujo de calor (°C/min) a la muestra y a un
material de referencia. La muestra se coloca en capsulas de aluminio cerradas
herméticamente, para impedir cambios de humedad. El equipo registra el flujo de calor
gue se suministra a la muestra y a la referencia para mantenerlas a la misma
temperatura. De esta manera se obtienen termogramas que representan el

comportamiento térmico de la muestra en el rango de temperatura de barrido.
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Figura 17. Calorimetro Diferencial de Barrido (TA Instruments 2010)

Las muestras se colocaron en capsulas de aluminio selladas herméticamente (8-12
mg), se utilizé una rampa de 5 °C/min, para el caso de las muestras en polvo y una
rampa de 10 °C/min para las muestras en disolucion, se trabajé en un rango de 25 —

250 °C bajo una atmésfera inerte de N2 (50 mL/min).

Generalmente se utilizan capsulas de aluminio al menos que el material de la muestra
reaccione con el aluminio o que la temperatura esperada vaya mas alla de lo soportado
por las capsulas. Una vez preparada la muestra se colocé en la celda del calorimetro
diferencial de barrido y se colocé una capsula de referencia (capsula vacia), como se

muestra en la Figura 18. Se realiz6 la calibracion del sistema, mediante un estandar
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conocido, se utilizé Indio, cuya temperatura de fusion es 156.60 °C y su entalpia de

28.45 J/g (Speyer, 1993).

capsula de referencia

capsula de muestra

., , 2
Unidn de termocupula-—~ 777/ 7

/]

Bloque generador de calor

Figura 18. Celda utilizada en el calorimetro diferencial de barrido

Para iniciar el experimento se introdujeron los paradmetros de medicion, rampa de flujo

de calor, peso de la muestra, limite de temperatura, entre otros.

Una vez obtenidos los termogramas se procedio a calcular los parametros térmicos,

Temperatura maxima Tm (°C), entalpia AH (en J/g) y capacidad calorifica Cp (J/g°C).

El software utilizado fue TA Instruments Universal Analysis 2000, la entalpia se calculé

a partir de las areas bajo los picos. Se realizaron analisis por duplicado.

5.3.7 Obtencion del espectro de absorcion Optico de los sistemas binarios

mucinas-proteinas

La preparacion de las muestras se ha indicado previamente en el apartado 5.3.3. El

montaje experimental consiste de una lampara de xen6n Oriel de 1000 Watts, un
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monocromador Oriel-77250, un modulador de luz mecanico (chopper), de frecuencia
variable, ajustado a 17 Hz y una celda fotoacustica de latén (6 mm de diametroy 3 mm
de altura) equipada con un micréfono, fibra 6ptica, un amplificador “lock-in” modelo
5210 y una computadora para la adquisicion automatizada de datos. La parte inferior
y superior de la celda estan cerradas herméticamente por ventanas de cuarzo, a través

de las cuales la luz modulada entra a la celda fotoacustica.

En la Figura 19, se observa el equipo utilizado para llevar a cabo la obtencion del

espectro de absorcion optico de los sistemas binarios.

Figura 19. Componentes del espectrometro fotoacustico

a) Lampara de Xe, b) Monocromador, ¢) Modulador 6ptico (Chopper), d) Amplificador lock-in, e) Fibra
Optica, f) PC, g) Celda fotoacustica.

El haz de luz emitido por la lampara de Xe es enviado a un monocromador, esta luz es
modulada por un “Chopper” mecanico a una frecuencia fija de =17 Hz, se utilizaron
dos filtros, uno para las mediciones de 300 nm a 540 nm y el otro de 540 a 600 nm,
estos filtros forman parte del dispositivo del monocromador. Por medio de la fibra
Optica el haz monocromatico modulado se hace incidir sobre la muestra colocada en

la celda fotoacuUstica.
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La sefal captada por el micréfono es enviada al amplificador “lock-in”, se registra en
una computadora la amplitud y la fase de la sefial en funcion de la longitud de onda de
la radiacion que incide sobre la muestra. Se realiz6 también una medicion de
espectroscopia fotoacustica del polvo de grafito como muestra, para normalizar todos
los espectros obtenidos, este polvo absorbe por igual todas las longitudes de onda,
por lo que la sefal fotoacustica (SF) obtenida, solo depende de la intensidad de la
lampara, asi al normalizar la SF ya con la muestra, con la obtenida del polvo de grafito,
obtenemos la SF que solo depende de las propiedades 6pticas de la muestra. Se

trabaj6 en un rango de longitud de onda de 300 a 600 nm.

5.3.8 Determinacion de la efusividad térmica de los geles de mucinas, proteinas

de soyay grenetinas de res

La preparacion de las muestras se ha indicado previamente en la seccion 5.3.2, 5.3.3
y 5.3.4. El montaje experimental para la obtencion de la efusividad térmica de las
muestras (Ver Figura 20a), consiste de un haz de luz que proviene de un laser de
Argbn marca modu-Laser modelo 4603, cuyo haz monocromatico se modula
mecanicamente con un “chopper” modelo SR540 con 6 rendijas y un espejo centrado
sobre la muestra. Una lamina de silicio de 235 ym de espesor se colocé sobre la celda
fotoacustica, sellando una de sus caras, la otra cara de la celda fotoacustica esta
sellada por una ventana de cuarzo (Ver Figura 20b). El haz incidente de luz actia como
una fuente de calor modulada en la lamina de silicio, este calor modulado es
transmitido a la capa de aire contenido en la celda fotoacustica, estas ondas térmicas
se utilizan para detectar cambios de presion que tienen lugar en la celda fotoacustica.
La deteccidn de la sefial se lleva a cabo con un micréfono el cual se conecta a un

amplificador “lock-in” modelo SR850 con el cual se registra tanto la amplitud y fase de
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la sefal fotoacustica, la SF se registr6 como una funcion de la frecuencia de
modulacion, la sefial resultante se almacena en una PC. Las mediciones se realizaron

a temperatura ambiente.

En la Figura 20 se presenta el arreglo experimental utilizado para la determinacion de

la efusividad térmica en geles.

Celda fotoacistica

Laser Ar » »
Chopper

Sistema de

adquisicion de Amplificador Lock-in

datos

a)
I Celda Muest Placa de silicio
uesira
Microfono

Ventana

VAN de

| I cuarzo

2N

Luz modulada

b)

Modificado de Balderas-Lopez et al., (1999)

Figura 20.a) Arreglo experimental fotoacustico b) Seccién transversal de la celda fotoacustica
con la muestra
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En la Figura 21 se observa detalladamente como la muestra en estudio, se colocé

sobre una placa de silicio, la mencionada placa se coloco sobre una ventana de cuarzo,

este sistema se encuentra sobre la celda fotoacuUstica, dentro de la cual se encuentra

un micréfono, con el que es posible detectar la sefial fotoacustica, proveniente de la

muestra debido al haz de luz que se incide sobre ella.

Figura 21. Celda fotoacustica con el sistema aire-silicio-muestra

El sistema aire-silicio-muestra, se representa en la Figura 22. El flujo de calor en este

sistema puede ser representado por las ecuaciones de difusion de calor para cada

medio, asi, se tienen las siguientes ecuaciones.

0*Tmuestra _ 1 OTmuestra _ 0
0x? Omuestra at
azTaire _ 1 aTaire _ 0
d0x2 Agire Ot

aszi _ i OTs;

= Fuente de calor
0x2 ag; Ot

(22)

(23)

(24)
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Ventana Si

=> => | Aire

Fuente de calor
(Luz modulada) x=0 x=£Si

Muestra

Figura 22. Fuente de calor incidiendo en el sistema aire-silicio-muestra

Si se resuelven las ecuaciones 22, 23 y 24 con las condiciones de frontera de
continuidad de temperatura y flujo de calor, en las interfaces aire-silicio y silicio-
muestra, asi para x =0, Tyire = Tsi Y qaire = qsis €N X = sy Tsi = Tuestra Y Ysiticio =
Qmuestra» d€ esta forma se puede obtener la temperatura modulada del gas
(Temperatura promedio en el aire), estas fluctuaciones indican variaciones de presion
modulada en el aire de la camara y el resultado es mostrado en la Ecuacion 15. La

sefal se detecta mediante un micréfono.

Cuando no hay muestra se observa el arreglo mostrado en la Figura 23, una celda

fotoacustica con el sistema aire-silicio.

Ventana

> > Aire
Fuente de calor
(Luz Modulada) )
X=0 x=£5i

Figura 23. Celda fotoacustica con el sistema aire-silicio
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Debido a que la efusividad del gas es mucho menor a la efusividad del silicio b<<1 de

la Ecuacion 15 se obtiene en esta aproximacion, la Ecuacion 16.

Para determinar la efusividad térmica de la muestra se obtiene la razon de las

Ecuaciones 15 y 16 dando como resultado la ecuacion 17.

A partir del valor conocido de la efusividad del silicio 1.5669 Ws'2 cm2 °C-! fue posible
calcular la efusividad de las muestras. Para esto se utilizd la ecuacién 17, que expresa
la relacién de las sefales fotoacusticas entre el sistema aire-silicio-muestra y el
sistema aire-silicio. El valor de P2 (pardmetro de ajuste de la razén de efusividades)
obtenido a partir del mejor ajuste de la ecuacion 17 a los datos experimentales de

sefales fotoacusticas, ver Figura 13, es proporcional a b en dicha ecuacion.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Termogramas de las mucinas, aislados de soyay grenetinas de res

La Figura 24 muestra curvas de DSC (calorimetria diferencial de barrido por sus siglas
en inglés) correspondiente a la mucina cruda y purifica, estas muestras se
determinaron a 5 °C/min, en un rango de temperatura de 25 - 260 °C. Como primera
observacion se tiene que el pico en el termograma representa la temperatura a la cual
la fusion termina; al finalizar esta transformacion, la muestra regresa a la temperatura
de los alrededores. La endoterma o pico observado es debido a que la absorcién de
calor (proceso endotérmico) es detectado por el calorimetro, indicando una diferencia
de temperatura con respecto a la referencia y al graficar la temperatura diferencial (AT)
contra el tiempo se obtiene el termograma correspondiente (Speyer, 1993). El calor

liberado en una reaccion es simplemente el area bajo la curva expresado en (J/g).

MC
—— e -

217.44°C

0 136.42°C

MP

Flujo de Calor {\WW/g)

208.03°C

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
Exo Up Temperatura (UC) Universal W3

Figura 24. Termograma correspondiente a la mucina cruda y purificada

MC = mucina cruda; MP = mucina purificada
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Es posible observar dos picos de desnaturalizacion correspondientes a la mucina
cruda (MC) Tp1=136.53°C y Tp2=213.06°C, en el caso de la mucina purificada (MP),
se observan igualmente dos picos de desnaturalizacion, Tp1=165.82 °C vy
Tp2=203.80°C. El pico principal de desnaturalizacion, correspondiente al punto de
fusion, en la MP (203.80 °C) aument6 49.27 % con respecto al pico de fusion
observado en la mucina cruda (136.53 °C). Esta variacion en la temperatura de fusion
observada, esta relacionado al mayor contenido de carbohidratos en el caso de la MC
en comparacion a la MP, la mayor anchura en el pico de la mucina cruda, en
comparacién al pico de la MP son sefiales de impurezas en la MC como lo indica

Momoh et al., (2010).

Tabla 5. Parametros térmicos de componentes individuales

Parametros térmicos

Muestra TP1(°C) TP2 (°C) AH (J/g) ACp (J/g °C)
MC 136,53 +£0.11 21336 +0.06 44.14 +£569 0.60 =0.04
MP 165.82 £350 203.80 +4.23 20985 £485 575 =0.14

A.soya 5491 +058 12487 +084 9126 *0.44 1.02 =+0.04
C.soya 58.79 +153 119.68 +2.64 14695 +3.75 136 +0.02
H.soya 53.34 +0.70 129.44 +245 100.06 *=2.04 1.12 +0.07

GR1 7596 +0.84 12292 +1.09 15280 +250 166 =+0.14
GR2 7599 +0.95 12349 +£3.32 15845 +194 159 031
GR3 76.89 +0.19 155.09 +1.32 118.00 *165 126 =+0.14

MC = mucina cruda; MP = mucina purificada; A = aislado; C = concentrado; H = harina; GR1=grenetina
de res Bloom 200; GR2=grenetina de res Bloom 225; GR3=grenetina de res Bloom 180; TPi1 =
temperatura de fusion en el primer pico; TP2= temperatura de fusién en el segundo pico; AH = entalpia
de fusién; ACp = capacidad calorifica.

Se observa también que la entalpia de fusion en el caso de la mucina purificada es
78.96 % mayor con respecto a la observada en la mucina cruda y la capacidad
calorifica es 89.56 % mayor en la mucina purificada. Este aumento en la entalpia

sugiere una mayor estabilidad debido a puentes de hidrogeno en la mucina purificada,

y estos contribuyen endotérmicamente, es decir absorben calor, al momento de
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romperse, generando asi, un aumento en la entalpia, a estas temperaturas, como

sugiere Sousa et al., (1995).

Se realiz6 el analisis por DSC en el acido sialico, el carbohidrato principal presente en
las mucinas. Lo que se observa en la Figura 25, es el termograma correspondiente al
acido sialico, este compuesto es un azucar terminal que se encuentra principalmente
en las moléculas glicosildas (Baos et al., 2012). El punto de fusién obtenido es de 194
°C como se reporta por (Sigma-Aldrich, 2015), la entalpia de fusion es de 334 (J/g) y
la capacidad calorifica es de 9.23 (J/g°C). La alta temperatura de fusion observada es
indicativo de la alta rigidez en la molécula, como lo indica Momoh et al., (2010), es
decir, las interacciones son mas fuertes por lo que, para que se observe un cambio de
transicion, este se lleva a cabo a altas temperaturas. Esto se ve reflejado en la cantidad
de energia necesaria requerida para observar la transicion, por lo que, se observa un
valor de 334 (J/g), de entalpia de fusidn, el cual es 86% mayor que la entalpia de fusion

de la mucina cruda y 7.23 % mayor que la entalpia de fusién de la mucina purificada.

p— L

Flujo de Calor (WWg)

194 67°C

-5 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

ExoUp Temperatura (GC) Universal V3.t

Figura 25. Termograma del acido sialico
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En la Figura 26 se observan los termogramas obtenidos de las proteinas de soya,
siendo H: harina de soya, C: concentrado y A: aislado. Los parametros térmicos

obtenidos, se presentan en la Tabla 5.

Se obtuvieron dos picos de desnaturalizacion, para el aislado, concentrado y harina de
soya. Los valores para el primer pico son 54.91, 58.79 y 53.34 °C, para el aislado,

concentrado y harina respectivamente. El segundo pico muestra valores de 124.87,

119.68y 129.44 °C.
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Figura 26. Termograma de las proteinas de soya

Los picos que se observan en los tres termogramas de la Figura 26 corresponden a
los dos componentes principales de la soya, el componente 7S y el 11S, como lo

reporta Morales y Kokini, (1997) y Li et al., (2014).

El tamafio de los picos varia de acuerdo con la predominancia de alguna de las dos

globulinas; 7S y 11S. En los tres termogramas dela Figura 26, el primer pico

72



corresponde a la desnaturalizacion de la conglicina 7S y el segundo pico corresponde
a la desnaturalizacion de la glicina 11S como lo reporta Hermansson, (1986) y Sousa

et al., (1995).

En la Figura 27 se observan las temperaturas de desnaturalizacion 7S y 11S, que

corresponden al primer y segundo pico respectivamente.
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Figura 27. Temperatura de fusion de componentes de la soya

H = harina de soya; C = concentrado de soya; A = aislado de soya; Tp1 = temperatura de fusion en el
primer pico de transicion (componente 7S de la soya); Tp2 = temperatura de fusién en el segundo pico
de transicion (componente 11S) de la soya.

En la Figura 28 se observan las entalpias de fusidon correspondientes a la

desnaturalizacion de los componentes 7S y 11S de la soya.

73



Se observa una mayor entalpia de fusion en el componente glicina (11S) en las tres
muestras, debido a que, esta globulina tiene una mayor temperatura de fusion,
relacionado a la mayor cantidad de subunidades presentes (6) en comparacion a la
conglicina (7S) que tiene menor nimero de subunidades (3), el mayor nimero de
subunidades contribuye a aumentar la entalpia de fusion, esto representa la energia
utilizada tanto en el desdoblamiento de las proteinas, como en la agregacion de estas

como lo indica Sousa et al., (1995), es decir la desnaturalizaciéon térmica de éstas.
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Figura 28. Entalpia de fusién de los componentes de la soya

H = harina de soya; C = concentrado de soya; A = aislado de soya; P1 = entalpia de fusion en el primer
pico de transicion (componente 7S de la soya); P2 = entalpia de fusion en el segundo pico de transicion
(componente 11S) de la soya.

Estos valores de entalpia son una contribucion de la ruptura de uniones hidrofébicas,

asi como puentes de hidrégeno (Molina Ortiz y Afidn, 2001).
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La entalpia (AH) es el total de la zona integrada por debajo del pico del termograma,
lo que indica la absorcion total de energia calorifica por la muestra, a mayor entalpia
existe una mayor absorcion de energia calorifica como indican Gill et al., (2010)
sugiriendo que existe una mayor estabilidad estructural en el componente 11S de la
soya. La mayor entalpia se observa en el concentrado de soya, sugiriendo esto, que
el producto contiene mayor cantidad de glicina, en comparacion a la harina y

concentrado de soya.

En la Figura 29 se observan los termogramas obtenidos para la grenetina de res, se
observan valores de desnaturalizacion en el primer pico (Tp1) muy similares (75.96 °C,
75.99 °C y 76.89 °C); sin embargo, en el segundo pico de desnaturalizacion, GR1 y
GR2, muestran valores semejantes (122.92 °C y123.49 °C), GR3 muestra un pico de
desnaturalizacion a los 155.04 °C, ademas de otro pico, indicando un menor grado de
hidrolisis en esta grenetina. La GR2 con el mayor grado de Bloom presenta la mayor
entalpia de fusion (158.45 J/g). Estas variaciones en los picos de desnaturalizacion
corresponden a factores como el tipo de grenetina que se trate, la distribucion del peso
molecular y métodos aplicados para la obtencidn de estas grenetinas, como ha sido

descrito por Sobral y Habitante, (2001).

La variacion de capacidad calorifica (ACp) es la cantidad requerida para incrementar
o disminuir la temperatura de un material, en la Tabla 5 se observa que la mayor
capacidad calorifica la presenta la mucina cruda (5.75 J/g°C), esto asociado a la mayor

presencia de carbohidratos en este sistema como lo indican Gill et al., (2010).

La Figura 30 muestra los termogramas obtenidos de las mezclas mucina cruda-

proteinas (de soya y grenetinas), se observan dos picos de desnaturalizaciéon con
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valores (118.36 — 132.41°C) para el primer pico y (194.56 — 210.97 °C), para el
segundo; estos valores son similares a la MC sin mezclar, con un valor en el primer
pico de transicion (Tpi) de 136.53 °C y en el segundo (Tp2) de 213.36 °C,
predominando asi el comportamiento de la mucina, indicando que la mucina, funciona

como un protector de desnaturalizacion para las proteinas de soya y grenetinas.

Estos valores se presentan en la Tabla 6. Las entalpias observadas en las mezclas;
sin embargo, presentan un aumento con respecto al valor de la entalpia de fusion de
la mucina cruda de 114, 79 y 33 % para las mezclas de MC con harina, concentrado y
aislado; sin embargo, al analizar estos valores respecto de los valores de las proteinas
de soya se observa una disminucion de la entalpia de 5.6, 85 y 35% para harina,

concentrado y aislado de soya respecto a las mezclas con mucina cruda.
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Figura 29. Termogramas de grenetinas de res

GR1=grenetina de res Bloom 200; GR2=grenetina de res Bloom 225; GR3=grenetina de res Bloom 180



Estos cambios de entalpia estan relacionados con cambios de energia térmica,
necesarios para la ruptura y formacion de enlaces, principalmente enlaces de
hidrégenos, indicando que existe una interaccion debido a que se ve un aumento en
el valor de entalpia en las mezclas, en el caso de la disminucion de la entalpia respecto
de los valores de proteinas es debido a que, los carbohidratos, tienen un efecto de

proteccion en la desnaturalizacién térmica como indican Li et al. (2014).
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Figura 30. Transiciones térmicas de las mezclas mucina cruda-proteinas de soya y
grenetinas de res (1:1).

A = aislado de soya; C = concentrado de soya; H = harina de soya; GR1=grenetina de res Bloom 200;
GR2=grenetina de res Bloom 225; GR3=grenetina de res Bloom 180

En cuanto a las mezclas con grenetinas se observa un aumento de entalpia de 246 %,
259 %y 167% para GR1, GR2 y GR3 con respecto a la mucina cruda, debido a que la
grenetina es un polipéptido que contiene cadenas de aminoacidos, con multiples

enlaces que contribuyen a aumentar la energia necesaria para romper estos enlaces.
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Tabla 6. Parametros térmicos de mezclas mucina cruda-proteinas

Parametros térmicos

Mezclas mucina

crudalproteinas TP (C) TP2 (°C) AH (J/g) ACp (J/g °C)
MC-A. soya 130.11 +0.83 20949 +143 5885 =140 068 +0.10
MC-C. soya 129.99 +2.80 209.39 +2.46 7925 +434 0.88 +0.05
MC-H. soya 118.36 +1.25 19427 +0.29 9473 +1.41 0.97 +0.03
MC-GR1 129.35 +0.01 21097 +0.62 9590 +561 1.13 +0.02
MC-GR2 126.16 +18.9 210.64 +0.67 1385 =215 140 +0.07
MC-GR3 132.41 +4.68 210.81 +0.11 1052 +7.10 121 +0.07

Tp1 = temperatura de fusion en el primer pico de transicion Tp2 = temperatura de fusion en el segundo
pico de transicion; MC = mucina cruda; A = aislado de soya; C = concentrado de soya; H = harina de
soya; GR1=grenetina de res Bloom 200; GR2=grenetina de res Bloom 225; GR3=grenetina de res
Bloom 180

En la Figura 31 se muestran los termogramas de las mezclas mucina purificada con
proteinas de soya y grenetinas de res. Los parametros térmicos obtenidos se muestran
en la Tabla 7. Los termogramas de las mezclas MP-proteinas presentan dos picos de
desnaturalizacion (Tp1y Tpz), tanto en las mezclas con proteinas de soya como
grenetinas de piel de res, mostrando una variacion respecto de la mucina purificada,
ya que esta presenta valores de 165.82 °C en el primer pico de desnaturalizacion y
203.80 °C para la el segundo, mientras que en las mezclas con proteinas de soya se
obtienen valores de 49.89 — 52.77 °C en el primer pico de transicion y 145 — 195 °C

en el segundo.

En las mezclas de MP-grenetinas se obtienen valores de 45.96-51.15 °C y 117.98 —
164.16 °C en el primer pico de transicion y en el segundo respectivamente, esto es una
indicacién de una posible interaccién entre las mucina purificada y las proteinas de
soya y proteinas de res como se ha reportado (Momoh et al., 2010) debido a que se
observa la reduccion del primer pico de transicion, y el segundo pico de transicion una
inflexion mas pronunciada; se observan ademas, valores de entalpia similares en las

mezclas de mucinas-grenetinas, siendo estos 202.25, 209.85 y 136.40 (J/g), en
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comparacion a la entalpia de la mucina purificada 209.85 (J/g), actuando la mucina

purificada, como protector contra la desnaturalizacion.
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Figura 31. Termogramas de las mezclas mucina purificada-proteinas de soya y grenetinas de
res (1:1)

MP = mucina purificada; A = aislado de soya; C = concentrado de soya; H = harina de soya,;
GR1=grenetina de res Bloom 200; GR2=grenetina de res Bloom 225; GR3=grenetina de res Bloom 180

Tabla 7. Parametros térmicos de mezclas mucina purificada-proteinas

Parametros térmicos

Mezclas mucina

ourificadaproteinas TP (C) TP (°C) AH (J/g) ACp (J/g °C)
MP-A. soya 5252 +0.16 181.43 +0.76 137.00 +0.70 231 +0.21
MP-C. soya 49.89 +0.40 19518 +0.17 159.15 *16.25 2.94 +0.36
MP-H. soya 52.77 +0.25 14539 +586 156,50 +37.70 1.50 +0.00
MP-GR1 4596 +0.52 120.69 +1.28 202.25 +23.25 1.66 +0.08
MP-GR2 48.00 +2.54 117.98 +0.49 209.85 +13.75 1.61 +0.07
MP-GR3 51.15 +0.00 164.16 +0.00 136.40 +0.00 1.30 = 0.07

Tp1 = temperatura de fusion en el primer pico de transicion Tp2 = temperatura de fusion en el segundo
pico de transicion; MP = mucina purificada; A = aislado de soya; C = concentrado de soya; H = harina
de soya; GR1=grenetina de res Bloom 200; GR2=grenetina de res Bloom 225; GR3=grenetina de res

Bloom 180

79



6.2 Peso molecular de mucinas

En las Tablas 8 y 9 se muestran los valores del tiempo de flujo y densidad para la
determinacién de viscosidad relativa, viscosidad especifica y viscosidad reducida, para
mucina cruda y purificada. A partir del grafico de viscosidad reducida contra
concentracion, es posible determinar la viscosidad intrinseca, mediante la
interpolacién hacia el valor cero de la concentracion. Una vez obtenida la viscosidad
intrinseca es posible obtener el peso molecular mediante la ecuacion de Mark-Houwink
(ecuacion 5) ya que esta ecuacion relaciona la viscosidad intrinseca y el peso
molecular promedio (M) de un sistema biopolimero-disolvente determinado; donde K

y a son constantes a una temperatura especifica.

Tabla 8. Determinacion de la viscosidad reducida en la mucina cruda

Concentracion . . . . . Viscosidad
. Tiempo P Viscosidad Viscosidad .

de mucina cruda (s) (g/mL) Relativa Especifica Reducida
(g/mL) 9 P (mL/g)
0.004 38.72 1.0195 1.2552 0.2552 63.7963
0.007 45.71 1.0237 1.4878 0.4878 69.6880
0.010 54.56 1.0240 1.7762 0.7762 77.6215
0.013 63.98 1.0280 2.0910 1.0910 83.9262
0.016 75.77 1.0320 2.4862 1.4862 92.8903
0.019 85.90 1.0330 2.8212 1.8212 95.8552

La viscosidad relativa y la viscosidad especifica son adimensionales, la viscosidad reducida es el
cociente de la viscosidad especifica y la concentracion (n,/C).

En la Figura 32 se observa el grafico obtenido de la viscosidad especifica reducida,
graficada contra la concentracion, obteniendo mediante extrapolacién la viscosidad
intrinseca, en la mucina cruda. En la Figura 33 se observa similar grafica de viscosidad

y la extrapolacion para la mucina purificada.
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Tabla 9. Determinacion de la viscosidad reducida en la mucina purificada

Concentracion de . . . : . Viscosidad
) o Tiempo P Viscosidad Viscosidad )

mucina purificada (s) (g/mL) Relativa  Especifica Reducida
(g/mL) (mL/g)
0.004 38.08 1.0210 1.2361 0.2361 59.0370
0.006 42.42 1.0255 1.3830 0.3830 63.8322
0.008 47.52 1.0243 1.5476 0.5476 68.4530
0.010 52.26 1.0240 1.7013 0.7013 70.1334
0.014 62.57 1.0277 2.0443 1.0443 74.5923
0.016 68.50 1.0287 2.2402 1.2402 77.5142
0.018 75.40 1.0317 2.4732 1.4732 81.8447

La viscosidad relativa y la viscosidad especifica son adimensionales, la viscosidad reducida es el

cociente de la viscosidad especifica y la concentracion (n,/C).
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Figura 32. Viscosidad reducida (especifica/concentracion) de la mucina cruda
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Figura 33. Viscosidad reducida (especifica/concentracién) de la mucina purificada

La viscosidad intrinseca (n) para la mucina cruda fue de 54.76 y para la mucina

purificada fue de 54.69, presentando R? de 0.9899 y 0.9777. A partir de la ecuacion 5

es posible calcular los pesos moleculares correspondientes.
[n] = K(M)* )
Los valores de las constantes K y a se muestran en la Tabla 10

Tabla 10, Constantes K y a para mucina de cerdo

Mucina Parametros Autor

Mucina de cerdo (colon) K=6.3x10%a=1.1  Jumeletal., 1997

Los pesos moleculares obtenidos se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Peso molecular obtenido en mucinas

Muestra n (mL/g) PM
Mucina cruda 54.7594 2.033 x 10°
Mucina purificada 54.6926 2.031 x 108

Se observa una disminucion de aproximadamente 0.1 % en el peso molecular de la
mucina purificada respecto a la cruda, esto es indicativo de pérdida de componentes,
como los carbohidratos, presentes en la mucina cruda, durante el proceso de

purificacion al que se somete la mucina.

Los pesos moleculares obtenidos son similares a los reportados por Fogg et al., (1996)

para mucinas de cé6lon de cerdo, cuyo valor reportado fue de 2.1 x 106.

6.3 Termogramas de geles de mucinas
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Figura 34. Termogramas de geles de mucinas cruda y purificada

MC = mucina cruda; MP = mucina purificada
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En la Figura 34 se observan los termogramas de los geles de mucina cruda y mucina
purificada, en la Tabla 12 se observan los valores de los pardmetros térmicos

obtenidos para los geles de mucinas.

Tabla 12. Pardmetros térmicos obtenidos de los geles de mucinas

Parametros térmicos

Muestra TP1(°C) TP2 (°C) AH (J/g) ACp (J/g °C)

Mucina cruda - - 203.28 *£0.92 1061.65 *69.45 4415 +2.40
Mucina - - 20463 +1.85 56045 +44.05 19.68 +1.28
purificada

Tp1 = temperatura de fusién en el primer pico de transicion Tp2 = temperatura de fusion en el segundo
pico de transicion AH = entalpia de fusion ACp = capacidad calorifica.

Lo que es posible observar en estos termogramas es la desaparicion de uno de los
picos de transicion presentes en las mucinas en polvo; en la MC este pico se
encuentra en 136 °C, en la MP en 165 °C, la presencia de un solo pico de transicion
es indicativo de la formacion de enlaces, principalmente enlaces entre hidrégenos,
caracteristicos en presencia del disolvente agua y fuerzas de van der Waals, como lo
indican Momoh et al.,, (2010), la presencia de estos enlaces requiere altas
temperaturas para que se lleve a cabo la transicion térmica y de la misma forma, el
valor de entalpia aumenta considerablemente, ésta aumentd 24 veces en el gel de MC
respecto de su valor en polvo y aumentd 2.67 veces en la MP, debido al calor requerido

para llevar a cabo este tipo de reacciones.

Otra caracteristica que se observa en el termograma de la Figura 34 es, la aparente
falta de definicion del pico, esto esta relacionado a posibles variaciones de presion a
lo largo del experimento, lo cual, es mas notable en muestras con presencia de agua
como lo indica Hatakeyama y Quinn, (1999); sin embargo, esto también puede estar

relacionado con la naturaleza de las muestras, que no presentan una estabilidad
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térmica como los metales, o0 muestras en polvo que carecen de agua, reflejandose su

inestabilidad en la falta de definicion en el pico de transicidn.

6.4 Andlisis por DSC de los geles de soya y grenetina de res

A continuacion se muestran los resultados obtenidos del analisis por calorimetria
diferencial de barrido a componentes individuales de geles de proteinas de soya y

grenetinas de res.

Tabla 13. Transiciones térmicas obtenidas en geles de soya

Parametros térmicos

Muestra TP1(°C) TP2 (°C) AH (J/9) ACp (J/g °C)

A. soya - - 10498 +£0.11 1455.00 +190.0 30.34 +3.49
C. soya 118.10 +0.65 1206.00 +29.00 20.78 +0.42
H.soya - - 170.87 +27.6 919.65 +18.85 9.67 +0.31

Tp:1 = temperatura de fusién en el primer pico de transicion Tpz = temperatura de fusion en el segundo
pico de transicion A = aislado C = concentrado H = harina; AH = entalpia de fusién; ACp = capacidad
calorifica.

En la Figura 35 se presentan los termogramas obtenidos de los geles de soya y en la
Tabla 13 se observan los pardmetros obtenidos donde la ausencia de uno de los picos
de transicion presentes en muestras en polvo es evidente, indicando con esto, la
desnaturalizacién de uno de los componentes principales de la soya, durante el
proceso de formacion de gel, esto debido al tratamiento térmico al cual se somete para
induccion de la gelificacion; se infiere por lo tanto que el componente conglicina (7S),
el cual tiene una temperatura de desnaturalizacién de 60 °C, es el que se ha
desnaturalizado, ya que, la glicina (11S) tiene una temperatura de desnaturalizacion
de aproximadamente 130 °C. Se puede establecer, entonces, que la desnaturalizacion

de las proteinas es necesario para la formacién del gel Renkema et al., (2002).
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Figura 35. Termogramas de geles de proteinas de soya a) harina; b) concentrado; c) aislado

La entalpia de fusién es 16 veces mayor en los geles de aislado de soya respecto a
las muestras en polvo, en el gel conteniendo concentrado de soya la entalpia es 8.2
veces mayor que la muestra en polvo y en el gel de harina de soya es 6 veces mayor
gue en la muestra en polvo, debido a la presencia de agua, indicando que existe una
mayor formacion de enlaces, de tipo hidrogeno. Como se observa, mientras mayor sea
el contenido de proteina es mayor la entalpia de fusién observada en los geles de
soya, debido a que el contenido de proteinas permite contribuir al nimero de enlaces

formados.

El termograma de la Figura 36 corresponde al gel obtenido a partir de grenetina de piel

de res GR1.
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Figura 36. Comportamiento térmico del gel de grenetina

En la Tablal4 se presentan los parametros térmicos obtenidos para el gel conteniendo
grenetina de piel de res. Se observan dos picos de transicién en el termograma, el
primer pico corresponde a la temperatura de transicidon vitrea caracteristica de este
tipo de gel (Sobral y Habitante, 2001), esta transicion es un cambio en la movilidad
molecular (en la fase amorfa de la muestra), el material es rigido por debajo de la
temperatura de transicion vitrea y “gomoso” arriba de ella; el segundo pico
corresponde a la temperatura de fusion en el gel (Tseretely y Smirnova,1992) este
valor es 20 % mayor a lo reportado por Mendieta-Taboada et al., (2008), cuyo valor es

de 116.2 °C para una concentracién del 10% de una grenetina de piel de cerdo.

Tabla 14. Pardmetros térmicos de grenetina de piel de res

Parametros térmicos
Muestra TP1(°C) TP2 (°C) AH (J/9) ACp (J/g °C)
GR1 9593 +185 14545 +0.11 159.70 +065 7.88 +0.00

GR1=grenetina de res Bloom 200; Tp1 = temperatura de fusion en el primer pico; Tpz2 = temperatura de
fusion en el segundo pico; AH = entalpia de fusion; ACp = capacidad calorifica.
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6.5 Efecto de la incorporacion de las proteinas animales y vegetales a los geles

de mucina cruday purificada

Para la incorporacion de aislados de soya y grenetinas de piel de res a las mucinas,
se prepararon disoluciones individuales de cada componente, mucinas y proteinas, a
continuacion se mezclaron en proporcion 1:1, se sometio a Bafio Maria durante 60
min, a 85 °C, las muestras obtenidas se dejaron enfriar y se mantuvieron en

refrigeracion por 24 horas.

En las Figuras 37, 38, 39 y 40 se muestran los termogramas de las mucinas
incorporadas con proteinas. En las Tablas 15 y 16 se observan los parametros

térmicos obtenidos para estas mezclas.
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Figura 37. Termograma de los geles mucina cruda-proteinas de soya

MP = mucina purificada; MC = mucina cruda; A = aislado de soya; C = concentrado de soya; H = harina
de soya.
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Tabla 15. Transiciones térmicas de geles de mucinas incorporados con proteinas de soya

Parametros térmicos

Muestra TP1(°C) TP2 (°C) AH (J/9) ACp (J/g °C)

MC-A. soya - - 191.07 +£455 1067.50 +2050 49.10 *4.18
MC-C.soya - - 197.01 +£0.65 1173.50 +2350 4857 231
MC-H. soya - - 196.28 +0.09 1166.50 +50.50 56.27 +3.57
MP-A. soya - - 19964 +325 986.95 +56.05 42.34 +7.11
MP-C. soya - - 19544 +0.00 1056.50 +51.50 46.22 +2.70
MP-H. soya - - 195,00 +1.38 943.70 +2220 50.23 +12.86

Tp1 = temperatura de fusién en el primer pico de transicion Tp2 = temperatura de fusion en el segundo
pico de transicién; MC = mucina cruda; MP = mucina purificada; A = aislado de soya; C = concentrado
de soya; H = harina de soya,;
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Figura 38. Comportamiento térmico de los geles mucina cruda-grenetinas

MP = mucina purificada; MC = mucina cruda; GR1=grenetina de res Bloom 200; GR2=grenetina de res
Bloom 225; GR3=grenetina de res Bloom 180.

Primero cabe destacar que, los geles de mucina cruda-proteinas de soya, mucina

purificada-proteinas de soya y mucina purificada-grenetinas, presentan valores muy

similares de punto de fusion siendo estos, de 191 — 207 °C aproximadamente. Sin

embargo, las mezclas de mucina cruda-grenetinas, presenta un punto de fusion inferior

siendo estos de 114 — 118 °C.
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En diferentes estudios realizados con grenetinas, como el llevado a cabo por Mendieta-
Taboada et al.,, (2008) se ha observado que al mezclar las grenetinas con
biopolimeros, la grenetina contribuye a aumentar el efecto plastificante; es decir,
contribuye a aumentar la movilidad molecular y por lo tanto el biopolimero se vuelve
menos estable, esto tiene un efecto en la disminucion de la temperatura de fusion,

como se observa en las mezclas mucina cruda-grenetinas.

Para las mezclas mucinas-proteinas en general, la presencia de un solo pico de
transicion es indicativo de la formacion interacciones entre las estructuras de los
componentes, es decir formacion de enlaces hidrogeno y de fuerzas de Van der Waals

(Patel et al., 2003).

20
MP-A. soya
o -

B —_
2 MP-C.soya
8
B
Q
8
-1
=T
[T —

20 - MP-H.soya

40 T T T T T

0 50 100 150 200 250 300

ExoUp Temperatura (°C)

Figura 39. Transiciones térmicas de los geles mucina purificada- proteinas de soya

MP = mucina purificada; A = aislado de soya; C = concentrado de soya; H = harina de soya.
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Figura 40. Termogramas de los geles mucina purificada-grenetinas

MP = mucina purificada; GR1=grenetina de res Bloom 200; GR2=grenetina de res Bloom 225;
GR3=grenetina de res Bloom 180

Estas interacciones, son debido a transiciones de orden-desorden que se llevan a cabo
en las moléculas a partir del calentamiento al que son sometidas. El pico principal de
transicion se atribuya al ordenamiento de las cadenas presentes en las mucinas,
permitiendo una asociacién o interaccion con las proteinas con las que se mezclan
(Fitzpatrick et al., 2013), esto indica ademas que los componentes poliméricos son
miscibles, reflejando la contribucion de interacciones de cada uno de los componentes

individuales (Mendieta-Taboada et al., 2008).

Tabla 16. Parametros térmicos de geles de mucinas incorporados con grenetinas

Parametros térmicos

Muestra TP1(°C) TP2(°C) AH (J/g) ACp (J/g °C)

MC-GR1 - - 11842 +£6.00 11265 £57.50 28.60 +2.42
MC-GR2 - - 11466 +£3.17 12315 £80.50 4131 +£10.98
MC-GR3 - - 11755 +£9.00 12655 +£21.50 34.87 +0.26
MP-GR1 - - 20711 +£1.22 6083 +£188.45 36.87 +£15.17
MP-GR2 - - 199.11 +£5.77 7164 +£1485 33.94 +4.13
MP-GR3 - - 19738 +291 8917 +£148.25 40.07 + 0.67

MC = mucina cruda; MP = mucina purificada; GR1=grenetina de res Bloom 200; GR2=grenetina de res
Bloom 225; GR3=grenetina de res Bloom 180
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6.6 Espectro de absorcién 6ptico de los sistemas binarios mucinas-proteinas

En las Figuras 41, 42, 43, 44, 45y 46 se observa el espectro de absorcion de los geles
de mucinas, proteinas de soya y proteinas de res, tanto individualmente como los geles
de mucinas incorporados con proteinas. En la seccion 5.3.2, 5.3.3 y 5.3.4 se describe

detalladamente el proceso de obtencion de éstas muestras.

En la Figura 41 se muestra el comportamiento del espectro de absorcion Gptico para
los geles de mucina cruda y purificada a lo largo de la region ultravioleta (300 nm-400
nm) y visible (400-600 nm) es muy similar para ambas muestras; sin embargo, en el
rango de 375 nm- 425 nm se observa una mayor absorcidén Gptica en la mucina cruda,
este comportamiento puede indicar la presencia de algun componente que no se
observa en la mucina purificada, como podria ser el &cido sialico, que en la mucina
purificada se encuentra en menor porcentaje. La mayor absorcion éptica produce un
calentamiento mayor en la muestra en esas longitudes de onda, teniendo como

consecuencia, una mayor sefial fotoacustica.
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Figura 41. Espectro de absorcion éptico de geles de mucinas cruda y purificada
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Figura 42. Espectro de absorcién éptico de geles de proteinas de soya, aislado, concentrado
y harina

Para los geles de aislados de soya, se puede observar que la mayor absorcion optica
esta en el rango de 312-375 nm (Ver Figura 42), presentando un comportamiento
similar para las tres muestras. Es en este rango de longitudes de onda, donde se da
un calentamiento mayor en estas muestras, se atribuye a la agregacion o dimerizacion
gue tiene lugar en estos sistemas como lo reporta Del Monte y Levy, (1999), debido a
la desnaturalizacién que sufren, por el proceso térmico al que son sometidos, para

inducir la formacién de geles.

En la Figura 43 se muestran los espectros de absorcion para los geles de grenetinas
de piel de res, se observa una mayor absorcion en el rango de 305 nm-320 nm para
las tres grenetinas, lo cual se ha atribuido a la agregacion en el sistema, segun reporta
Del Monte y Levy, (1999). De la misma forma es posible observar que entre grenetinas

las que presentan el mayor espectro de absorcion son las GR1 y GR3 en el rango de
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305 nm-320 nm correspondiente a la region ultravioleta, mientras que la GR2, en este
mismo rango, presenta aproximadamente 3.9% menor absorcion; sin embargo, en la
region de 350 nm-450 nm los valores para las tres grenetinas se observan muy
similares. La menor absorcion en la GR2 esta posiblemente asociado a la menor
cantidad de agua liberada en el sistema, debido a que esta grenetina presenta el mayor
grado de Bloom (una medida industrial estdndar utilizada para indicar la resistencia
mecénica de geles en grenetinas) permitiendo un mayor numero de interacciones,

principalmente de puentes de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals

La Figura 44 se observan los espectros de absorcion épticos de los geles de mucina

cruda adicionados con proteinas de soya y grenetinas de res.
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Figura 43. Sefial fotoacustica vs longitud de onda en los geles de grenetina

GR1=grenetina de res Bloom 200; GR2=grenetina de res Bloom 225; GR3=grenetina de res Bloom
180
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Figura 44. Sefial fotoacustica vs la absorcién para geles de mucina cruda-proteinas de soya
y grenetinas de res

En los geles de mucina cruda-grenetinas se observa una mayor absorcion optica en el
rango de 312 nm a 375 nm, mientras que en los geles de mucina cruda — proteinas de
soya se observa una mayor absorcion Optica, aproximadamente 35 %, respecto de los
componentes individuales, indicando que los geles de mucina cruda con proteinas de
soya favorecen la absorcidén Optica, debido, probablemente, a la mayor presencia de
carbohidratos en la mucina cruda, que puedan contribuir a la formacién de enlaces,

principalmente hidrogeno, permitiendo un mayor flujo de calor.

En la Figura 45 se observa el espectro de absorcién 6ptico de los geles de mucina
purificada con proteinas de soya observandose un aumento de absorcion (15.38%),
respecto de sus componentes individuales, indicando una posible interaccion entre

estos componentes, lo que contribuye a forma enlaces, principalmente hidrogeno.

95



0.07 -

0.06 -
T .05 -
=
© v MP
O
2004 4 ¢ MP-A. soya
3 . s MP-C.soya
g . 4 MP-H.soya
5 0.03
L
©
T 0.02 -
] o
0.01 -
0.00 T T T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600 650

A(nm)

Figura 45. Espectro de absorcion 6ptico de geles de mucina purificada-proteinas de soya

MP = mucina purificada; A = aislado de soya; C = concentrado de soya; H = harina de soya

En la Figura 46 se observa el espectro de absorcion Optico de los geles de mucina
purificada incorporados con grenetinas. Se observa una mayor absorcion éptica en el
rango ultravioleta (310 nm — 400 nm), indicando, posiblemente, una interacciéon con
enlaces (hidrégeno y fuerzas de Van der Waals) mas débiles, en estos sistemas

binarios.

En la Figura 47 se observa el espectro de absorcién del acido sialico y las mucinas
(cruday purificada), se observa un pico de absorcion a los 400 nm en el acido sialico;

sin embargo no es posible determinar la naturaleza explicita del enlace.
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6.7 Calculo de la efusividad térmica de los geles complejos mediante técnicas

fototérmicas

La metodologia para la elaboracion de los geles de mucinas incorporados con
proteinas se describe en las secciones 5.3.2, 5.3.3 y 5.3.4. Para cada medicion de
efusividad térmica, se utilizd una sefal fotoacustica de referencia, utilizando para esto
la del aire. En la Figura 12 se observa el comportamiento tipico de la sefial fotoacustica
en funcién de la frecuencia de modulacion de la luz incidente, bajo estas condiciones
se muestra la dependencia de f -32 segiin la Ecuacién 16. El cociente de la sefial
fotoacustica, expresado en la Ecuacién 17 para el caso de agua destilada se observa

en la Figura 13.

El valor del pardmetro ajustado P2 es proporcional a b en la Ecuacion 17 y debido a
que se utilizé una placa de silicio en la celda fotoacustica, entonces la relacion de
efusividades entre el silicio y la muestra con el parametro P2 esta dada por la ecuacion
25. En la figura 48 y 49, se observa la relaciéon SFmuestra / SFsiicio, Obtenida para el gel
de harina de soya y el gel de mucina purificada incorporado con aislado de soya, en
funcion de la frecuencia de modulacion de las luz incidente. La linea continua

representa el mejor ajuste de la Ecuacion 17 a los datos experimentales.

i
es = 2P,egps; P (25)

Sl

Donde
wsl/2
es = efusividad de la muestra szoc; P2 = parametro obtenido del ajuste; esi= efusividad
. ws1/2 .

reportada del silicio (1.5669 cm2°C); lsi= espesor del silicio en (cm) (235 x 104 cm); a;

= difusividad térmica del silicio (0.8 cm?/s).
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Tabla 17. Valores obtenidos de efusividad en geles de mucinas (cruda y purificada),
proteinas de soya, grenetinas de res y mezclas de mucinas-proteinas de soya y grenetinas

de res
Muestra Efusividad
(W sl2 cm-2 oc-l)
Mucina Cruda 0.1421
Mucina Purificada 0.1750
Aislado de soya 0.1899
Concentrado de soya 0.2290
Harina de soya 0.2296
Grenetina de res (GR1) 0.1573
Grenetina de res (GR2) 0.1614
Grenetina de res (GR3) 0.1435
MC-A. soya 0.2627
MC-C. soya 0.2670
MC-H. soya 0.1598
MP-A. soya 0.1679
MP-C. soya 0.1418
MP-H. soya 0.1533
MC-GR1 0.1935
MC-GR2 0.1782
MC-GR3 0.1703
MP-GR1 0.1417
MP-GR2 0.1580
MP-GR3 0.1507

MC = mucina cruda; MP = mucina purificada; A = aislado de soya; C = concentrado de soya; H = harina
de soya; GR1=grenetina de res Bloom 200; GR2=grenetina de res Bloom 225; GR3=grenetina de res
Bloom 180

Enla Tabla 17 se observan los valores de la efusividad térmica obtenida para los geles
de mucinas (cruda y purificada), proteinas de soya y grenetinas de res; asi como los
geles de mucinas, incorporados con proteinas de soya y grenetinas de res.

/
La efusividad térmica de la mucina purificada obtenida es de 0.1750 % por otro

. wsl/2 ,
lado, la de la mucina cruda se obtuvo un valor menor, de 0.1421 mfz -~ mostrando asi
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gue la mucina purificada tiene una mayor capacidad para intercambiar calor con los
alrededores y se esperaria una mayor conductividad térmica para este sistema, debido

a que la efusividad térmica esta directamente relacionada a la conductividad térmica,
mediante la relaciéon e = \/kpc, donde e es la efusivdad térmica, k la conductividad

térmica y c el calor especifico.

Los valores de efusividad obtenidos para las grenetinas de piel de res estuvieron en

el rango de 0.1435 - 0. 1614 -» €Ste rango se encuentra muy cercano al valor de la

efusividad térmica del agua, el cual esta reportada entre 0.1560 — 0. 1580 esto

20C
asociado a la gran cantidad de agua presente en estos sistemas, aproximadamente

94% de agua. Los mayores valores de efusividad se presentan en las proteinas de

soya, siendo 0.189

ZDC para el concentrado y 0.2296

ws1/2
2°C

para la harina, como es posible observar, mientras menor sea el contenido de

proteina, se observa una mayor efusividad en estos sistemas, esto asociado a
mayores interacciones (puentes de hidrogeno, Fuerzas de Van der Waals) que se

forman con el mayor contenido de proteina, como sugiere (Yafiez-Limon et al., 1995).

En los geles de mucina cruda- proteinas de soya se observan valores de efusividad

aislado de soya y de 1597 para la harina, los geles de proteinas de soya con

mucina purificada muestra valores de 1418- 1679 indicando con esto que las

ZOC 4
mezclas con mucina purificada intercambia menor cantidad de calor con sus

alrededores, que la mezclas con mucina cruda; es decir, que la mucina cruda puede
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estar contribuyendo a que exista una mayor conduccién de calor a través de ella, en
comparacién con la mucina purificada, debido a la mayor presencia de carbohidratos

en la mucina purificada.

En los geles de mucina purificada-proteinas de soya y grenetinas de res se observan

Wsl/z
cm?2°C

valores muy cercanos al valor de la efusividad térmica del agua 0.1417-0.1678

en los geles de mucina purificada-proteinas de soya al igual que los geles de mucina
purificada con grenetinas se observa un comportamiento muy similar al de la mucina
purificada, indicando que no existe una fuerte interaccién entre estos componentes ya
gue no esta afectada de manera significativa la efusividad térmica de la mucina

purificada al incorporar proteinas de soya y grenetinas de res.

A medida que las reacciones de entrecruzamiento entre componentes progresan,
como en el caso de los geles de mucina cruda incorporados con grenetinas y proteinas
de soya, la estructura de las muestras cambian, como resultado se espera que exista
un aumento de la difusividad térmica y por consiguiente de la efusividad térmica como

lo indica Yafiez-Limén et al., (1995).
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7. CONCLUSIONES

Por los resultados obtenidos en el presente estudio se concluye:

1. Se determinaron las temperaturas de transicidbn térmica de los siguientes
componentes, mucina cruda, mucina purificada, aislado de soya, concentrado de soya,
harina de soya y grenetinas de piel de res, en polvo y en forma de gel, asi como las
mezclas de mucinas-proteinas en polvo y geles de mucinas (cruda y purificada)

incorporados con proteinas de soya y grenetinas de res.

2. Se observaron dos picos de desnaturalizacion correspondientes a la mucina cruda
Tp1=136.53°C y Tp2=213.06°C, en el caso de la mucina purificada, se observaron

igualmente dos picos de desnaturalizacién, Tp1=165.82 °C y Tp2=203.80°C.

3. La entalpia de fusion en el caso de la mucina purificada fue 78.96% mayor con
respecto a la mucina cruda y la capacidad calorifica fue de 89.56 % mayor en la mucina

purificada.

4. Se obtuvieron dos picos de desnaturalizacién, para el aislado, concentrado y harina
de soya; los valores para el primer pico fueron 54.91, 58.79 y 53.34 °C,
respectivamente. El segundo pico mostré valores de 124.87, 119.68y 129.44 °C. Estos

picos corresponden a los componentes principales de la soya (7S y 11S).

5. En las grenetinas de res se observaron valores de Tpi muy similares (75.96 °C,
75.99 °C y 76.89 °C); sin embargo, en el segundo pico de desnaturalizacion, GR1 y
GR2, mostraron valores similares (122.92 °C y123.49 °C), GR3 mostré un pico de
desnaturalizacion a los 155.04 °C. La GR2 con el mayor grado de Bloom presento la

mayor entalpia de fusion.
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6. En los geles de mucina cruda-proteinas predominé el comportamiento de la mucina
(cruda y purificada) indicando que estas glicoproteinas pueden actuar como

protectores contra la desnaturalizacion de las proteinas.

7. Los termogramas de las mezclas mucina purificada-proteinas en polvo, presentaron
dos picos de desnaturalizacion, tanto en las mezclas con proteinas de soya como
grenetinas de piel de res, mostrando una variacion respecto de la mucina purificada
individual, ya que ésta presento6 valores de 165.82 °C en el primer pico de transicion
Tp1y 203.80 °C para el segundo Tpz, mientras que en las mezclas con soya se
obtuvieron valores de 49.89 — 52.77 °C en el primer pico de transicion Tp1 y 145 — 195

°C en el segundoTpa.

8. En las mezclas de mucina purificada-grenetinas en polvo se obtuvieron valores de

45.96-51.15°Cenla Tp1y 117.98 — 164.16 °C para la Tpa.

9. La viscosidad intrinseca (n) para la mucina cruda fue de 54.76 y para la mucina
purificada fue de 54.69. El peso molecular obtenido fue de 2.033 x 10° para la mucina

cruday 2.031 x 108 para la mucina purificada.

10. El comportamiento térmico de los geles se realiz6 mediante calorimetria diferencial
de barrido. En los geles de mucina se observd la presencia de un solo pico de

transicion, indicando la formacion de enlaces en presencia del disolvente.

11. Los geles de soya mostraron la presencia de un solo pico de desnaturalizacion
indicando la desnaturalizacion de uno de los componentes principales de la soya (7S),

durante el proceso de gelificacion.
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12. Los geles de grenetina presentaron dos picos de transicion en el termograma, el
primer pico corresponde a la temperatura de transicion vitrea caracteristica de este

tipo de geles y el segundo pico a la temperatura de fusion.

13. La incorporacion de proteinas a los geles de mucinas, mostré lo siguiente, los
geles mucina cruda -proteinas de soya, mucina purificada-proteinas de soya y mucina
purificada-grenetinas, presentaron valores muy similares de punto de fusién siendo

estos, de 191 — 207 °C aproximadamente.

14. Los geles de mucina cruda-grenetinas, presentaron un punto de fusién inferior
siendo estos de 114 — 118 °C. Para los geles de mucinas—proteinas en general, la
presencia de un solo pico de transicion es indicativo de la formacién de interacciones
entre las estructuras de los componentes (mucinas-proteinas), es decir formacion de

enlaces hidrégeno y de fuerzas de van der Waals.

15. Se obtuvieron los espectros de absorcion 6pticos de los geles de mucinas y de
éstas mucinas incorporadas con proteinas, en general los espectros indicaron mayor

absorcién o6ptica en la region ultravioleta del espectro.

16. Los valores obtenidos de efusividad térmica fueron 0.1750

ws1/2 .
— bara la mucina

1/2

purificada y de 0.1421 Z:hc para la mucina cruda.

17. Los valores de efusividad obtenidos para las grenetinas fueron 0.1435 — 0.1614

wsl/2
cm?2°C

. Los mayores valores de efusividad se presentaron en las proteinas de soya,

WSl/Z WSl/Z

siendo 0.1899 para el concentrado y 0.2296

/
2’:: - para el aislado, 0.2290

°C cm?2°C cm?2°C

para la harina.
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18. En los geles mucina cruda- proteinas de soya se observaron valores de efusividad

térmica de 0.2670

wsl/2
cm?

- para la mucina incorporada con el concentrado de soya,

WSl/Z i
¢ bara la harina, las mezclas de

0.2627

wsl/2 .
3. para el aislado de soya y de 0.1598

Wsl/2

proteinas de soya con mucina purificada mostré valores de 0.1533-0.1679 g

19. Se obtuvieron valores de peso molecular de 54.7594 g/gmol para la mucina cruda
y de 54.6926 g/gmol para la mucina purificada. Se observa una disminucion de
aproximadamente 0.1% en el peso molecular de la mucina purificada respecto a la
cruda, esto es indicativo de pérdida de componentes, como los carbohidratos,
presentes en la mucina cruda, durante el proceso de purificacién al que se somete la

mucina.
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8. RECOMENDACIONES

1. Realizar la mezcla de mucinas-proteinas variando la concentracion 25:75, 75:25 y
determinar los parametros térmicos, para determinar la influencia de la concentracion

en el comportamiento térmico de estos sistemas.

2. Estudiar el efecto de sales y pH en mucinas incorporadas con proteinas.

3. Realizar la determinacion del espectro de absorcion éptico de las proteinas de soya

y grenetinas en polvo.

4. Realizar un andlisis mediante microscopia, de los geles incorporados con proteinas.

5. Realizar un analisis de los geles mediante espectroscopia infrarroja y rayos X.

6. Analizar el efecto de las pectinas de alto y bajo metoxilo en el comportamiento

térmico de las mucinas.

7. Estudiar las propiedades reoldgicas de los geles de mucina incorporados con

proteinas de soya y grenetinas de res.
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