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Resumen

Los hidrocoloides, polimeros hidrofilicos naturales o sintéticos de alto peso
molecular, son componentes habituales en la formulacién de productos
farmacéuticos y alimentarios. Estos compuestos son utilizados por sus
propiedades de interaccionar con el agua, modificar su movilidad y
aumentar la viscosidad en dispersion, jugando un papel fundamental en la
determinacién de las caracteristicas texturales de los productos y su
estabilidad en el tiempo. La necesidad de la industria de desarrollar
productos con nuevas funcionalidades, el creciente interés en la poblaciéon
en el consumo de productos de origen natural y los problemas de suministro
existentes ha dado un nuevo impulso a la busqueda de nuevas fuentes de
hidrocoloides de bajo costo y obtenidos de fuentes renovables. Las semillas
de leguminosas son una fuente conocida de galactomananos (GM),
utilizados como estabilizantes, agentes emulsificantes, espesantes y otros,
basados en sus caracteristicas fisicoquimicas especificas. En este
contexto y en el marco de un proyecto de bioprospeccion con INIA, se ha
comenzado el estudio de una especie forestal nativa, Prosopis affinis
(Nandubay), como fuente de galactomananos que puedan potencialmente
ser utilizados como aditivos alimentarios.

El objetivo general de este trabajo ha sido la caracterizacion primaria
qguimica y funcional de los galactomananos extraidos de las semillas de
Prosopis affinis, y su comparacién con muestras purificadas comerciales.
Se analizaron las diferencias en las caracteristicas quimicas de los

galactomananos extraidos a dos temperaturas, y como fueron luego
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afectadas sus propiedades en dispersion coloidal. Se estudiaron
pardmetros de rendimiento, quimicos (pureza, relacion galactosa —
manosa), fisicoquimicos (Mw, Rg, Rh, viscosidad instrinseca), en un disefio
factorial a dos niveles, resultando significativo el método de extraccion vy el
tipo de goma, asi como la interaccion entre estos factores. Se modeld la
viscosidad intrinseca de los polimeros obtenidos y los extractos purificados
de gomas comerciales, ajustando al modelo de Fedor. La caracterizacion
de los galactomananos obtenidos a partir de P. affinis mostr6 que son
heteropolisacéaridos regulares con una distribucion de pesos moleculares
aproximadamente monomodal que depende de las condiciones de
extraccion y propiedades funcionales similares a las de goma guar. Por
tanto, representa un promisorio biomaterial para la industria alimentaria que

puede ser producido sosteniblemente a partir de productos de flora nativa.

Palabras clave: galactomananos, dispersion de luz, elucidacion

estructural, hemicelulosa, funcionalidad.
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Summary

Hydrocolloids, often called gums, are hydrophilic natural or synthetic
polymers with high molecular weight. They are usual components that are
included in the formulation of food and pharmaceutical products in order to
control its functional properties. These properties are related to the
capability of interacting with water, modifying its movility and enhancing the
viscosity of the dispersions, playing a key role in the determination of the
textural properties of the products and stability. The industries need to
develop products with new functionalities, the consumers care towards the
natural or “bio” products and the supply chain problems has driven the
search of new sources of hydrocolloids with low cost and obtained in a
sustainable way. Legominous seeds are a known source of
galactomannans (GM) that are used as stabilizers, emulsifying agents,
thickeners among other uses based on its specific physicochemical
properties. In this context and related to a Project of bioprospecting the
Natural Forest resources with INIA, we have started to study the specie
Prosopis affinis (Nandybay), as a GM source with potencial use as food
ingredient.

The aim of this work was the primary structural and functional
characterization of the GMs extracted from Prosopis affinis and its
comparison with commercial purified gums. Galactomannans were
extracted at two different temperatures to compare its chemical
characteristics and physicochemical properties in colloidal dispersion. The

overall yield, chemical parameters such as purity and galactose-manose

Xl



Summary

ratio and physicochemical parameters (Mw, Rg, Rn, intrinsic viscosity) where
studied in a two-level factorial design. The extraction methodology and kind
of gum (P. affinis, GG or LBG) where significatevely different, as well as the
interaction between these two factors. The intrinsic viscosity of the extracted
polymers where obtained using Fedor’s model. The overall characterization
of the GM from P. affinis demonstrated that they are regular
heteropolysaccharides with and approximately monomodal molecular
weight distribution that depends on the extraction conditions, and functional
properties similar to those of guar gum. Hence, they represent new
promising biomaterials for the food industry that can be produced from the

native flora in a sustainable way.

Keywords: galactomannans; light scattering; structural elucidation,

hemicellulose, functionality.
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1.1.Gomas

El término goma se utilizo inicialmente para designar a los productos de la
exudacion de algunas plantas y arboles. Actualmente, se utiliza la
denominacion en un grupo muy amplio de polisacéridos de alto peso
molecular, obtenidos de plantas o por produccion microbiolégica, que
tienen la capacidad de actuar como espesantes y gelificantes al mezclarse
con agua fria o caliente y que ademas presentan algunas propiedades
funcionales tales como las de estabilizar emulsiones, espumas vy
suspensiones (Valdés, 2006, Gutiérrez et al., 2007).

Los agentes espesantes y de gelificacibn se usan extensamente en
productos alimenticios, principalmente para hacerlos atractivos al
consumidor y para mejorar su vida util. Actian en dispersion ligando el
agua, controlando la textura, influenciando la cristalizacion, para mejorar el
comportamiento congelamiento - descongelamiento, para prevenir
sinéresis y la retrogradacion de los productos con almidén, para mantener
la turbiedad de bebidas y jugos con fibras dietéticas. También se utilizan en

productos farmacéuticos y cosméticos (Williams & Phillips, 2001).

1.2.Galactomananos
Algunas harinas provenientes de semillas de leguminosas se utilizan a nivel
industrial como estabilizantes, agentes emulsificantes, y otros usos
determinados por sus propiedades funcionales. Estas propiedades

dependen de la estructura y caracteristicas fisicoquimicas de los
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galactomananos presentes en el endospermo de estas semillas.
Actualmente son utilizados como aditivos alimentarios a nivel comercial tres
fuentes de galactomanos: la goma guar (obtenida de Cyamopsis
tetragonolobus), goma de algarrobo (obtenida de Ceratonia siliqua) y goma
tara (obtenida de Caesalpinia spinosa), este ultimo con uso limitado por

condiciones de precio y disponibilidad (Lopez-Franco, 2013).

1.2.1. Estructura de galactomananos
Estructuralmente, los galactomananos son polisacaridos neutros formados
por una cadena lineal de manosa unidas por enlace glicosidico § (1-4),
sobre la cual se unen ramas de diversa longitud de D-galactosa, mediante
enlaces a-(1-6) (Rincon et al, 2014). La estructura basica de los

galactomananos se presenta en la Figura 1-1.

OH OH

Figura 1-1 Estructura general de los galactomananos
(adaptado de Morris, 1990)
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Los diferentes galactomananos se diferencian entre si en la relacion
manosa: galactosa (M: G) y en la distribucion de ramas de galactosa
individuales en la cadena principal, como asi también en el tamafo
molecular, que influyen en propiedades como la solubilidad, y el
comportamiento reolégico (Pinto Vieira et al., 2007). La masa molecular, la
relacion M: G y la distribucién secuencial de los sustituyentes de galactosa
depende del origen del galactomanano (Azero y Andrade, 2006). La goma
acacia, goma de algarrobo, goma tara, goma guar y la goma de fenogreco
se diferencian en su grado de sustitucion promedio, pues sus
galactomananos presentan relaciones M: G de aproximadamente 5, 4, 3, 2
y 1, respectivamente. (lijima et al.,, 2012). En la Figura 1-2 se puede
observar un esquema basico de los galactomananos mas utilizados
comercialmente: goma guar (GG), goma de algarrobo (LBG) y goma tara
(TG), utilizando la representacion grafica de glicanos utilizada en Varki et

al. (2015).

GG LBG

TG «—>

A
v

@ Manosa

O Galactosa

Figura 1-2: Estructura bdsica de algunos galactomananos
Representada utilizando la simbologia de Varki et al., 2015
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1.2.2. Elucidacién estructural en galactomananos

La estructura basica de los galactomananos es bastante conocida, y sigue
la estructura ya mencionada. Sin embargo, la relaciéon M:G solo nos explica
el contenido global promedio de residuos galactosilo que sustituyen la
cadena principal de manosa. La regularidad y el patron de sustitucion juega
un papel importante en sus propiedades de interaccion con otros
polisacéaridos (Dea et al. 1986), y en numerosas propiedades funcionales,
como la solubilidad, y las propiedades de gelificacién, co-gelificacion y
aumento de viscosidad (Pollard, 2006; Sébastien et al., 2014), aunque la
literatura no es tan abundante en este ultimo aspecto.

Existe poca informacion acerca de la estructura fina de los
galactomananos, incluso de aquellos mas conocidos y con mayor valor
comercial. Los métodos que se han utilizado para evaluar los patrones de
distribucién de galactosilos son andlisis de RMN de C!¥ o modelado
computacional luego de hidrdlisis enzimaticas (Baker & Whistler, 1975;
Daas et al, 2002; Grasdalen & Painter, 1980; Izydorczyk & Biliaderis, 1996;
Lazaridou, et al, 2000; Manzi, et al, 1986; McCleary, 1979; Painter, et al,
1979). En esta bibliografia se muestra que la estructura de los
galactomananos de la goma de algarrobo no es homogénea (Sébastien, et
al., 2014) sino que la estructura fina esta compuesta por zonas libres (con
baja sustitucion de galactosilos) y zonas muy sustituidas, en que los

galactosilos no estan distribuidos regularmente (Sébastien, et al., 2014). En
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la figura 1-3 se muestran las diferentes estructuras teoricas de sustitucion

de galactosilos en galactomananos.

.Manosa

OGaIactosa

Figura 1-3: Distribuciones tedricas de sustitucion de galactosilos en galactomananos:

a) distribucion regular, b) distribucién randémica, c) distribucion de bloques con un

patrén uniforme (tomado de Dea & Morrison, 1975)

Numerosos estudios de la estructura de galactomananos de diferentes
origenes han sido realizados analizando los oligosacaridos liberados de los
polimeros por B-D-endomananasas (Davis, 1995). Dichos estudios han
indicado que la distribucion de galactosa en los galactomananos no es
regular (McCleary et al., 1985; Sébastien et al., 2014; Malgas, et al. 2015).
Para poder describir la distribucidén de las cadenas laterales de galactosilo
a lo largo de la cadena principal de manano, se debe tener un conocimiento
detallado acerca de las estructuras y las cantidades relativas de los
diferentes oligémeros liberados por B-D-mananasa (Davis et al., 1995). La

actividad de las endo B-mananasas depende del patrén de sustitucion de
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galactosilos y por tanto se ha probado como un método adecuado para el
estudio de la distribucion de los residuos de galactosilos (ramificaciones).
La hidrélisis enzimética simultanea de p-mananasa (EC 3.2.1.78) y a-
galactosidasas (EC 3.2.1.22) (Malgas, 2015) también ha sido utilizado con
este fin.

La elucidacién estructural de galactomananos de diferentes origenes
ha sido realizada mediante la combinacion de métodos quimicos,
espectroscopicos y enzimaticos. Para la composicion cuantitativa de
monosacaridos se han utilizado técnicas de HPLC con columnas de
intercambio catidénico o cromatografia gaseosa (GC -F) de los acetatos de
alditol correspondientes, previo tratamiento de hidrélisis quimica o
enzimatica (Cruz, 1999; Fernandes de Souza et al., 2009; Cerqueira et al.,
2011). La identificacion de la posicion de los enlaces glucosidicos de los
galactomananos aislados y purificados se ha realizado por cromatografia
en fase gaseosa acoplada a espectroscopia de masas (GC-MS) analizando
los derivados de acetatos de alditoles parcialmente metilados derivados del
polimero original (Cruz, 1999; Fernandes de Souza et al., 2009; Cerqueira
et al., 2011).

La configuracion de los enlaces glicosidicos (a, B), la confirmacion de las
posiciones de sustitucién y el grado de sustitucion ha sido determinado
mediante la aplicacion de espectrocopia de Resonancia Magnética Nuclear
de Protén (RMN-'H) y de Carbono-13 (RMN-13C) (Pinto Vieira et al., 2007;

Fernandes de Souza et al., 2009; Jian et al., 2011). El grado de sustitucién
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(relacion M:G) ha sido determinado comparando las areas de las sefales
del protébn anomérico (H de C-1) por RMN 'H (Joshi & Kapoor, 2003;
Muschin, & Yoshida, 2012; Azero & Andrade, 2006). Sin embargo, la
superposicion de los residuos de D-manosa y D-galactosa del polimero no
hace de aquel el mejor método para la estimacion de la proporcion de los
sustituyentes. La relacion de sustituyentes se ha estimado por analisis de
metilacion y cuantificacion de los acetatos de alditol parcialmente metilados
por cromatografia de gases utilizando detector FID (Sébastien et al., 2014;
Cruz, 1999). También ha sido determinada por andlisis de los componentes
monosacaridicos por cromatografia liquida luego de hidrélisis en medio
acido, seguida de hidrélisis en medio &cido, utilizando columnas de
intercambio catidnico con detector de indice de refraccion y de evaporativo
de dispersion de luz (ELSD) (Joshi & Kapoor, 2003). Estos ultimos dos
métodos son muy adecuados para la deteccidon y cuantificacion de
monosacaridos, dada la linealidad de la respuesta del detector FID y
universalidad y linealidad de la respuesta del RI. Ultimamente, se han
utilizado técnicas computacionales para modelar las constantes de
acoplamiento de los enlaces glicosidicos obtenidas por RMN y poder
determinar la conformacion espacial de los polimeros en dispersion, en
particular en galactomananos (Bergamini et al.,1994, Petkowicz et al.,

1998).
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1.2.3. Propiedades funcionales y uso de galactomananos
Los usos alimentarios de la goma de algarrobo, guar y tara dependen de
sus propiedades en solucion, incluyendo las interacciones en el estado
coloidal con otras moléculas. Las propiedades mas importantes de los
galactomananos son la capacidad de retencion de agua y su habilidad de
formar soluciones muy viscosas a baja concentracion. La solubilidad en
agua depende del contenido de galactosa (cadenas laterales del
polisacéarido) (Cruz, 1999). El grado de sustitucion (efecto de presencia de
cadenas laterales) tiene el efecto de disminuir el volumen del polimero para
un mismo valor de peso (Mw) (Wu. et al, 2012).
La aplicacion de los galactomananos como tales se resumen a tres
propiedades funcionales: su habilidad de espesar soluciones acuosas
(thickener), su interaccién sinérgica con otros polisacéaridos, y su capacidad
de controlar o prevenir la sinéresis (Fox, 1997). Asimismo, se han citado
agui propiedades benéficas por su utilizacion como fibra alimentaria, y
aguellas propiedades funcionales que derivan de una pequefa
transformacién quimica de los mismos. Algunas de las propiedades que
dan lugar a numerosas aplicaciones se resumen a continuacion:
a) Aplicacion como agentes espesantes

La aplicacion de los galactomananos como agente espesante ha sido
vastamente descrita (Bayarri et al.; 2010, Cruz, 1999). EI mecanismo de
actuacion de los agentes espesantes es similar a la formacion de un gel por

debajo de la concentracion limite, como se muestra en la siguiente figura.
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Particulas Polimeros

Liquido

Liquido
viscoso

Sélido

o

Figura 1-4: Modelos de una red de particulas o de polimeros.
Tomado de Couplan, 2014.

Couplan (2014) considera dos extremos para considerar la estructura de
los elementos sélidos dispersos: particulas esféricas y polimeros
extendidos. Estos dos puntos extremos corresponderian, respectivamente
a polimeros en un mal solvente que se simbolizan por particulas (por e€j.
Proteinas globulares de la clara de huevo) y en polimeros que se
encuentran dispersados en un buen solvente, simbolizados como una
bovina al azar (seria el caso de gelatina o almidon en agua caliente). En el
modelo de dispersion de particulas, se comienza con particulas aisladas
suspendidas en un fluido (fig. 1.9a). Las particulas no interaccionan entre
si. El volumen total de particulas afecta la viscosidad del liquido, y el
movimiento browniano que describen las particulas en estas condiciones

de dispersion diluida se describe mediante la relacion de Einstein Stokes.

10
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D — kgT
T 3nnD;

Donde Dh es el diametro hidrodinamico, kz es la constante de Boltzmann,
T es la temperatura, n es la viscosidad de la solucién y D, es el coeficiente
de difusividad. Hasta este punto la dispersion permanece como liquido. En
la fig. 1.9b se muestra como algunas atracciones empiezan a desarrollarse.
Algunas de estas atracciones, hacen al fluido mas viscoso. Como las
conexiones son aisladas, no hay forma de que la fuerza aplicada en el
material se trasmita instantaneamente a lo largo del material. En la figura
1.9 ¢ un mayor numero de estas conexiones logra una estructura en que
existe un camino para que las fuerzas instantaneas sean trasmitidas a
través del material, generando un verdadero gel. De forma similar, en
polimeros, conexiones limitadas localmente s6lo aumentan la viscosidad y
conexiones extensivas forman una red soélida: un verdadero gel (Couplan,
2014).

Si bien los galactomananos no forman en principio verdaderos geles
como otros hidrocoloides, los mecanismos de aumento de viscosidad son
similares y como se ha visto, es funcion de la magnitud de las fuerzas
cohesivas. Estas fuerzas cohesivas aisladas que no llegan a formar un
verdadero gel si tienen gran importancia al ser agregados en sistemas
complejos. Los espesantes se utilizan en un sinnimero de productos, para
hacerlos mas atractivos al consumidor, prevenir la sinéresis, disminuir la

retrogradacion en productos con almidon, y lograr la turbidez de bebidas

11
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cuando éste es el objetivo desde el punto de vista sensorial (Williams &
Phillips, 2001). Por ejemplo, en productos lacteos, es usual su agregado
como estabilizantes en helados, yogures, yogures reducidos en grasa, etc.
(Fox, 1997; Estévez et al., 2004). El hecho de que los galactomananos sean
polisacaridos neutros los hace excelentes aditivos para la utilizacion de
formulaciones complejas con proteinas, como en productos lacteos y en
que el pH pueda cambiar en la vida util del producto o sea deseable
modificar la fuerza idnica de los mismos (Bourriot, et al., 1999; Perissutti et
al., 2002).
b) Aplicacion como agentes gelificantes

Una propiedad interesante de los galactomananos es su capacidad para
formar mezclas sinérgicas, incluyendo las interacciones en el estado
coloidal con carrageninas, con las que forman soluciones altamente
viscosas y geles mas fuertes y elasticos (Morris, 1990; Wielinga, 2009;
Sworn, 2004; Pinheiro et al., 2011). En la formulacion de alimentos diversos
es habitual la aplicacién de espesantes y gelificantes, con una muy vasta
aplicacién industrial, especialmente en los productos reducidos en grasa en
se utilizan para lograr propiedades sensoriales texturales similares a los
productos altos en grasa (Bayarri et al.,2010), o en otras formulaciones en
gue se adicionan para mejorar la estabilidad en la estructura coloidal tipo
emulsiones o espumas (por ejemplo, en formulas de helados, salsas, etc.

(Schuppner et al., 1967; Igoe et al., 1977 &),

12
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Sin embargo, la utilizacion de gomas naturales y mucilagos para
formular geles farmacéuticos es un nuevo concepto (Prajapati et al., 2013).
Las gomas y mucilagos pueden formar geles por si mismos o en
combinacion con otras gomas o moléculas. EI mecanismo de gelificacion
es resultado de numerosas asociaciones inter e intra- moleculares que
producen una red tridimensional, donde las moléculas de agua son
atrapadas. Estas asociaciones se generan por cambios de pH, de
temperatura, o cambios de la composicion quimica del medio (ej. presencia
de cationes, como en el caso de formacion de geles con alginatos), en
pectinas, se cataliza por medio acido. En el caso de los galactomananos,
pueden interaccionar sinérgicamente con goma xantana para formar geles
elasticos a bajas concentraciones de polimero. La utilizacion como agente
gelificante se basa no solamente en sus funcionalidades sino en su
inoucuidad, bajo costo, disponibilidad, naturaleza emoliente y no irritante
(Kumar et al., 2009).

c) Utilizacion en suplementos dietéticos (fibra)
Existen dos patentes que reivindican el uso de galactomananos
combinados con otras fibras de origen vegetal como componente principal
en capsulas y tabletas para regular el movimiento intestinal en personas
sanas y también como un suplemento dietético para personas con
enfermedades diabéticas (Saura-Calixto et al., 1999).

d) Utilizacion en férmulas de liberacion controlada
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Numerosos materiales poliméricos han sido utilizados en la formulacion de
comprimidos con férmulas de liberacion controlada. En estas
formulaciones, se han probado con éxito la utilizacion de goma guar, y de
galactomananos extraidos de fuentes no tradicionales: Mimosa scabrella,
Gleditsia triacanthos, Sesbania aculeata, Hibiscus esculenta, Tamarindus
indica, etc. (Efentakis & Kouttis, 2001).
e) Uilizacion en la formulacion de filmes

La utilizacion de galactomananos como filmes ha sido patentada por
Barkalow et al. (2006), que desarroll6 filmes comestibles que se disuelven
rapidamente a partir de goma guar hidrolizada enzimaticamente, luego
Mikkonen et al., (2007), logré formar filmes a partir de goma guar y goma
de algarrobo utilizando glicerol y sorbitol como plastificantes. Otras
aplicaciones han desarrollado polimeros mixtos con nanocompuestos de
celulosa (Keating et al.,, 2013), o por entrecruzamiento con filmes de
colageno (Figueiro et al.,, 2004). Existe ademas una patente para la
utilizacién de galactomananos para la creacion de un filme detergente
soluble en agua que se puede imprimir por al menos por una tinta (Icht et

al., 2011).

1.2.4. Relacion estructura — funcionalidad
La relacion de sustituciones de galactosa no soOlo describe la
estructura de los galactomananos, sino que ademas tiene un papel

significativo en sus propiedades funcionales, como condiciones de
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hidratacion, capacidad de retencion del agua y comportamiento reolégico.
Dentro de este ultimo la viscosidad es el criterio de calidad fundamental
para los agentes de espesamiento y ésta difiere entre galactomananos de
diversas fuentes y extraidos por diferentes métodos (Cheng et al., 2002;
Dakia et al., 2008; Bourbon et al., 2010; Lépez-Franco et al., 2013). El grado
de sustitucion de los galactomananos afecta su dispersabilidad en agua y
es determinante en la capacidad de esas moléculas para interactuar entre
si y con otros polisacéaridos (McCleary, 1981; Larizadou et al., 2000; Mao et
al., 2006; Secouard et al., 2007). Los niveles de distribucion de galactosa
sobre la cadena principal ocupan un papel importante en las propiedades
fisicoquimicas del polimero (Ganter et al., 1991). Por ejemplo, la
dispersabilidad en agua de los galactomananos se incrementa con el
aumento de las ramas de galactosa simples (Sierakowski et al., 2000; Jian
et al., 2011). Pollard & Fischer (2006) remarcan la influencia de los grados
de sustitucién y de la distribucién de pesos moleculares en la prediccion de
las solubilidades parciales de los diferentes galactomananos que estan
presentes en la estructura del endospermo de las leguminosas.

Segun Sittikijyothin et al. (2005), propiedades como la viscosidad y
el efecto sinérgico con otros polisacéaridos esta directamente relacionada al
tamafio y masa molar y a la relacién M: G. La viscosidad de las soluciones
depende principalmente de la masa molar, mientras que las interacciones
sinérgicas parecen estar determinadas por la relacion (M: G) y el patron de

distribucion de galactosa en la cadena de galactomanano (Dea et al., 1986;
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Fernandes et al., 1991; Schorsch et al., 1997). Dentro de los diferentes
patrones de sustitucion, es especialmente relevante la presencia de zonas
de la cadena de manano sin sustituir (zonas “desnudas”), que, en el caso
de geles complejos actuarian como zonas de interaccion inter-polimero e
intra-polimero que generan una estructura mas fuerte y con menor
tendencia a la sinéresis que los geles simples realizados con los mismos
componentes (Dea et al., 1986).

El efecto de la estructura fina de los galactomananos, asi como de
la distribucion de pesos moleculares ha sido objeto de estudio para varios
autores. Particularmente Sébastien et al., 2014 sefialan que el efecto de la
estructura fina de los galactomananos, obtenidos por extraccion diferencial
a bajas y altas temperatura influencia las propiedades fisicas de los
productos. Para los galactomananos obtenidos a mayor temperatura, la
viscosidad aparente de soluciones al 1% fue mayor que los extraidos a
menor temperatura, mostrando un grado mayor de presencia de
interacciones intermoleculares. A su vez mostraron un comportamiento
viscoelastico méas fuerte, con mayores valores de los modulos de
viscoelasticidad (G' y G”). La estructura diferencial de estos
galactomananos extraidos a altas temperaturas generé mayores
interacciones entre cadenas, entre porciones de las propias cadenas y
mayores interacciones moleculares, resultando en la formacién de una red
mas fuerte. La solubilidad de los galactomananos obtenidos a temperatura

ambiente y alta temperatura también fue marcadamente diferente.
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Pequefias diferencias estructurales repetidas a lo largo del polimero
generan comportamientos fisicoquimicos muy diferentes. Con estos
resultados, se pudo establecer el efecto del fraccionamiento y purificacion
en la estructura y funcionalidad de los polimeros que se obtienen en las
distintas condiciones de extraccion.

El peso molecular ponderado en peso (Mw) de la goma de fenugreco,
determinada por HPSEC-MALLS/RI/VIS, esta reportada en un rango 1.5 a
2 x10° Da (Youseef et al., 2009) y en el caso de goma de Mimosa Scabrella,
Stryphnodendron dstringens y Schizolobium parahybae hasta del orden de
1x10° Da en condiciones 6ptimas de extraccion. En estas Ultimas especies
se ha evidenciado degradacion de los polimeros a tiempos crecientes de
extraccion (24 a 48 horas), obteniendo pesos moleculares inferiores en las
muestras degradadas, con pesos moleculares de orden 10* hasta 106. El
tiempo de extraccién esta relacionado inversamente al Mw del polimero
obtenido, con soluciones de compromiso para obtener un rendimiento
elevado del polimero de alto Mw. (De Oliveira Salvalaggio, 2010).

La presencia de diferentes patrones de distribucién de unidades de
galactosa a lo largo de la cadena origina que se presenten diferentes
interacciones polimero-polimero y polimero solvente y ademas ocasiona
variaciones en la distribuciéon del Mw. Estas variaciones, ademas de la
cantidad de subunidades que se presentan en el polimero, influyen en la
distribucion promedio de peso que se observa en galactomananos de

diferentes especies. La relacibn M: G origina, para un Mw dado del
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polimero, variaciones de tamafio molecular y en la distribucion de unidades
de galactosa a lo largo de la cadena de los galactomananos, tanto sean
oriundos de diferente o de la misma especie, y esos factores influyen
fuertemente en las interacciones moleculares y las propiedades reologicas
de sus dispersiones acuosas de los distintos galactomananos (Dakia,
2010).

Por otro lado, la solubilidad de los galactomananos depende en gran
parte de la presencia de residuos de galactosilo unidos a la cadena principal
de manosa e interacttan con las moléculas de agua del solvente por medio
de la formacién de puentes de hidrégeno, influenciando su solubilidad y
propiedades reologicas (Pollard, 2006). Por ejemplo, el galactomanano del
sagu (Metroxylon amicarum) es totalmente insoluble en agua, y no tiene
aplicaciones alimentarias. Por el contrario, la goma de fenogreco (M: G 1:1)
es el GM mas soluble de todos, la goma guar (M: G 2:1) es soluble en agua
fria, y para disolver la goma de algarrobo (4:1) es necesario calentar al
menos hasta los 80°C. Los galactoamananos poseen la capacidad de
absorber agua y forman soluciones acuosas muy viscosas y estables a
bajas concentraciones de polisacarido. Debido a su caracter neutro, su
comportamiento no depende del pH y son muy estables en un amplio rango
de pH (de 3,5 a 11). Se ha evidenciado que a valores de pH menores o
iguales a 3, los galactomananos pierden sus propiedades y se degradan

por hidrdlisis (Sittikijyothin et al., 2005).
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1.3.Fuentes de galactomananos

1.3.1. Fuentes tradicionales de galactomananos

Los galactomananos se han obtenido tradicionalmente de las especies:
Cyanopsis tetragonolobus (goma guar), Ceratonia siliqua (goma de
algarrobo), y Caesalpinia spinose (goma tara) (Lopez-Franco et al., 2013).
Respecto a su utilizacién, la mas utilizada es la goma guar, seguida de la
goma de algarrobo, y en una escala menor la goma tara (Wielinga, 2009).
Pese a que la goma guar presenta propiedades funcionales inferiores a las
gue se pueden observar en dispersiones de goma de algarrobo, presenta
gran disponibilidad y bajo costo, lo que ha permitido su aplicaciéon en los
mas diversos rubros: desde la industria farmacéutica a la aplicacion en
pozos petroleros o mineria, pasando por la industria del papel, textil,
cosmética y alimentaria (Joshi & Kapoor, 2003).

Por otro lado, la goma de algarrobo tiene mayor valor comercial, debido a
sus capacidades para formar geles mixtos junto a k carragenano con mayor
elasticidad, firmeza y resistentes a la sinéresis que los geles similares sin
adicion de galactomanano (Dea et al., 1972; Dea et al., 1975; Rees, 1972).
La goma de algarrobo se obtiene de las vainas de la especie Ceratonia
siliqua, que se esparce naturalmente en las costas del Mediterraneo, pero
ha tenido una creciente degradacion en su disponibilidad debido a la
deforestacion y en regiones como las de Tunez esta cercano a desaparecer

(Bouzouita et al.,, 2007). Este problema, sumado a las condiciones
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sociopoliticas de la region ha incrementado los costos y baja disponibilidad
de este recurso renovable que se utiliza ampliamente en las industrias
farmacéutica, cosmética y alimentaria, impulsando a nuevas fuentes que

puedan en parte sustituir este producto.

1.3.2. Nuevas fuentes de galactomananos
En los Ultimos afios, se han realizado esfuerzos para obtener nuevos
aditivos que satisfagan la preferencia de los consumidores por
formulaciones de origen natural, especialmente utilizando productos que
provengan de fuentes renovables (Joshi & Kapoor, 2003). Por otra parte,
las tendencias de la industria de obtener nuevas texturas y productos
innovadores requieren la introduccibn de fuentes alternativas de
polisacéaridos que permitan continuar con la evolucion de las formulaciones
alimentarias. Es por esto fundamental la basqueda de fuentes renovables,
principalmente de especies vegetales de facil acceso y bajo costo, que
utilicen practicas sostenibles de produccion (Cerqueira et al., 2009; Joshi &
Kapoor, 2003). Existen ademas otras razones que han incentivado la
busqueda de nuevas materias primas capaces de producir gomas
naturales, tales como la escasez e inseguridad en el suministro, la calidad
y estabilidad de los precios de las gomas tradicionales, la necesidad de
darle valor agregado a productos locales y la posibilidad de obtener
productos con nuevas funcionalidades. Aparte de las fuentes tradicionales

de goma guar y de algarrobo, numerosas semillas de leguminosas han sido
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estudiadas como posibles fuentes de galactomananos. En general, se ha
realizado la caracterizacion de fuentes no tradicionales de
galactomananos, tales como: Leucaena leucocephala (Lombardi y
Ramalho, 2003), Gleditsia triacanthos, Sophora japonica, Adenanthera
pavonina y Caesalpinia pulcherrima (Sciarini et al., 2009; Cerqueira et al.,
2009; Bourbon et al., 2010), Llemania royleana (Razavi & Karazhiyan,
2009; Farahnaky et al., 2010), Dimorphandra gardneriana (Cunha et al.,
2009) y Mucuna flagellipes (Nwokocha & Williams, 2009).

Otro de los géneros de la familia Leguminaceae es el género Prosopis
perteneciente a la subfamilia de las Mimosaceae. Se han identificado 44
especies del género Prosopis (Lopez-Franco et al., 2013), de las cuales 40
son nativas de América y estan distribuidas en una amplia variedad de
zonas ecoldgicas. Estas especies se reproducen y sobreviven en zonas con
suelos pobres en nutrientes y de baja humedad; con altas temperatura, alta
tasa de evapotranspiracion y con elevadas precipitaciones (Vilela y
Ravetta, 2005). La informacion publicada sobre las propiedades
fisicoquimicas y reoldgicas de gomas de semillas de Prosopis spp. no ha
sido abundante. Se han publicado trabajos sobre gomas extraidas de las
semillas de, entre otras especies: P. flexuosa (Ibafiez y Ferrero, 2003) P.
pallida (Cruz, 1999; Chaires-Martinez et al., 2008), P. chilensis (Estévez et
al., 2004; Lira Toro, 2008), P. juliflora (Cruz, 1999; Azero y Andrade, 2002;

2006; Pinto-Vieira et al., 2007), P. africana (Achi y Okolo, 2004; Nwokocha
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& Williams, 2016); P. alba (Rozycki, 2007), P. ruscifolia (Busch, 2015 &
2017).

Los GM obtenidos de estas nuevas fuentes presentan diferentes
grados de ramificacion promedio, en diferentes patrones, y en ello radican
las posibles funcionalidades y aplicaciones de los GM provenientes de
estas fuentes diversas (Pollard, 2010). El grado de sustitucién (GS) de las
cadenas de manosa varia dentro de un rango limitado dependiendo del
origen botanico. Dentro de la familia Fabaceae (Leguminoseae), los
galactomananos con bajo GS primariamente se presentan en la subfamilia
Caesalpinioideae y los los GM con altos GS se presentan mayormente en
la subfamilia Faboideae, segun un andlisis de frecuencia (Buckeridge et
al.,1995). La relacion de M: G promedio varia de 1,8 en goma guar, a 3,0
en goma tara, y hasta 3,5 en goma de algarrobo. Los galactomananos
procedentes de Sudamérica son poco utilizados en la industria, la goma
tara es la Unica que llega a utlizarse masivamente en el ambito
internacional, a pesar de la biodiversidad de la flora local y el clima
favorable para su producciéon o el desarrollo de especies nativas (Azero y

Andrade, 2002).

1.3.3. Prosopis spp.
El fruto de las especies del género Prosopis es una vaina
indehiscente que puede ser larga y derecha o corta y enroscada,

dependiendo de la especie. Estas vainas, que varian en largo desde 3 a 30
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centimetros, se producen colgantes sobre pequefios talluelos en ramilletes
de hasta 12 (Ffolliot & Thames, 1983). En la figura 1-4 (Cruz, 1999) se

pueden ver los diferentes componentes de la vaina de Prosopis sp.

' 00

Figura 1-5: Componentes de la vaina de Prosopis sp.

El pericarpio es la parte que en los frutos de Prosopis spp. (la vaina) recubre
la semilla, donde se puede distinguir tres capas, que de fuera hacia adentro
son: exocarpio (cascara), mesocarpio (pulpa) y endocarpio (capsula).
Dentro de la vaina, las semillas estan encastradas en el mesocarpio. Las
semillas estan separadas entre si por un tabique, denominado septum y
cubierta por el endocarpio, que es impermeable al agua (Ffolliot &Thames,
1983).

El exocarpio posee un elevado contenido de fibras y es relativamente
blando. El mesocarpio contiene una gran proporcion de azucares (40-45 %)
es blando y sumamente higroscépico. Contiene bajas proporciones de

proteina, lipidos y minerales. El endocarpio, posee un elevado contenido
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de fibra al igual que el exocarpio y en condiciones determinadas de
humedad se vuelve quebradizo al estar en estado vitreo al igual que el resto
del fruto, posibilitando el desprendimiento de la semilla (Rozycki, 2007). La
semilla constituye entre 10 y 25 % del peso del fruto. Presenta
morfolégicamente tres componentes: la testa que constituye el 30-33% del
total de la semilla, el cotiledén, aproximadamente el 23-25%, y el
endospermo el 42-46% (Figueiredo, 1983; Ffolliot & Thames, 1983). La
testa (parte exterior) es de naturaleza fibrosa, muy dura, y esta constituida
principalmente por celulosa, lignina y taninos (Rozycki, 2007). El
endospermo es el tejido de reserva de la semilla, esta constituido por la
aleurona y el endospermo harinoso. Los depdsitos de galactomananos se
encuentran en las paredes de las células del endospermo con una
concentracion de 35 a 85%, cantidad que depende de la especie, lugar de
origen de la semilla y método de separacion (Buckeridge et al., 2000; Dakia
et al., 2008). Los cotiledones y el germen poseen un alto contenido de

proteinas y constituyen un 23-50 % de la semilla (Ffolliot & Thames, 1983).

1.3.4. Prosopis affinis en Uruguay
Como parte del Programa Nacional para la Valorizacion de la flora
nativa uruguaya, nuestro grupo interdisciplinario Udelar (CUT y FQ) e INIA
Tacuaremb0 (area forestal), ha estudiado la especie Prosopis affinis
(Leguminosae, Mimosaceae) como una fuente novedosa de

galactomananos (Bennadji et al., 2014). La especie P. affinis, que se
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conoce popularmente como Nandubay es un arbol nativo de Sudamérica,
cuya area de distribucion ocupa Uruguay, el este de Argentina, y el Sur de
Brasil (Burkart, 1976; Pasiecznik et al., 2004).

En la especie P. affinis no hay antecedentes de estudios sobre

obtencion y purificacion de sus gomas ni de su caracterizacion estructural
y propiedades funcionales (Vilaré et al. 2018).
Si bien los polisacaridos extraidos a partir de las semillas de P. affinis no
han sido estudiados previamente, los estudios del grupo de Bennadji et al.
(Programa Forestal, INIA Tacuarembo) acerca de la especie forestal datan
del 2007 a la fecha. En este periodo, se ha avanzado en un programa de
domesticacién y mejoramiento con fines multipropdsito utilizando una base
de 200 accesiones colectadas a partir de formaciones naturales en el area
de distribucion (Bennadji et al.; 2008, 2010, 2011; 2012, 2014). Los datos
preliminares de comportamiento productivos son alentadores tanto en
sobrevivencia como en crecimiento. Por otra parte, los datos dasométricos
de las poblaciones locales prospectadas, respaldados por datos recabados
en zonas ecologicas similares a nivel regional, el buen comportamiento
sanitario observado y la variabilidad genética registrada a nivel de
individuos, han aportado buenos elementos de apreciacién sobre el
potencial uso multipropésito de Prosopis affinis (Bennadiji et al., 2012).

Considerando su relevancia econdmica, la especie ha sido
reconocida como una especie clave para impulsar la reforestacion dentro

del género Prosopis (Burkart & Simpson, 1977), y se ha confirmado
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localmente en base a encuestas con productores procedentes de las
diferentes regiones en que se encuentra el area de dispersion (Bennadji et
al., 2007). Las estimaciones realizadas en el ultimo inventario nacional de
especies nativas permiten estimar que en el Uruguay solamente existen
aproximadamente medio millon de arboles de P. affinis distribuidos a lo
largo de las aproximadamente 852.000 ha de bosque nativo (Echeverria,
2010). Su éarea de dispersion geografica se extiende sobre todo el litoral
(Artigas, Salto, Paysandu y Soriano) y parte del suroeste (Colonia y San
José) (Bennadiji et al., 2014). Respecto de la estimacion de la produccion
de biomasa para la obtencion de galactomananos, no existen reportes de
la productividad de vainas por arbol para P. affinis. La produccion de otras
especies de Prosopis. esta en el rango de 10 hasta 100 kg por arbol por
afo (Pasiecznik et al., 2004). La produccion de semillas es muy variable,
dependiendo no sdlo de la variabilidad genética, sino de variacion climatica
y estacionales y del modo de cultivo (Bouzouita et al., 2006). Sin embargo,
se ha reportado una produccion de semillas en plantaciones comerciales
de 2 afos de antigiiedad de 5kg por arbol (Felker, 1981), evidenciando la

promisoria utilidad de la reforestacion de esta especie.

1.3.5. Extraccion de galactomananos
Una considerable variacion en la produccion de semillas desarrolladas
completamente por fruto entre arboles individuales y de una poblacion ha

sido reportada. En general, en el género Prosopis se ha estimado una
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produccion de semilla que puede llegar a los 100 Kg de semilla por arbol
maduro (Pasiecznik, 2004). Se han reportado también en plantaciones
comerciales jovenes de 2 afios y medio de antigiedad rendimientos de
produccion de 5 kg de vainas por arbol (Felker, 1981).

La recoleccion de la vaina se efectia manualmente sometiéndose
posteriormente a un proceso de secado natural o artificial que disminuye la
actividad de agua (aw) hasta niveles que aseguran la estabilidad del fruto
por un periodo de tiempo prolongado (Figueiredo et al., 1983). El secado
de la vaina produce cambios relacionados con el fendmeno de transicion
vitrea, pasando del estado “gomoso” cuando su contenido de humedad es
elevado, al estado vitreo cuando el contenido de humedad es inferior al 5%.
En este estado, se puede reducir facilmente su tamafio por procesos de
molienda (Rozycki, 2007).

Para la extraccion del galactomanano se realiza la separacion de los
componentes de la semilla, cotiledon, endospermo y testa. Se conocen tres
métodos de separacién ensayados a nivel de laboratorio: el tratamiento
alcalino, el tratamiento acido y por tostado, con rendimientos variables
(Galera, 2000; Panegassi et al., 2000; Frez, 2001; Suéarez, 2003; Dakia et
al., 2008). Es importante destacar que las diversas técnicas utilizadas en la
extraccion de los galactomananos inciden en el rendimiento del proceso,
pero también en las propiedades funcionales de los productos. Estas
diferencias se basan fundamentalmente en la estructura que presenten los

galactomananos extraidos, y principalmente en el grado de sustitucion de
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los residuos de galactosa en la cadena de manosa que se extraen
dependiendo de las condiciones escogidas (Panegassi et al., 2000; Dakia

et al., 2008).

1.4.Parametros macromoleculares en galactomananos
Los parametros moleculares de galactomananos han sido estudiados
mediante diversas técnicas, tales como osmometria, centrifugacion
analitica, refractometria, viscosimetria y difraccion de rayos X. La masa
molar promedio de galactomananos ha sido determinada por cromatografia
de permeacion en geles (CPG) (Jian et al., 2011;). Con el desarrollo de la
cromatografia de exclusion por tamafio (SEC), estas técnicas fueron
dejando de utilizarse y fueron parcialmente reemplazadas por técnicas SEC
combinadas con detectores de dispersion de luz estética y dinamica
(Podzimek, 2011). Algunas de estas técnicas, como la dispersion de luz
han sido utilizadas en el analisis de polimeros, y también en el andlisis de

otras macromoléculas, como ser proteinas o polisacaridos (Wyatt, 1992).

1.4.1. Definiciones de las masas promedio molares vy
polidispersabilidad

En la bibliografia consultada se utilizan un sinnimero de terminologias

y expresiones para caracterizar la masa de los polimeros. Como los

polimeros en general, y especialmente los polimeros naturales no tienen

un valor de masa unico, sino que se presentan como una distribucién
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continua de masa, distintos valores o indices se han utlizado para
caracterizar el peso molar promedio de un polimero. Estos son el peso
promediado en numero, M,,, promediada en peso, M,,, z-average, M,, y
promediada en viscosidad o M,. Las expresiones matematicas que los

definen se muestran a continuacion.

_ (% _ _oximMp . ymy 1
Mn - fo M-fn(M)dM - ZixiMi - Yin - Zimi/Mi - ZiWi/Ml- (8)
0 TimiM; _ YinM;?
My, = [ M.f,(M)dM = Xyw;M; = S0t = 200 (9)
_ .{:oMZfW(M)dM _ ZimiMiZ _ ZiniMi3
M, = Jo. Mfw(M)aM CoTimM; SyngM? (10)
o0 1 1
M, = Uo Me. f,(M)dM]* = [Z;w;M;*]a (11)

Donde n;es el nimero de moles, m; es la masa, x; es la fraccion molar y w;
es la fraccion en peso de las moléculas con masa molar M;. El exponente
a corresponde a la relacion de Mark- Howink. Si el exponente es 1,
entonces el exponente toma el valor 1 y el promedio ponderado en
viscosidad se hace idéntico al promedio ponderado en peso (M,,). Los
distintos promedios son sensibles a diferentes masas molares. M,
corresponde a la media aritmética, es el peso promedio de las masas que
mas se repiten en el polimero. Si el polimero tiene una distribucion
gaussiana de su masa molecular corresponde al punto maximo de la curva.
Si el polimero tiene otro tipo de distrubucién no lo es. M,, es sensible a las
fracciones con baja masa molar. En cambio, M,, o media cuadratica

corresponde a la masa ponderada en peso y es mas sensible a la existencia
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de altas masas molares. La relacion M,,/M, se denomina indice de
polidispersabilidad: cuando este indice es 1, se puede decir que el polimero
es monodisperso, porque las masas molares promedio son idénticas. Si el
polimero no es monodisperso, el valor de M,, se alejara tanto del de M,, en
funcion de su grado de polidispersibidad. En ocasiones se utiliza el
pardmetro M,, cuando el valor M,, no puede ser determinado con exactitud,
estimando la polidispersibidad con la relacion M,/M,, . Finalmente, para los
polimeros monodispersos todos los promedios molares son idénticos. La
relacion entre estas relaciones para polimeros polodispersos indica que

tienen un valor tal que M,,<M,<M,,<M,.

1.4.2. Determinacion de parametros macromoleculares por
HPLC/SEC/MALS

La aplicacion de técnicas de dispersion de luz para la determinacion del
peso molecular absoluto ha sido vastamente establecida como una técnica
valida para la descripcion de polimeros en solucién (Mcintyre & Gornick,
1964; Flory, 1953; Wyatt, 1992). El término “absoluto” se refiere a que la
masa molar medida esta relacionada a una cantidad fisica exactamente
determinable, como la presion de vapor, la presién osmética, o la intensidad
de luz dispersada (Podzimek, 2011).
La dispersion dinamica de luz acoplada a SEC ha sido utilizada para el
analisis macromolecular de polisacaridos, en especial galactomananos

(Salvalaggio et al., 2014; Pollard, 2010; Picout, 2001). Mediante el sistema
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de multideteccion acoplada a los detectores de dispersion de luz se pueden
estimar parametros macromoleculares, como la masa molecular ponderada
en peso (Mw), la masa molecular ponderada en numero o hiumero masico
(Mn), a partir de correlaciones con parametros como radio de giro (Rg) o
viscosidad intrinseca (Wyatt, 1993; Reed, 1995). A los parametros
moleculares obtenidos por este método se los conoce también como peso
molecular absoluto, denominacion que se refiere al modo de obtencion de
los parametros que formalmente no requiere de la utilizacion de estandares
externos (Podzimek, 2011). La utilizacion de estandares como verificacion
es de todas formas usual y recomendable para confirmar unas correctas
condiciones experimentales.

A continuacién, se presenta el tratamiento matematico que permite
obtener la masa molecular ponderada en peso y en numero utilizando
algunos formalismos muy conocidos.

La intensidad de la luz polarizada por una molécula es directamente

proporcional a la masa molecular, segun la ecuaciéon de Rayleigh (1).

=2 = MP(6) — 24,c P2(6) (1)

Donde Ry es la relacién de Rayleigh (cm™?), que mide la intensidad de la luz
dispersada en funcion del angulo, c es la concentracién del polimero en
solucion (g/mL), M es la masa molar, A, es el segundo coeficiente virial,

gue caracteriza la intensidad de las interacciones del soluto con el solvente,
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K es la constante optica, y P(0) es la funcion de dispersion de luz de la
particula (también llamada factor de dispersion de particula).
La constante K es una constante éptica que es definida por la fuente de luz

vertical polarizada incidente (2):

_4m?ng?
).04.NA

K (dn/ dc)? 2)

Donde n, es el indice de refraccion del solvente a la longitud de onda de
la luz incidente, A, es la longitud de onda de la radiacion incidente en el
vacio, N, es el numero de Avogadro, y dn/ dc es el incremento del indice
de refraccion de la muestra en funcion de la concentracion. El valor de
dn/ dc se puede medir experimentalmente, y para polisacaridos de este
tipo, con enlace glicosidico f(1—4) se encuentra en el rango 0,130 — 0,150

(Nwokocha et al., 2016; Sebastien et al., 2014; Youssef et al., 2009).

La relacién del coeficiente G/K ¢ en funcién de la concentracion ¢ es lineal

en regiones de baja concentracion, con una pendiente proporcional a 4,, y
se desvia de la linealidad a mayores concentraciones. Los nuevos
detectores de dispersidn de luz permiten trabajar a bajas concentraciones
donde la magnitud de A, es despreciable. La funcion de distribucion P(6)
describe el decrecimiento de la intensidad de la luz dispersada con el
incremento del angulo. Esta definida como la intensidad de la relacion de

la radiacion dispersada con la radiacion incidente.

PO =(32) 3)

Ro

Para angulos 6 pequenios.
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La funcion de distribucion de las particulas se puede aproximar a:

. 1672 .
lim P(6) = 1— 3; % sm2(9/2)

_4m .. @
Y, dado que u = —sin(?/,)
. _ M o2
lim P(6) =1 — Ry (4)
Donde /1//1065 la longitud de onda de la luz incidente en un solvente

indicado, Rg2 es el radio medio cuadrético, y u es el vector de dispersion.

La funcion de correlacion P(6) nos predice el movimiento de las particulas
dispersas con el tiempo, que siguen un movimiento Browniano. De una
forma simplificada, en la dispersion de luz dinamica (QUELS), se puede
entender este fendmeno de la siguiente manera: aquellas particulas
grandes, cambian el angulo de incidencia de la luz del laser con el tiempo
de una forma tal que la perioricidad y frecuencia nos predice la cantidad y

concentracion de particulas en dispersion (ver figura 1.6).

O O » L
O i
LN A E

Larger Farticles
'D i Tirre
G L
Q:

L > E

Smaller Particles

Tirme
Figura 1-6: Descripcion del movimiento browniano que ocasiona la funcion de
correlacion en los detectores de tipo light scattering
(tomado de Chu, 2007)
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La ecuacion (4) nos muestra que al graficar P(6) en funcion de sinz(e/z),
la dependencia es lineal, y proporcional al R;,. Esto nos muestra que al
obtener el dato de R, no se hace ninguna suposicion de la forma o
distribucion de la particula. EI R, describe la distribucion de la masa
alrededor del centro de gravedad. La relacion del radio R, con el radio de

la molécula requiere asumir una forma para los varios tipos de moléculas
(bobina al azar o random coil, esfera o bastdn) y sustituir para obtener una
funcién de distribucion adecuada. Los datos experimentales pueden ser

procesados usando diversos formalismos matematicos: Debbie, Zimm y

Berry, que se obtienen de graficar R"/K_C, K. C/Rg' /K- C/Rg en funcion de

sin2(9/2) respectivamente. De acuerdo con Zimm (1948), la dependencia

angular de la luz dispersada a una concentracién tendiente a 0 puede
expresarse combinando la ecuacion (1) con la ecuacion (4) para dar la
expresion:

K. 1 16m2 1 .
=0 = 3ot i Ro” sin®(9/) 5)

Esta ecuacion (5) permite determinar M,,, A, y el radio de giro R, (Strelitzki
& Reed, 1999; Podzimek, 2011). Al graficar (I;—:)Czo en funcion de sin?( 9/2)

la pendiente de esta relacion al angulo cero m, equivale a:

16m% 1 2
mO = 312 M_W g (6)
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Y la ordenada en el origen corresponde a 1/M . Elradio Rg promediado en
w

z se calcula de la pendiente de la variacion angular a la concentracion cero:
3myA2M,
R, = |/~ 7
zZ 1671'2 ( )

4.2 % 105 1

4.0 % 107°

3.8 x 10 5

K.C/RH

3.6 % 10°°

Figura 1-7: Modelo de grafico de Zimm para el poliestireno NIST SRM 706.
Tomado de Podzimek, 2011.

En la figura 1-6 se muestran 17 lineas puntos de la variacion angular
obtenida para cada nivel de concentracion. Las lineas gruesas
corresponden a la dependencia de la concentracion y la dependencia
angular a la concentracion cero, utilizando la ecuaciéon de Zimm, con THF
como solvente, temperatura ambiente, luz polarizada a 690nm, M, =
291600+ 200 g/mol, R, = 27,8+ 0.1nm; A, = (4.33+ 0.04) x 10 mol mL/g>.
Aunque el célculo de R, involucra M,,, el error en el calculo de M,, debido

a una estimacion incorrecta del factor dn/ dc genera un error proporcional

en el factor m, que no afecta la estimacion del R,.
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1.4.3. Caracterizacion de polimeros ramificados por dispersion de
luz

La caracterizacion de polimeros ramificados como los
galactomananos por HPLC/SEC/MALLS/RI requiere de una interpretacion
cuidadosa por la aparicion de efectos tipo artefacto en la elucion de SEC
gue deben ser revisados. Un primer acercamiento para determinar el grado
de compactacion de los polimeros en dispersidn que eluyen de un sistema
de poli-deteccién de este tipo es el grafico de conformacion. El grafico de
conformacién relaciona el radio y las masas molares obtenidas a un
volumen de elucién dado por el perfil del HPLC/SEC/MALLS/RI. La
diferencia en las pendientes de los diferentes polimeros es importante en
la identificacion de polimeros ramificados. Por ejemplo, la pendiente de
0.58 es tipica de moléculas lineales en presencia de buenos solventes
desde el punto de visto termodinamico (no tendientes a la agregacion),
mientras que una pendiente mas baja (0.54) pueden indicar la presencia de
cierto numero de moléculas ramificadas. Es necesario recordar que el
gréfico de conformacion se basa en el formalismo utilizado (Zimm, Debbie,
Berry o random coil), y por tanto su exactitud depende de la certeza de los
datos de distribucion de peso molecular y radio de giro y particularmente
de la exactitud de los métodos de procesamiento. Este tipo de analisis nos
da informacién presuntiva que puede analizarse también por técnicas
espectroscopicas y de simulacién y modelado molecular (Bergamini et al.,

1995). A su vez, utilizando un viscosimetro diferencial o por estudio de
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masas diferenciales a viscosidades limites se pueden obtener los
parametros de flexibilidad (L,), que se obtienen a partir de modelos que
incluyen la magnitud de la viscosidad intrinseca a diferentes valores de
masa. El largo de persistencia es una magnitud que mide la flexibilidad del
polimero y es la distancia espacial a la cual los monémeros no son
mutuamente dependientes. El largo de persistencia para polimeros tiene
una magnitud de 1 a 200 nm (Pitkénen et al., 2017, Salvalaggio et al., 2014,
Robinson et al., 1982).

La ramificacion de cualquier tipo en los polimeros, manteniéndose
constante el numero de unidades, genera una reduccion de las
dimensiones moleculares, que puede representarse en términos de R,,
radio hidrodinamico o viscosidad intrinseca. La mayoria de los polimeros
naturales tienen una estructura de ramificacion al azar compuesta por
diferentes masas molares, numero de unidades de ramificacion y diferentes
largos y topologias. Cuando se realizan los ensayos de permeado por SEC,
el factor que controla la separacion es el volumen hidrodindmico de la
estructura molecular en el solvente en dispersion. Es por esto que las
moléculas que tienen un mismo volumen de elucion luego de atravesar una
columna tipo SEC son frecuentemente poli-dispersas respecto a la masa
molar y caracteristicas de ramificacion. Ademas de este efecto, para
muchos polimeros ramificados, existe una contribucion adicional. En la
figura 1-6 se muestra un grafico de un polimero lineal y uno ramificado

obtenido por SEC (Podzimek, 2001).
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Figura 1-8: Grdfico de conformacion de poliestireno determinado por SEC-MALS (e)
para un poliestireno linear y (°) para uno ramificado

Si se observa el grafico para el polimero ramificado, existe una zona de
menor masa molar cuyos radios pueden ser dos al mismo valor de masa
molar. Este efecto es un artefacto, y es causado por una gran
polidispersibidad en las fracciones que eluyen en estos voliumenes. En
cierto punto del cromatograma, el radio disminuye con el valor de masa
molar, y a cierto punto las dos cantidades comienzan a aumentar con el
volumen de elucion. Este tipo de comportamiento es frecuente y mas
evidente con polimeros ramificados y entre ellos aquellos con un mayor
numero de ramificaciones. Este comportamiento se denomina efecto de
anclaje o apelmazamiento (“anchoring effect”) y se representa graficamente
en la figura 1-7. Debido a este efecto, algunas moléculas grandes son

retrasadas en su volumen de elucion que corresponderia a sus volumenes
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hidrodindmicos. Entonces, en este caso, las moléculas que eluyen son poli-
dispersas y la suposicion de mono-dispersion es incorrecta, no es correcto
despreciar este efecto. Dentro de los parametros relacionados a la
descripcion de la masa del polimero, el valor M, es mas sensible a la co-
elucion de moléculas grandes que fueron retenidas en el SEC. Este tipo de
comportamiento se evidencia en la presencia de una cola ascendente en el

cromatograma, y esta zona no debe ser utilizada para los calculos de masa.

SEC packing

Figura 1-9: Representacion grafica del efecto de “anchoring” en columnas SEC

1.4.4. Determinacion de viscosidad intrinseca y masa molar
viscosimetrica

La masa molecular promedio de los polimeros se puede estimar

mediante varias expresiones entre los que se encuentra la viscosidad

intrinseca de los polimeros. La viscosidad intrinseca es una medida de la

viscosidad a concentracion tendiente a 0 y se relaciona a la masa promedio

del polimero cuando no existe interaccion polimero — polimero
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(hyperentanglements) y también a la forma de la molécula. Se ha
considerado a la viscosidad intrinseca como una propiedad fundamental
para describir las propiedades basicas de un polimero (Salvalaggio et al.,
2014; Pitkanen et al., 2017).

La determinacion de la viscosidad intrinseca n puede describirse por la

ecuacion de Huggins (Ec.12) y Kraemer (Ec.13):
=2 = [n] + kyln]?c (12)

In7,

21 = [n] + ki [n]%c (13)
Donde ky y kg son las constantes de Huggins y Kraemer respectivamente,
nsp €S la viscosidad especifica, y ¢ la concentracion del polimero en

dispersion (g/dL), y n,- es la viscosidad relativa (relacion entre la viscosidad

medida y la viscosidad del agua a la temperatura de medicién). El valor ky

se obtiene de la pendiente del grafico n% VS C, mientras que ky se obtiene

_ e 1 L, .
de la pendiente del grafico % en funcion de c (ver figura 1.9). Los valores

de k, son generalmente cercanos a 0,3 para buenos polimeros desde un
punto de vista termodindmico, y aquellos valores en el rango 0,5 a 1 son
tipicas de pobres solventes (que presentan cierta agregacion). Para
polimeros dispersados en un buen solvente ki < 0y la diferencia entre
ambas constantes k, — kg tiene un valor de 0,5. Los formalismos clasicos

de Huggins y Kraemer han sido utilizados para la caracterizacion de
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polimeros, en particular de galactomananos (Busch et al., 2014; Robinson

et al., 1982; Nwokocha & Williams, 2009, etc.).

12
11 4
l] 6
10 - = 29.629x + 7.897
0 y X 1i/C
9 4 s
:
E w 81 e S o jln (n,)C
o 7 1 y = -4.6028x + 7.9303
6 4
ER
5 4
4 . . - - -
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06

Concentracion (g/dL)

Figura 1-10: Representacion tipica de un grdfico con ecuaciones de Huggins &
Kraemer
(Tomado de Nwokocha & Williams, 2009).

Otro formalismo para la obtencion de viscosidad intrinseca es el que
postula Fedor para obtener la viscosidad intrinseca, (Ec. 14) (Nwokocha &

Williams, 2016).

1 1 1
=L _ 14
2 Y%-1) " Imle el (14)

Donde ¢ es la concentracion del polimero c,,es el factor de concentracion
gue indica el limite méximo de la ecuacion de Fedor.

La viscosidad intrinseca de moléculas alargadas y flexibles aumenta al
aumentar el peso molecular promedio de las moléculas. La relacion entre

el peso molecular ponderado en viscosidad de las muestras y la viscosidad
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intrinseca se relaciona mediante la ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada
(MHS). (15)

n=KM“* (15)
Los valores empiricos de la constante K y a se han obtenido en numerosos
estudios (Salvalaggio et al., 2014; Beer, 1999; Pollard, 2008) por diversas
metodologias, pero sélo la multideteccion por SEC acoplada a un
viscosimetro diferencial logra obtener ambos parametros simultanea e
independientemente (Pollard, 2010).

Los parametros de la ecuacion de MHS para galactomananos han sido
extensamente estudiados y segun una revisién de Picout (2007) de los
datos obtenidos en mas de 25 afios por diversos autores en muestras de
diferentes galactomananos (Beer et al., 1999; Picout et al., 2001 & 2007;
Robinson et al.,1982 y Cheng et al.,2002) no se ha encontrado diferencias
significativas entre los parametros, cuyas variaciones se encuentran dentro
del error experimental. Es muy interesante que los pardmetros no se
modificaron significativamente en los galactomananos de diferentes
origenes (gomas guar, de algarrobo y tara) e incluso en otros polisacaridos
como xilanos, con diferente composicién de monosacaridos, pero un enlace
similar en la cadena principal de monosacaridos. Esto arroja luz sobre el
hecho de que el efecto de la geometria base de la cadena afecta su
flexibilidad y este pareceria ser el efecto fundamental en el valor de los
parametros y de lo que es mas importante aun: la cadena principal y en

particular del tipo de enlace repetido (estructura basica del polimero) ya que
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condiciona la conformacion espacial de estas moléculas en dispersion, sin
gue se modifigue de manera apreciable segun el numero y patron de
sustituyentes (Picout et al., 2007).

Una ventaja de la aplicacion de la determinacion de la viscosidad
intrinseca en polimeros ramificados por este método clasico es que el
efecto de anclaje o apelmazamiento (“anchoring effect”) en las columnas
del SEC no es afectado en estas mediciones por la viscosimetria diferencial
aplicada a MALS en modo batch. Asimismo, la utilizacion de muestras
diluidas a muy bajo nivel de concentracidn logra limitar las interacciones
polimero — polimero (“hyperentanglements”) y asegura la obtencién de un

pardmetro clave para la comparacion de polimeros diferentes.

1.5.Parametros de fluencia en galactomananos

Los parametros de fluencia de las dispersiones de hidrocoloides son
fundamentales para poder determinar sus posibles aplicaciones en
alimentos, y productos cosméticos y farmacéuticos. Como se ha
mencionado anteriormente una propiedad fundamental de los
galactomananos es la de aumentar la viscosidad de la dispersion en que
se adicionan y esta propiedad genera la funcionalidad basica como
espesante. Siendo la reologia la ciencia del estudio del flujo y deformacion
de la materia, el conocimiento reologico permite describir entre otros, el
comportamiento de fluencia de los materiales en un intervalo de esfuerzos

de deformacion, es decir que brinda la posibilidad de predecir como se
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comportaran en condiciones de procesamiento, como ser bombeo,
agitacion mecanica y otros. Asimismo, en combinacion con las pruebas
texturales y sensoriales describe caracteristicas que se pueden
correlacionar con descriptores sensoriales vitales para el desarrollo y
control de formulaciones cosméticas y alimentarias.

La viscosidad de los hidrocoloides presentes en un alimento o sistema
similar es afectada por las propiedades de sus componentes estructurales,
tanto de las particulas como de los polimeros en dispersion y por las
condiciones de la estructura del producto (fase homogénea, gel o emulsion)
y de las condiciones del procesamiento que afectan al comportamiento
conformacional, la hidratacidén, agregacion e hinchamiento. Ademas, los
pardmetros basicos de formulacién como fuerza iénica, pH y temperatura
modifican fuertemente el comportamiento reolégico de una dispersion
coloidal con una composicion constante (Rao, 2007). La estructura de los
alimentos y sistemas dispersos en general es el resultado de interacciones
que abarcan un intervalo desde el nivel molecular (<1 — 100nm) al
supramolecular (2 x 10%a 10’ nm) (Clark &Ross-Murphy, 1987; Aguilera &
Stanley, 1999). Las interacciones a un nivel molecular generan enlaces
covalentes, puentes de hidrégeno, asi como interacciones de tipo van der
Waals. La comprension de la estructura y comportamiento de los geles
constituidos por biopolimeros es sumamente importante, pues lo que ocurre
a nivel molecular causa comportamientos diferenciales notables a nivel

supramolecular. En las dispersiones la estructura juega un rol muy
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importante en la determinacion del comportamiento reoldégico. Tanto las
moléculas grandes como las particulas finamente divididas son
consideradas materia coloidal y esto incluye a un intervalo dimensional de
10° a 10® m. Ademas de la dimensiéon microscopica y la distribucién de
tamafo que se pueden obtener por técnicas de dispersion de luz, rayos X,
etc., en este tipo de sistemas la dimension fractal se ha utilizado para
caracterizar particulas de alimentos La dimension fractal indica el grado en
gue la imagen de un objeto se desvia de la regularidad y suavidad y afecta
fuertemente a los fendmenos de hinchamiento, dispersion y agregacion

entre otros (Barbosa et. al., 2005).

1.5.1. El parametro critico de superposicion de cadenas c*

Como se ha mencionado anteriormente los galactomananos tienen
la propiedad de lograr un gran aumento de la viscosidad con el agregado
de una baja proporcién de polimero. Existe un parametro que establece el
valor de concentracion limite al cual las cadenas de polimeros comienzan
a solaparse y se pase de un régimen diluido a uno concentrado, el c*. A
bajas concentraciones, que corresponde a un régimen diluido, las cadenas
de polimero se repelen entre si y adoptan una configuracion lo mas
extendida posible entre si. La viscosidad intrinseca es una medida util para
comparar las viscosidades, luego de cierto valor c* la concentracion es tal
gue las cadenas empiezan a superponerse y adoptan una configuracion en

que, dada la cercania entre las cadenas, se generan atracciones
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especificas tipo Wan-der-Waals y puentes de hidrégeno (Couplan, 2014;
Sworn, 2004). Esta conformacion genera un estado no diluido en que la
viscosidad aumenta marcadamente con la concentracion. En la figura 1-10
se puede ver el efecto de la concentracion en la viscosidad, el punto del

cambio en la pendiente corresponde al c*.

Concentrated
solution

log 1

Critical overlap
concentration

Dilute solution

log C [n]

Figura 1-11: Relacion concentracion - viscosidad generalizada para cadenas de
polisacaridos
(tomado de Sworn et.al., 2004)

Como se puede ver en la figura 1-10, para valores menores a c* la
viscosidad de soluciones diluidas tiene un comportamiento donde n~c¢?,
con un exponente experimental entre « 1.3 a 1.5. Cuando la concentracion
supera el valor critico c* la variacion de la viscosidad con el polimero es
mucho mas pronunciada, con un exponente en el rango de 2.5 a 4.0
(Podzimek, 2011; Coupland, 2014; Sworn et. al., 2004). El valor c* es

importante para predecir las propiedades reolégicas: a valores por debajo
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del valor critico c* las soluciones tienden a comportarse como newtonianos,
y por encima de este valor muestran un flujo pseudoplastico, con una
viscosidad que disminuye a medida que el esfuerzo cortante aumenta. El
valor de c* se relaciona fuertemente con el volumen hidrodinamico: a mayor
volumen hidrodindmico del polimero en ese solvente menor concentracion
es requerida para exceder la c*. A su vez, existen varios factores que
afectan el volumen hidrodinamico (V,), al aumentar la rigidez de la cadena
aumenta el Vi y la calidad del solvente afecta al volumen hidrodinamico. En
un buen solvente las interacciones entre el polimero y el solvente son
favorecidas. A su vez, los polimeros ramificados tienen una conformacion
mas empacada a un mismo peso molecular promedio. Por ejemplo, la
amilosa tiene una viscosidad intrinseca mayor que la de la amilopectina
(Phillips & Williams, 2009).

El valor de c* de muestras de galactomananos de fuentes del género
Prosopis ronda los 0,14 g/dL (Busch et.al, 2015), 0,19g/dL (Nwokocha &
Williams, 2016). La magnitud de c* es variable, e incluso existen diferencias
en un mismo tipo de producto dependiendo de la forma de obtencion de los
productos, pues las condiciones de extraccion afectan las relaciones de
longitud de la distribucion de masa molecular y la proporcién y distribucién
de residuos de galactosa, y su distribucion, que afectan significativamente

el V, (Pollard, 2010; Salvalaggio et.al., 2014).
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1.5.2. Dependencia de la viscosidad con la concentracion y el efecto
cortante

La viscosidad es la resistencia a fluir de un material. Es una propiedad que
entonces se puede determinar en condiciones de flujo. Para medir y
describir precisamente el flujo de un material es necesario confinarlo, hacer
qgue ocurra el flujo por medios mecanicos, medir la fuerza requerida para
ello y convertir las fuerzas medidas a valores especificos que puedan ser
comparados con otros (Rojas, 1999). El principio involucrado es el
siguiente: imaginemos un plato cuadrado, metalico, anclado (para evitar su
movimiento) y cubierto con una capa delgada de fluido de altura h. Ahora
imaginemos otro plato del mismo tamafio que el primero, colocado sobre la
superficie opuesta de la capa de fluido a una distancia h. Para deslizar el

plato superior se debe aplicar sobre €l una fuerza (Fig. 1.11).

Plato Mavil

.

Plato Fijo

Figura 1-121: Modelo Fuerza de cizalla entre dos planos paralelos
(adaptado de Rojas, 1999)
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La fuerza requerida para mover el plato superior se relaciona con el area
de contacto con la sustancia (A). Se denomina esfuerzo de corte (z ) al valor
de fuerza total para lograr el movimiento por unidad de area. EIl esfuerzo
cortante, corresponde a unidades de fuerza (N) por unidad de area, y por
tanto toma unidades de N/m? (Pa) en el sistema métrico internacional. El
grado de deformacion que se genera en el fluido y es un tensor que se
describe como tan8 6 dx /h. La velocidad de deformacion y es definida
como la velocidad relativa v (m/s) divido la distancia h entre los platos (m)

y también corresponde, o gradiente de velocidad, corresponde a y =
d tan Q/dt' El gradiente de velocidad nos describe el cambio desde la

velocidad = 0 (placa estética) hasta la velocidad v, y esté correlacionado a
las fuerzas viscosas del fluido que transmiten la velocidad entre las capas
del fluido. En un liquido Newtoniano, el esfuerzo cortante t es proporcional
a la velocidad de deformacién y la constante de proporcionalidad se
denomina viscosidad (n):

ny =t (16)

En general, luego de sobrepasar el pardmetro limite de concentracion c*,
en que las cadenas de los polimeros comienzan a asociarse entre si, el
comportamiento de estas dispersiones es pseudoplastico, es decir que a
medida que el esfuerzo cortante aumenta la viscosidad de las soluciones
disminuye. La ley mas clasica para definir este comportamiento es la ley de

potencia, que en su forma simplificada a esfuerzo cortante simple (o aquel
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en que no hay distorsion de los planos del fluido) se representa como

(Macosko, 1996):

n=my"! (17)
6
T =ky" (17b)

Donde 7 es la viscosidad aparente, y es el esfuerzo cortante en s,y nt es
el exponente y m es el indice de consistencia, que se modifica en funcion
de la temperatura. Analogamente la ecuacion 17b es muy usual para la
determinacién de los parametros de la ley de potencia en curvas de flujo
(Macosko, 1996, Couplan, 2014), en donde k representa el indice de
consistencia y n el indice de comportamiento. En las condiciones de
proceso de muchos liquidos poliméricos y dispersiones la ley de potencia
es una buena aproximacion al ajuste de datos experimentales de
viscosidad en funcion de esfuerzo cortante (Macosko, 1996). Los fluidos
con n=1 se consideran newtonianos, con n<l pseudoplasticos (la mayoria)
y en los casos en que la viscosidad aumenta al aumentar el flujo (menos
frecuentes) (n>1) se consideran dilatantes. Sin embargo, esta ley no
describe bien la zona de baja velocidad de cizallamiento: como n es
usualmente menor que 1 (y especialmente en galactomananos que
presentan dispersiones pseudoplasticas), a bajos esfuerzos cortantes la
viscosidad 7 tiende a infinito cuando experimentalmente es usual observar
gue en ese intervalo la viscosidad se acerca a un valor n,. Algunos de los

modelos que incluyen un segundo o tercer parametro y que explican mejor
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este comportamiento son el modelo de Cross y de Carreau, que relacionan
la viscosidad aparente de la solucion a la deformacion caracteristica (y,)

(por ejemplo, cuando y es 1s?) y 1, (viscosidad que corresponde a esta

deformacion). El modelo de Carreau (también conocido como modelo de
Carreau — Yasuda) agrega los parametros a y A., siendo A, un parametro
indica el tiempo en que el comportamiento de la solucibn comienza a
cambiar con el esfuerzo cortante.

El modelo de Cross:

NW) = Ne + —212 (18)
1+(y/y-0)

Y el modelo de Carreau (Yasuda et al, 1981)

NN 1
- § 19
oMo (1424 /a (19)

El modelo de Cross y Carreau ha descrito bien la dependencia con el
esfuerzo cortante de soluciones acuosas de pectinas y de LBG (Lopes da
Silva et. al., 1992), solucion de goma de mesquita (Yoo et al., 1995) y otras
gomas (Launay et al, 1986).

Esta dependencia se puede percibir claramente al visualizar el
comportamiento asintético de este modelo a bajos y altos valores de
esfuerzos cortantes como se observa en la Fig. 1-12 para el modelo de

Cross.
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By LDPE, 150 °C

log (n, Pa.s)

|

Figura 1-13: Modelo de Cross para LPDE
(tomado de Laun, 1978) en Montgomery, 2012.

En la figura 1-12 las lineas punteadas muestran el comportamiento
asintético del modelo de Cross a bajos y altos esfuerzos cortantes. Cuando
el esfuerzo cortante tiende a 0 la viscosidad tiende a no y en la pendiente
de la zona de esfuerzos cortantes tendiendo a +o, la pendiente es (n-1) y

la interseccion de estas rectas es el esfuerzo de corte caracteristico .

De igual manera, el modelo general de Williamson ha sido aplicado a
soluciones de polisacaridos y en particular a galactomananos, como los
obtenidos de Prosospis africana y Delonix regia (Nwokocha et al., 2016;
Nwokocha et al., 2017). Frecuentemente, la region de 7., no se observa y
el parametro 7, se ajusta a cero obteniendo el modelo de Ellis (Macosko,
1996). Analogamente, el modelo de Williamson es una simplificacion del

modelo de Carreau cuando el valor de 7, se aproxima a cero y el valor a
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se estima en 1 (Montgomery, 2012; Nwokocha et al., 2016). El modelo

simplificado de Williamson tiene la expresion siguiente:

n 1
Mo 1+@pN (20)

Donde 7y ng son las viscosidades dependientes del esfuerzo cortante y
la viscosidad a esfuerzos cortantes cero, respectivamente, y y, t y N

representan la velocidad de deformacion, el tiempo de relajacion de

Williamson y el indice de Williamson, respectivamente.
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Objetivos

2.1.0bjetivos generales
Caracterizar quimica y fisicoquimicamente la goma obtenida a partir del

endospermo de semillas de P. affinis.

2.2.0bjetivos especificos
Desarrollar una metodologia adecuada para la obtencién a escala de
laboratorio de galactomananos de pureza definida a partir de las vainas de
P. affinis y gomas comerciales. Estudiar el efecto de las condiciones de
extraccién en la pureza, rendimiento y caracteristicas de los productos
obtenidos.
Determinar la estructura quimica basica de las gomas obtenidas, confirmar
los tipos de enlace y la proporcion media de residuos de manosa y
galactosa en los diferentes extractos.
Determinar el perfil de pesos moleculares de las gomas obtenidas y otros
pardmetros moleculares, definir su viscosidad intrinseca, y como se
modifican en funcion de las condiciones de extraccion.
Definir algunos parametros basicos de fluencia de galactomananos en
dispersién simple. Comparar las caracteristicas reolégicas en dispersion
acuosa de los galactomananos obtenidos y aquellos obtenidos de

materiales de referencia: gomas guar y de algarrobo,
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Materiales y métodos

3.1.Material de referencia
Se utilizaron muestras de gomas comerciales: goma guar (Altrafine Gums,
India) y goma de algarrobo (Wolf Canyon Pacific, Hong Kong). Las
muestras comerciales fueron suministradas por la empresa Aromas y

Sabores (Montevideo, Uruguay).

3.2.Material vegetal
Se recolectaron vainas maduras de P. affinis en marzo de 2014 a partir de
un ejemplar individual tomado del bosque nativo en un area cercana a
Paysandu (latitudes sur 32° 22' 49.3"y oeste 58° 03' 24.5") y fue nombrado
como E37. La muestra fue autenticada por la Prof. Ma. Julia Bassagoda y
se depositdé una muestra de referencia en el Herbario de la Céatedra de
Botanica de Facultad de Quimica, UdelaR, con el nimero MVFQ 4426. En
las figuras 3-1 y 3-2 se muestra el monte de P. affinis y el mapa de las

accesiones de Prosopis que incluye las zonas de recoleccion.



Materiales y métodos

Figura 3-1: Monte de Prosopis affinis en la zona de colecta

Geographical distribution of P affinis sample sites

1-3.000.000

Figura 3-2: Dispersion geogrdfica de la variedad Prosopis affinis y zona de colecta de
las muestras
(elaboracion: Javier Lizarraga)
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3.3.Acondicionamiento de la muestra
Las vainas fueron clasificadas, los restos de polvo fueron eliminados con
pincel y se secaron en estufa a 40°C por 72 horas. Las semillas se
separaron manualmente de las vainas, obteniendo el rendimiento de esta
operacion por triplicado. En la Figura 3-3 se muestran algunas vainas de P.

affinis que se utilizaron en el presente trabajo.

Figura 3-3: Vainas de Prosopis Affinis

3.4.Separacion del endospermo

a) Para separar el endospermo, 20g de semillas se suspendieron en en
agua a 100°C por 10 minutos, se enfriaron con agua corriente (20°C) y se
hincharon en agua a temperatura ambiente por 10 minutos. Una vez que el
endospermo se hidrata es posible separarlo con facilidad de la cubierta

(testa), el cotiledon y el embrién, estas partes fueron separadas también.
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El endospermo asi separado fue liofilizado y reservado hasta su uso
posterior. Para la operacion de separacion del endospermo se realizaron
pruebas preliminares mediante tratamiento con &cido sulfdrico (Cruz ,1999)
y tratamiento con hidréxido de sodio segun Rozycki (2007). Es importante
destacar que estas pruebas no fueron satisfactorias para la separacion del

endospermo de P. affinis.

3.5.Extraccion de los galactomananos

Para la extraccion del endospermo, 10 g de endospermo liofilizado fue
suspendido en 30 ml de etanol por 15 minutos para inactivar enzimas
endogenas (Cruz, 1999; Cerqueira et al., 2009), luego centrifugado a 3500
rom y el sobrenadante fue concentrado por rotaevaporacion hasta obtener
una fracciéon etandlica (FE). Para lograr la solubilizacion de los
galactomananos el endospermo asi tratado fue luego suspendido en 40 mli
de agua a temperatura ambiente por 24 horas con agitacion. Luego se
centrifugd a 3500 rpm por 15 min separando el pellet que corresponde al
material no disuelto. El sobrenadante se tratd con 150 ml de isopropanol
para promover la floculacion del polimero extraido y luego de ser
centrifugado a 3500 rpm el precipitado fue liofilizado para obtener la
fraccién cruda de galactomanano de P. affinis (GMPuwrT). El residuo de la
extraccién acuosa a temperatura ambiente (pellet) fue re-extraido en agua
a 2 volumenes de agua a 80°C por 3 horas. El extracto acuoso fue

precipitado con 150 ml de isopropanol, centrifugado a 3500 rpm y el pellet
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se liofiliz6 para obtener una segunda fraccibn de galactomananos
(GMPuwsoc). Las gomas comerciales guar (GG) y algarrobo (LBG) se
sometieron al tratamiento anterior con fines comparativos, para dar las
fracciones que se nombraron como GGurr, LBGurt, GGugoc Y LBGuwsoc,
para los materiales derivados a partir de GG y LBG a temperaturas
ambiente y 80°C respectivamente. Una representacion del proceso de

extraccion de las diferentes fracciones se presenta en la figura 3.4.

@ Extracto

alcohdlico

Rota- N
evaporacion
Precipitado Sobrenadante Remanente
{insoluble) (s) ) i
Centrifugacion _— Extracto RT
(GMP 1)

J .

e

LIOFILIZACION
DIALISIS

Ext. 802C
—
(GMP 1)

Figura 3-4: Diagrama de flujo representativo de la extraccion de galactomananos a
partir de endospermo de P. affinis y gomas comerciales
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3.6.Purificacion de galactomananos
Los galactomananos obtenidos previamente (200 mg) fueron disueltos en
agua y dializados contra agua Milli-Q por 24 h utilizando una membrana de
celulosa con un corte de 12 kDa (Sigma D6191) y el retenido fue liofilizado.
Los productos asi obtenidos fueron nombrados como: GMP2zrt, GMP2so,
GGarr, GGasoc, LBG2rT y LBGzso respectivamente de acuerdo con el
material de partida utilizado. Se calcul6 un rendimiento en masa del

proceso de didlisis en base a la masa inicial, en base seca.

3.7.Composicion de monosacaridos
El analisis de monosacaridos se realiz6 basado en la técnica de
Sawardeker (1965). Aproximadamente 1 mg de los extractos de P. affinis y
de los materiales de referencia fueron hidrolizados en 400 pyL de acido

trifluoroacético 2 M (Merck) a 100°C por 4 horas.

3.8.Analisis por Cromatografia en capa fina
Se realizaron cromatografias en capa fina de los productos de hidrélisis de
los galactomananos en placas de silica gel 60 (Machery Nagel) utilizando
una mezcla de MeOH/ CHCIs/EtOH/NH4O0H (42:17:25:17) como fase movil,
se secaron al aire y se rociaron con una solucion de orcinol al 0,2% en
EtOH/ H2S04 (90:10), y se calentaron por 2 minutos a 110°C (Garofalo et
al.,, 2011). Se utilizaron estandares de D-galactosa y D-manosa

(Applichem).
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3.9.Analisis de azucares y determinacion de relacion manosa:
galactosa

Los hidrolizados de las muestras (aprox. 2 mg) se disolvieron en agua
(ImL) y se analizaron por HPLC/DAD/RI en un equipo de cromatografia
liguida Shimadzu 20A, utilizando una columna SUPELCOGELTM Pb (300
X 7.8 mm, 9 um de tamafio de particula) a 85 °C, utilizando agua como fase
movil, con una velocidad de flujo de 0.5 mL/min y un volumen de inyeccion
de 20 pL. Utilizando las mismas condiciones, se realiz6 una curva de
calibraciéon en el rango de 0,1 a 6,0 mg/L utilizando D-galactosa y D-
manosa para la cuantificacion de los monosacaridos presentes en las

muestras hidrolizadas.

3.10. Analisis de metilacion o de posicidn de union
Las muestras de los galactomananos (0,5 -0,7 mg) se disuelven DMSO
previamente secado (1ml) por agitacion y sonicaciéon a 10°C por 8 horas, y
se tratd segun el método de Morelle & Michalski, 2007 con modificaciones
menores para obtener los acetatos de alditol parcialmente metilados
(PMAASs). Los PMAAs asi obtenidos, se retomaron en etil-acetato y se
analizaron por GC-MS en un equipo Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra
equipado con una columna Agilent HP-5 de dimensiones 30 m x 0,25 mm,
y 0.25 pum de grosor del filme y en un GC-FID GC HP 5860 equipado con
una columna idéntica HP5. Las muestras se inyectaron en modo manual

(1 pL) utilizando el modo split, (1/50) con el inyector y el detector operando
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a 210 y 280°C, respectivamente. El programa de temperatura consistié en
una meseta inicial de 2 minutos a 150°C, seguido por una rampa lineal de
4 °C/min hasta los 270 °C manteniéndose a esa temperatura por un minuto
adicional. Se utilizé helio como gas portador, con una velocidad lineal de
40 cm/s a 200°C, con un retraso de solvente de 4 min. La adquisicion del
detector de masas se realizé en el intervalo de 50 a 400 m/z a un nivel de
energia de ionizaciéon de 70 eV. Los componentes se identificaron utilizando
derivados obtenidos analogamente desde lactosa (Merck) y gomas
comerciales (GG y LBG) y los patrones de fragmentacién principal se

confirmaron comparando con los reportados por Jansson et al.,1976.

3.11. Contenido proteico
El contenido proteico fue analizado por el método del acido bicinconinico
(QuantiPro™, Sigma), utilizando albimina sérica bovina (BSA, Sigma)
como estandar. Aproximadamente 0,5 mg de las muestras se suspendieron
en 1 mL de buffer tartrato/ carbonato a pH 11,3. Se prepararon diluciones
seriadas de una solucion stock de BSA de 50 pyL/ mL para realizar la curva
de calibracion. Las muestras se mezclaron con el reactivo de &cido
bicinconinico, se incubaron a 60°C por 60 min y se midi6 la absorbancia de
las soluciones resultantes de este proceso de desarrollo de color a 562 nm

en un espectrofotometro Spectrum SP-UV 300 SRB.
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3.12. Espectroscopia de RMN
Los experimentos de RMN se realizaron en un espectrometro Bruker
AVANCE Il 500 operando a las frecuencias de 'H y 3C 500,13 y 125,76
MHz, respectivamente. Las muestras de galactomananos (5-10 mg) se
disolvieron en D20 (0,5 mL), liofilizados, y re-disueltos en D20 (0,7mL) con
de 3-trimetilsilil propionato de sodio 2,2,3,3-d4 (TSP) como estandar interno.
Los experimentos, incluyendo 'H, *3C 'H con supresion de H20, TOCSY
con gradientes y espectros de HSQC mejorados por gradiente, se llevaron
a cabo a 25y 60°C utilizando secuencias de pulso estandar y parametros

provistos por el software del espectrometro.

3.13. Experimentos de HPLC/SEC/MALLS/RI
Las mediciones de HPLC/SEC/MALLS/RI se realizaron en un equipo HPLC
Shimadzu 7m100V equipado con una columna Agilent SEC 5 (300 mm x
7,8mm, 5 um de tamafio de particula, 300 A de tamafio de poro), que se
ados6 a un sistema de multi-detecciébn compuesto por un detector UV-Vis
SPD-20A ajustado a 214 y 280 nm (Shimadzu), un refractometro diferencial
RID-10A (Shimadzu) y un detector de dispersion de luz laser multi-Angulo
(MALLS) Dawn 8 (Wyatt Technology). La fase mdvil utilizada para estos
experimentos fue buffer fosfato a pH 6,8, y se utilizé una velocidad de flujo
de 0,5 mL/min. Las muestras (1-5 mg/mL) fueron solubilizadas en el mismo
buffer por agitacion continua por 12 horas a temperatura ambiente y luego

centrifugadas a 3.500 rpm por 10 min a 10°C, y filtradas a través de
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membrana de 0,45 um de acetato de celulosa (Millipore), este paso ha sido
reportado como crucial para evitar la agregacion del polimero en los pasos
subsecuentes (Salvalaggio et al., 2014). Se realizaron inyecciones
duplicadas de todas las muestras. Los datos obtenidos del
SEC/MALLS/QUELS/IR se analizaron con el software ASTRA version 6.1
(Wyatt Technology) para obtener valores del peso molecular ponderado en
peso (Mw), ponderado en numero (M), radio de giro, Ry y radio
hidrodiamico (Rn) utilizando un dn/dc de 0,145 para los calculos de Mw y
Mn. Asimismo, se realizaron curvas de calibracion con estandares de

pululanos en el rango de 1 x 10* a 7 x 10° g/mol (Shodex P82).

3.14. Experimentos reoldgicos realizados en curvas de flujo (a

esfuerzos de corte fijo)

3.14.1. Determinacion de la viscosidad intrinseca y el peso
molecular ponderado en viscosidad

Se prepararon soluciones de reserva (stock) por agitacion de 0,2 g de
gomas comerciales o galactomananos de P. affinis en 100mL de agua
conteniendo azida de sodio (50 ppm) por 24 h a 500 rpm a temperatura
ambiente (para los extractos RT) y a 40°C (para los extractos a 80°C). Para
las determinaciones de viscosidad se utilizO un redmetro Anton Paar
Physica MCR 301 con una configuracion de cilindros concéntricos con

geometria doble gap (DG 26.7). Se realizaron diluciones seriadas para
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obtener soluciones de concentraciones finales 0,1 a 0,01 g/dL y se
equilibraron a 20°C por 2 minutos antes de realizar las mediciones (curvas
de flujo). La viscosidad relativa, n,, se calculd utilizando la ecuacion de
Fedor (ec. 14) y se testearon también las ecuaciones clasicas de Huggins
y Kraemer (Busch et al., 2015; Nwokocha et al., 2016). La masa molecular
promediada en viscosidad (Mv) de las muestras se calculé a partir de la
viscosidad intrinseca utilizando la ecuacion de MHS (ec. 15), utilizando una
constante K de 6.0 x 10*y un ade 0,70 dL/g, de acuerdo con (Picout et al.,

2001).

3.14.2. Viscosidad dependiente del esfuerzo de cizalla
Los estudios de fluencia para determinar el comportamiento reolégico de
las dispersiones de galactomananos se realizaron en un redmetro Anton
Paar Physica MCR 301. Las dispersiones de concentraciéon 0,1 a 0,4% se
prepararon por dispersion en solucidon de agua con azida de sodio 50 ppm
a RT para los extractos RT y a 40°C para los extractos que se obtuvieron a
80°C. Se realizaron curvas de flujo fijando las velocidades de deformacién
entre 1y 200 sy registrando los esfuerzos de corte aplicados para obtener
dichas deformaciones con mediciones a 25 y 60°C y utilizando la geometria
cilindros concéntricos con la sonda DG 26.7. Se realizé el ajuste de
diferentes modelos dependiendo de la respuesta de la solucion del
polimero y la concentracion: newtoniano, ley de potencia y ecuacion de

Cross-Williamson.
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3.15. Ensayos reologicos dinamicos
Para los ensayos dinamicos se realizaron dispersiones de concentraciones
variables en el rango 0,05% a 0,4% preparadas como se explica en el
apartado 3.15 y se efectuaron barridos de frecuencia. Los mismos
consisten en un test oscilatorio en la que se aplican esfuerzos cortantes
constantes y se varia la frecuencia de oscilacion de los mismos
recuperandose los médulos de almacenamiento (G’) y pérdida (G”). Se
trabajo en el intervalo 1 a 50 Hz, a una temperatura de 25°C, en el modo
de adquisicibn que obtiene las variables médulo de almacenamiento y

ma&dulo de pérdida (Pa) en funcidn de la frecuencia angular.

3.16. Andlisis estadistico
Se utilizaron tres replicas para todas las estimaciones y se reportaron el
promedio de los tres valores + 2 desviaciones estandares. Cuando se
indica, los resultados fueron analizados por analisis de varianza (ANOVA).
Cuando los resultados de los analisis de varianza mostraron diferencias
entre las medias se aplicé el test de Tukey para diferenciar cada media,
con una confianza del 95%. Los analisis estadisticos se realizaron
utilizando el paquete Agricolae (de Mendiburu, 2016) implementado para el

software estadistico R (version 3.3.1, The R Foundation).
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Resultados

4.1.Rendimiento de extraccion de goma de P. affinis

4.1.1. Determinacion del porcentaje cuantitativo de semillas
La obtencion de las semillas se realizo por triplicado a partir de 30 g de
vainas. El rendimiento de semillas por vaina se presenta en la tabla 4-1.
El porcentaje de rendimiento de semillas fue mayor al reportado por
Rocycki (2007) para Algarrobo blanco (9.3%) y para Algarrobo negro
(11,1%), y del maximo del intervalo obtenido en Ceratonia siliqua (11 al
18%) por Bouzouita et al., (2007). En este punto cabe resaltar que hay
un efecto tecnoldgico que dificulta la comparacion, puesto que en el
presente trabajo se realiz6 de manera manual y no por molienda, y es
claro que en condiciones semi — industriales seran inferiores, pero si
serian indicativos de la posible de productividad del fruto. Dentro del
género Prosopis también hay reportes de mayores rendimientos, en las
variedades Prosopis velutina y glandulosa (Meyer, 1984, 25%, y de
32.25% en Prosopis alba (LOopez Hernadndez et al., 1985). Este
rendimiento, asi como la proporcién de endospermo disponible, depende
de la especie (Fernandes, 1995), pero ademas de las caracteristicas de
la region de cultivo: para la produccion comercial de C. siliqua, Bouzouita
et al. (2007) report6 una variabilidad de rendimiento de semilla del 11 al
18% dependiendo de la region de donde la muestra fue recogida. Estos
autores explican que esta alta variabilidad esta determinada por el origen

geografico que engloba un niumero de variables como ser la variabilidad
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genética, climatica y condiciones de suelo que son algunos de los
principales parametros que explican las diferencias de rendimiento
dentro de las mismas especies. Se debe tener en cuenta que en este
trabajo la muestra utilizada corresponde a un arbol aislado, por lo que
mas estudios se deben realizar para evaluar el efecto del origen

geografico de las muestras en su productividad en semilla.

Artejo 82,8+ 0,5%

Semilla 17,2+ 0,5%
Tabla 4-1: Rendimiento de semilla extraida a partir de vainas de P. affinis

4.1.2. Separacion de los componentes de la semilla y extraccion
del endospermo

Para el pelado de las semillas se probaron dos metodologias diferentes:
adicién de &cido sulfarico concentrado por 15 minutos y suspension de
las semillas en agua a 100 °C por un intervalo de 10 minutos. El
agregado de &cido sulfarico no ablanda suficientemente las semillas, las
cuales adquieren un aspecto tostado, pierden turgencia, pero quedan
muy duras como para retirar la testa con facilidad. Sin embargo, el
pelado por tratamiento con agua caliente fue muy efectivo: el
endospermo capta agua Yy la testa pierde su dureza y se torna facil de
retirar. En la figura 4.1 A se pueden observar las partes de los
componentes de la semilla separadas por este meétodo. Se puede

observar que el tratamiento con agua produce un hinchamiento
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(aumento de volumen) de la semilla, a la vez que la testa pierde su
dureza caracteristica. La fraccion que capta mas agua es el endospermo
cuya humendad estando hidratado es de alrededor del 70%, mientras
que los cotiledones hidratados alcanzan una humedad del 40%.
Diferentes métodos se han evaluado para extraer el endospermo, entre
los cuales se encuentra la extraccion &cida o alcalina. Vazquez et al.
(1984) y Rocycki (2007), han propuesto el pelado por aplicacién de una
solucién de hidroxido de sodio al 5%, luego un calentamiento de la
muestra a 75°C por 10 minutos. Se ha reportado una mayor recuperacion
del endospermo en las extracciones en medio alcalino, pero el contenido
de proteina de los extractos se duplica y disminuye la calidad del
producto (Estevez et al., 2004). Por esta razén se ensayaron dos
métodos de pelado: uno por aplicacion de acido sulfarico concentrado a
dos intervalos de tiempo (5 y 10 minutos), y otro por inmersion en agua
a 100°C por dos intervalor (5 y 10 minutos). Los mejores resultados se
obtuvieron en la aplicacién de agua a 100°C por 10 minutos. En el caso
del &cido sulftrico, si bien no fue efectivo para realizar el pelado de la
semilla, fue muy efectivo para promover la germinacién de la semilla.
Una vez realizado el pelado por tratamiento con agua caliente, se
prosiguié con la separacion manual de los componentes de la semilla:
endospermo, cotiledones y germen, ya que en estas condiciones el
producto esta muy hidratado y facilita la tarea. En las figuras 4-1 B, Cy

D se pueden observar estos componentes. Las fracciones masicas
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obtenidas para cada componente se presentan en la tabla 4-2. La
fraccion de endospermo se determiné por diferencia. El endospermo fue
liofilizado, lo que permite lograr una humedad inferior al 0,5% para lograr
una correcta molienda del producto. En condiciones de humedad
ambiente el endospermo absorbe humedad y se vuelve pegajoso. En
estas condiciones se dificulta su molienda, lo que ya ha sido reportado
(L6pez Hernandez et al., 1985 y Meyer, 1984). Analogamente Rocycki
(2007) utiliza un secado de la semilla hasta contener una humedad
inferior al 4% previa a la realizacién de la molienda para evitar este

problema.

1cm

C D

Figura 4-1: Partes de la semilla identificadas luego de la hidratacion de la muestra
(A: semilla sin hidratar y semilla hidratada, B: cascara y endospermo hidratado,
C: cotiledones y germen, D: endospermo hidratado)
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Componentes Rendimiento (%)
Cascara 34,9%
Cotiledones 48,8%

Germen 2,3%
Endospermo 14,0%

Total (semilla) 100,0%

Tabla 4-2:Composicion porcentual de la semilla de P. affinis.
(*) el calculo de endospermo se realizé por diferencia de los restantes
componentes de la semilla. (**) resultados presentados en base seca (g/100g)

El endospermo representa el 14% de la semilla, un valor que se
encuentra en el intervalo de los reportados en el género Prosopis: P.
pallida (Chaires-Martinez et al., 2008, y Bhatia et al., 2013, P. juliflora
(Bhatia et al., 2013 y Estévez et al., 2004), P. ruscifolia (Busch et al.,
2015). La variabilidad de los rendimientos es probablemente relacionada
a las diferencias botanicas basadas en la especie (Fernandes et al.,
1995). Otras consideraciones respecto de las condiciones de extraccidon

y composicién se detallan en el punto 4.2.2.

4.2.0btencion del extracto (goma de P. affinis)

4.2.1. De la metodologia de obtencion de los galactomananos
El endospermo liofilizado se suspendié en etanol a 70 °C en una
proporcion 1:3 durante 15 minutos, para evitar la accién de hidrolasas

(Cruz, 1999; Cerqueira, 2009), lo que también elimina componentes de
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bajo peso molecular solubles en etanol. Para la extraccion de
galactomananos el endospermo fue primeramente embebido en agua
para lograr la solubilizacién de los galactomananos y luego estos fueron
precipitados con isopropanol (Cruz, 1999). La fraccion insoluble a
temperatura ambiente se utilizdé para obtener una segunda fraccién de
galactomananos solubles a alta temperatura. Para la solubilizacién en
agua se probaron distintos métodos de agitacion: sin agitacion, con
agitacion magnética, con utilizacibn de mixer y luego agitacion
magnética. EI mejor rendimiento se obtuvo por agitacién magnética, en
el caso del mixer se quedaba material adherido al equipo que disminuye
la recuperacién y hace la operacibn menos reproducible. En la
precipitacion de la goma solubilizada se probé la precipitacion de 50 mL
de dispersion acuosa de endospermo con 2 volumenes de etanol
(Cerqueira et al., 2008) y con 3 volumenes de isopropanol (Cruz, 1999).
La precipitacion con isopropanol fue mucho mas eficiente. Los
rendimientos relativos de las recuperaciones obtenidas con uno y otro
método se presentan en la tabla 4-3. En el caso de la utilizacion de etanol
aun adicionando 10 volumenes de etanol la recuperacién fue inferior que
la que se obtiene con isopropanol y ademas el aspecto de la goma
extraida con isopropanol es menos coloreado. Los extractos asi
obtenidos tienen una pureza adecuada, comparable a las gomas

comerciales. No se requirieron purificaciones adicionales, encontrando
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residuos de proteina solo a nivel de trazas como se discutira mas

adelante.

Método de precipitacion % (g/100g) | % relativo
Fraccion precipitada con 2 V de etanol 0,04 2%
Fraccion precipitada con 3V Isopropanol 2,49 98%
Total 2,53 100%

Tabla 4-3: Comparacion de los rendimientos de la precipitaciéon de galactomanano
solubilizado en agua con 2 volimenes de etanol y 3 volumenes de isopropanol

4.2.2. De los rendimientos de extraccion

El rendimiento de extraccién de los galactomananos a partir del
endospermo extraido se muestra en la Tabla 4-4. El rendimiento de la
extraccion fue diferente entre muestras segun el Test de Anova aplicado
a un nivel de significacion del 5% (p< 0,05). Los detalles metodolégicos
para obtener estos y otros resultados estadisticos se encuentran en el
Anexo 7.2. El rendimiento a temperatura ambiente (47%) fue levemente
mayor que el reportado por Busch et al. (2015) en P. ruscifolia (42%).
Por otro lado, en la literatura es comun calcular el rendimiento en base a
la cantidad de semilla que se utilizd para la extraccion del endospermo.
En el caso de P. affinis, el rendimiento en base a la semilla en base seca
es de un 23% en el extracto a temperatura ambiente (RT) y un 7,9% en
el extracto obtenido a 80 °C, con un total del 31% de galactomananos
para ambas fracciones. El rendimiento asi calculado no sélo depende de

las condiciones morfolégicas y de recoleccion (por ejemplo, la cantidad
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de endospermo presente en la semilla en la muestra), sino también del
proceso de extraccion en si. El rendimiento es mayor al obtenido por
Chaires-Martinez et al. (2008) para P. pallida (13-14% mediante
extraccion alcalina) y similar al obtenido por Bhatia et al. (2013) en P.
juliflora (22% por extraccion acuosa). Han sido reportados rendimientos
de 24,9% vy 17.7% para P. chilensis (Estevez et al., 2004) y 19% para P.
ruscifolia (Busch et al., 2015) utilizando el método de extraccién alcalina.
La variabilidad de los rendimientos reportados estd probablemente
relacionada a las especies utilizadas (Fernandes et al., 1995). El proceso
de extraccién por hinchamiento en agua caliente por periodos cortos
seguidos por un remojo en agua a temperatura ambiente implica unas
condiciones de extraccion levemente acidas que generan un producto
de mejor calidad y por eso se encontr0 que este método es mas

adecuado para la extraccion de los galactomananos.

Muestra Y1, rT (%)* Y180 (%)* Y1, Total (%)
Prosopis affinis 46,6 + 0.3b¢.d 16,1 +0.42 63+1
Guar gum 56 + 44 38+ 8P 93 +4
Locust bean gum 45 + 7P ¢ 48 + 7¢.d 93 +2

Tabla 4-4 Rendimientos de extraccion y purificacion de gomas a partir de
endospermo de P. affinis y gomas comerciales.
*Rendimientos expresados en base seca, expresados como media + D.S. Letras
diferentes indican diferencia significativa en el post-test de Tukey al nivel de
significacion p<0,05.
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En la tabla 4-4 se puede observar también la proporciébn de
galactomananos extraida a temperatura ambiente Yirt Y Yugo. LOS
detalles del analisis estadistico aplicado se explican en el anexo 7.2.1.
En P. affinis, la cantidad de galactomananos extraida a temperatura
ambiente fue significativamente mayor que la extraida a alta
temperatura, similarmente a lo reportado por Cruz (1999) en P. pallida.
La cantidad de goma extraida a temperatura ambiente esté relacionada
con la solubilidad de los galactomananos extraidos en solucion acuosa,
lo que esta influenciado por un numero de factores tales como
distribucion de pesos moleculares (Mw), la proporcion de residuos de
galactosilos terminales y su patron de distribucion sobre la cadena de
manosa, los que en conjunto juegan un papel importante en la
solvataciéon del polimero (interaccién polimero — solvente) y en la
interacciones no covalentes polimero — polimero. La solubilidad a
temperatura ambiente es una caracteristica muy importante en la
aplicacion tecnoldgica de este tipo de productos, ya que permite una
aplicacibn mas econdmica al lograr solubilizarlos a temperatura
ambiente y disminuir los costos de energia asociados al procesamiento

del polimero.
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4.3.Composicion de los extractos obtenidos: aspectos metodologicos

4.3.1. Optimizacion de hidrolisis para analisis de azucares
simples por HPLC reversa y GC-MS.

Los monosacéaridos componentes de los galactomananos simples se
encuentran unidos por enlace glicosidico. En condiciones &cidas y a
elevada temperatura es posible hidrolizar este enlace. Los diferentes
tipos de enlaces glicosidicos presentes en el galactomanano responden
de forma diferente a las condiciones de hidrolisis en medio acido. Sin
embargo, condiciones excesivas de temperatura o combinacién tiempo
temperatura pueden dar lugar a reacciones de degradacion y pérdida de
monosacaridos.

En primer lugar, se realizo la hidrélisis empleando 1 mg TFA 2N,
120°C, durante 2h (Sawardeker et al., 1965) y posteriormente se
ensayaron condiciones mas moderadas empleando el mismo acido, pero
disminuyendo la temperatura (100°C) y se utilizaron diferentes tiempos
(1 h, 2h, 4h y 6h). Los productos de hidrdlisis fueron analizados por TLC,
como se reporta en la seccidbn experimental, junto con patrones de
trisacaridos (rafinosa), disacaridos (lactosa), hexosas (manosa Yy

galactosa), pentosas (xilosa) y acidos urénicos (acido galacturonico).
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Figura 4-2: Seguimiento de optimizacion de tiempos de hidrolizado para el andlisis
de azicares por TLC de productos de hidrélisis de GMPy,s,
a) hidrélisis con TFA 2N a 100°C por 1h, b) 2h, c)4h, d)éh, e)1h a 120°C.
Estandares: G (galactosa) y M (manosa)

Figura 4-3: TLC de productos de hidrélisis de GMP,zry gomas guar y de algarrobo
comerciales
Estandares: manosa (M), galactosa (G) y xilosa (M); muestras de gomas
hidrolizadas (GMP, GG y LBG)

En la figura 4-2 se puede ver la hidrélisis de la muestra GMPurT @
diferentes tiempos. El punto ¢, que corresponde con un tiempo de

hidrélisis de 4 horas es el que tiene mayor concentracién de las bandas
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correspondientes a manosa y galactosa, bien resueltas en este punto (M
y G respectivamente). A su vez en el carril e (120 °C, 1h) se puede ver
una acumulacién en el punto de siembra. En este caso se interpreta
como degradacion de la muestra, porque no aparece la banda en la zona
de hexosas ni de disacéaridos o trisacaridos. En este caso la muestra
ademas tiene un aspecto coloreado que sugiere la ocurrencia de
caramelizacién. Las muestras comerciales respondieron de forma
similar a las condiciones de hidrélisis. En base a los resultados
anteriores, se seleccioné como metodologia de hidrdlisis la aplicacion de
400 mg de TFA 2N a 100°C a 1-3 mg de muestra durante 4 horas. Un
ensayo en estas condiciones para GMP y las gomas comerciales, junto

a estandare de galactosa y manosa se presentan en la figura 4-3.

4.3.2. Determinacion de la relacion M: G en extractos de P. affinis
y gomas comerciales purificadas
Este andlisis se realiz6 por HPLC-RI empleando una columna de
intercambio cationico y agua como fase mavil como se explica en la
seccion 3.9. La determinacion de relacion manosa: galactosa se realizo
mediante la utilizacion de curvas de calibracion independientes para
cada analito, y posteriormente se calculd la relacion M: G. Para la
obtencion de las curvas de calibracion se realizaron inyecciones de
estandares de manosa y galactosa en el rango de 0,2 a 5,0 mg/ml. En

este intervalo de concentraciones estudiado se encontré una respuesta
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lineal de la concentracion de ambos analitos a la respuesta del detector

RI. En la figura 4-4 se muestran dos de los cromatogramas utilizados en

las curvas de calibracion. Luego se mostraran algunos cromatogramas

de las muestras (extractos de P. affinis y extractos de gomas comerciales

de diferentes grados de purificacion). Las curvas de calibracion utilizadas

se presentan en el anexo 7.1.1. Con esta informacion se determinaron

las concentraciones de manosa y galactosa para los extractos de P.

affinis y de gomas comerciales.
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Figura 4-4: Algunos cromatogramas utilizados para la obtencion de una curva de

calibracion de galactosa y manosa.

Estdndares: a) 0,22mg/mL (galactosa)y 0,19mg/ml (manosa); b) 5,2mg/mL y
5,8mg/mL respectivamente. A y B representan a los picos de galactosa y manosa.
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En la figura 4-5 se muestra a modo de ejemplo un cromatograma de un
extracto de GMPuyrr hidrolizado con TFA 2N a 100 °C durante 4h, con
deteccion de indice de refraccion (4-5 a) y deteccion arreglo de diodos

con cuantificacion a una longitud de onda de 254 nm (4-5 b).

10.04 \ Detector A

~
©
4 o
L=
™~

19.119

150

100+

50+

11.269

11.799

|
1 [
J Y

r——— ,-‘Ilr.'\"\._ .

| Sy - - -
0 S é S 1ID S 15 S 2I|] S . b
min

13622
14,346
18.764
21.001

|

Figura 4-5: Cromatograma de extracto de GMP1/RT hidrolizado
a)detector Rl, b) detector PDA, 254nm.

En la figura 4-5 a se observa un cromatograma de un extracto hidrolizado
con TFA 2N. Los picos correspondientes a manosa y galactosa se

observan a los mismos tiempos que en las muestras utilizadas como
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calibracion. Aparece ademas un pico a los 11 minutos aproximadamente
con una fuerte absorcion en el UV. En la figura 4-5 b se puede observar
un zoom en que se muestra que el pico mayor tiene un Amax de 281nm,
gue puede corresponder a compuestos condensados, es una impureza
(el detector de indice de refraccibn como detector universal lo detecta,
pero es en realidad un compuesto croméforo). Fue encontrado también
este pico en los estandares que se sometieron a hidrolisis por la misma

metodologia.

4.3.3. Contenido de proteina
El andlisis de proteina se determin6 por el método del acido bicinconinico
(QuantiPro ™). La aplicacién de este método tuvo la ventaja de su alta
sensibilidad y por tanto la baja cantidad de muestra necesaria para
realizar los ensayos. Para asegurar la representatividad de los datos se
tomd como criterio la realizacion de 3 réplicas genuinas por muestra, y
se aceptaron los resultados con una desviacion estandar inferior al 5%.
La curva de calibracion se realizé utilizando soluciones de BSA en el
rango de 0 a 50mg/ mL. Las muestras (aproximadamente 2 mg) se
diluyeron en buffer tartrato-carbonato (pH 11,3) hasta alcanzar una
concentracion de 0,5-1 mg/mL dependiendo de la concentracion de
proteina presente en la muestra, utilizando el rango lineal encontrado
(Abs < 1,7). La curva de calibracion para proteina se incluye en el anexo

7.1.2.
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4.4, Composicion de los extractos obtenidos de GM
En la tabla 4-4 se presenta la composicion en azlcares totales y
proteinas de las muestras analizadas, a distinto nivel de pureza:
endospermo y gomas comerciales, gomas purificadas por precipitacion
(P1) y gomas purificadas por precipitacion y dialisis (P2). No se
encontraron diferencias significativas en el contenido total de azlcares
entre las fracciones, ni en el contenido de proteinas. La pureza de los
extractos esta reflejada en el contenido total de azlcares, que esta en
un rango de 70-80%. Las gomas comerciales contienen
aproximadamente un contenido proteico del 3-7% (Kawamura, 2008), y
contenidos similares se encontraron en los productos comerciales
evaluados. Sin embargo, el contenido de proteinas en los productos
purificados por didlisis disminuy6 a 1-2% para todas las muestras. Este
resultado esta en concordancia con los obtenidos por Bouzouita et al.
(2007) y Cruz (1999) y, lo que es mas importante refleja la efectividad de

los procedimientos de purificacion.
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Contenido de Contenido
Muestra Extracto galactomanano proteico
(%m/m) (%m/m)
Endospermo 65 + 4 ab 43+0,38
GMP1/ar 68+3° 1,1+0,3b¢
P. affinis GMPy/s0 67 +4° 1,7 +0,1 ¢d
GMP2/gr 793¢ 1,1+0,3b¢
GMP2/z0 64 +33b 0,3+0,2°
Goma comercial 67 +3b 3+3f
GGa/rr 78+4°¢ 2,4+ 0,8 d¢
GG GGu/so 65 +32b 1,7+0,8 ©¢
GGa/rr 77+1° 1,7 +0,2 <@
GG2/s0 67+3P 1,3£0,2°¢

Tabla 4-5: Composicion de los galactomananos estudiados

4.4.1. Analisis estructural de los galactomananos obtenidos
La composicion de monosacaridos de los extractos obtenidos se
presenta en la tabla 4-5. En todos los casos, no se detectaron otros
monosacaridos que no fueran manosa y galactosa. Los analisis por TLC
de las muestras hidrolizadas fueron consistentes con los resultados del
HPLC-IR. De acuerdo con esta informacion y a la informacién
bibliografica disponible (Cruz,1999; Bhatia et al., 2013; Busch et al.,
2015) se concluydé que las muestras estaban compuestas
exclusivamente de galactomananos. Por otro lado, la relacién de M: G
obtenida mediante analisis de metilacion por GC-FID fue consistente con
los resultados de HPLC-RI en las muestras ensayadas. Tanto el calculo

de M: G por HPLC-RI como la determinacién mediante derivatizacion y

determinacién por GC-FID (ver tabla 4-5) fueron concordantes y tuvieron
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una mejor resolucion que aquellos que se determinaron por la
integracion de las areas de sefiales del carbono anomérico, debido a la
superposicion de sefiales (no se informan los resultados de RMN por
esta razon). Sébastien et al., 2014 informa valores de M: G determinados

por ambas técnicas que son comparables.

Sample Extracto Galactosa  Manosa M: G M: G
(%m/m) (%m/m)  (HPLC) (GC-FID)

Endospermo S/D S/D 1,104 /D
GMPysr 28 43 1,5+0,1* /D

P. affinis  GMPyso 27 40 1,5£0,1% S/D
GMPz/rr 29 46 1,6 +0,12P 1,7
GMP2seo0 23 37 1,6+0,12> 1,7
Goma
comercial 29 48 1,5+0,12> S/D
GGyt 31 52 1,7+0,1%* S/D

GG GGyso 22 39 1,9:03% /D
GG/t 30 50 1,7+0,13> 1,7
GGays0 26 45 1,7+0,13> 1,7

Tabla 4-6: Composicion de monosacdridos de galactomananos de P. affinis y
extractos comerciales

Los resultados de los analisis de metilacion se muestran en la
tabla 4-6, que también respaldan la hipétesis de tener una estructura del
tipo manosa a la que se le adicionan algunos galactosilos con frecuencia
variable. Los PMAAs derivados de los galactomananos obtenidos a RT
y 80°C tuvieron virtualmente idénticos patrones de fragmentacion EI-MS,
mostrando la presencia de 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-

metilgalactitol,1,4,5-tri-O-acetil-2,3,6-tri-O-etilmanitol y 1,4,5,6-tetra-O-
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acetil-2,3-di-O-metilmanitol. Estos resultados permiten demostrar la
presencia de tres tipos de azucares: un residuo de galactosa terminal,
residuos de manosa con union en 4 y residuos de manosa unidos en 4y
6 (la que esta unida a una manosa y a una galactosa, ademas). Los
PMAAs obtenidos a partir de los extractos puros de GG y LBG mostraron
los mismos tipos de derivados (tabla 4-6). Por lo tanto, se respalda asi
la suposicién de la presencia de un polimero compuesto por una cadena
lineal (1—4) -manopirandsica como esqueleto con residuos de
galactosilos en algunas de las posiciones C-6. Como era de esperar a
partir de lo reportado en literatura (Chaubey & Kapoor, 2001; Cerqueira,
et al., 2011; Muschin & Yoshida, 2012), el andlisis de ligamiento de GG
y LBG mostraron el mismo tipo de residuos. Por otro lado, no se encontré
evidencia que indique la presencia de ramificaciones con dos 0 mas
residuos de galactosilo, un patron estructural recientemente propuesto
en LBG por Muschin & Yoshida (2012). Asimismo, y en contraposicion
de lo que fue reportado por Sébastien et al., 2014, el procedimiento de
extraccidon del galactomanano no derivé a una variacion significativa en
el patron de sustitucién de los residuos de manosa, como se observa en

la relacién incambiada de M: G en los extractos RT y 80°C.
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Muestra pRzzliuo del - monosacarido Tr Principales fragmentos (m/z)

B8-Mannopiranosilo con uniéon 11.5 55,71,87,101, 117,129, 161, 173, 233

. en C-4
P affinis g Manopiranosilo con union  13.6 59, 71, 87, 101, 117, 129, 145, 161, 205
(RT)
enC-4yC-6

a-Galactopiranosil terminal 10.0 59, 71,387,101, 117, 129, 145, 161, 205

B8-Mannopiranosilo con unién 11.5 43,71,87,101, 117,129, 161, 173, 233
Goma en C-4
Guar GG B8-Manopiranosilo con union  13.6 58,71, 85,101, 117, 127, 142, 161, 201,
(RT) enC-4yC-6 261

a-Galactopiranosil terminal 10.1 43, 71,87,101, 117, 129, 145, 161, 205

B8-Mannopiranosilo con uniéon 11.5 59,71, 87,101, 117,129, 161, 173, 233
Gomade enC4
algarrobo  8-Manopiranosilo con uniéon  13.5 58, 71, 85, 101, 117, 127, 142, 161, 201,
LBG (RT) enC-4yC-6 261

a-Galactopiranosil terminal 10.1 59,71,87,101,117, 129, 145, 161, 205

Tabla 4-7: Resultados de GC-MS de los acetatos de alditol de los galactomananos
permetilados de P. affinis y productos comerciales.

9 Tiempo de retencion (min). ® Las masas corresponden a los productos de
metilacién-acetilacion parcial (AAPMs)

Mientras el espectro 'H RMN de GMP2rt en D20 a 25°C muestra
sefales considerablemente ensanchadas, cuando se llevan a cabo los
experimentos a 60°C se obtienen espectros con mejorada resolucion
(Fig 4-6 A). El doblete a 4,98 ppm y la sefial de resonancia ancha a los
4,71 ppm corresponden a los protones anoméricos de residuos
galactopiranosilos y mannopiranosilos, respectivamente. Siguiendo las

conectividades de las sefiales anteriores en el espectro TOCSY es
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posible asignar las sefiales de resonancia de los protones del
galactopiranosil H-4 (3,96 ppm), H-3 (3,90 ppm), y H-2 (3,79 ppm) (Fig.
4-7 B) y el H-5 (3,85 ppm) y H-6 (3.72 ppm). Con esta informacién y
espectro HSQC (Fig. 4-7 C) todas las resonancias de los residuos de
galactopiranosilos pueden ser asignados (Tabla 4-8). La limitada
movilidad de la cadena principal de manano lleva a generar
ensanchamientos en las sefiales de los residuos manopiranosilos, y
virtualmente no se pueden observar correlaciones para estos en el
espectro TOCSY. Sin embargo, fue posible asignar las resonancias de
1H y 13C para los dos tipos de manosa en el espectro HSQC (Fig. 4-6 ¢
y tabla 4-8). Por ejemplo, a pesar de que los protones diasterostopicos
H-6 de los residuos unidos en 4 de manopiranosilos no pueden ser
distinguidos y aparecen como una simple correlacion en el espectro
HSQC (M6), estos nucleos llevan a dos correlaciones a desplazamientos
guimicos marcadamente diferentes en residuos unidos en 4,6 (M6").

Grandes cambios en los desplazamientos quimicos fueron también
observados para los protones H-4 y H-5 de los diferentes residuos de

manopiranosa (M4 y M4", y M5y M5).
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Figura 4-6: Espectros 'H-1D NMR con supresion de agua (A), TOCSY (B), y espectro
HSQC (C) de muestra de galactomananos de P. affinis GMP,,zr a 60 <.
Las designaciones en Ay C corresponden a protones de galactopiranosilos (G),
manopiranosilos unidos en 4 (M) o residuos manopirandsilos unidos en 4,6. (M’).
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Residuo

Gal-(1-> ->4)-Man-(1-> -4,6)-Man-(1->
Posicion

1H 13C lH 13C 1H 13C
1 4,98 99,2 4,71 100,5 4,71 100,5
2 3,79 68,8 4,09 70,3 4,09 70,3
3 3,90 69,8 3,77 71,8 3,77 71,8
4 3,96 69,7 3,84 77,3 3,79 77,2
5 3,85 71,7 3,51 75,5 3,71 73,8
6 3,72 61,6 3,86 60,9 3,92/3,75 66,9

Tabla 4-8: Datos de 'H y '3C para galactomananos purificados de muestra GMP,rt
en D,0 a 60 °C, usando como referencia interna TSP.

Andlisis adicionales de los datos de RMN permitieron confirmar la
estereoquimica de las uniones glicosidicas (Fig. 4-7). La constante de
acoplamiento 3Jun entre el H-1 del garactopiranosilo y los protones H-2
de 3,7 Hz, lo que es indicativo de un protén anomeérico ecuatorial y por
lo tanto una configuracién anomérica o de la union (1—6) (Muschin &
Yoshida, 2012). Asimismo, el *Jcn entre el C-1 y el H-1 medido en el
espectro acoplado HSQC fue de 171,4 Hz, un valor que también
corresponde con un enlace tipo a. A pesar de que la resonancia del
protén anomérico no esta resuelta, e impide utilizar el acoplamiento 3Jxn
al proton H-2 para establecer la estereoquimica relativa de los enlaces

entre los residuos manopiranésicos, el *Jch de 160,5 Hz para el carbono
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y el protébn anoméricos medido en el espectro acoplado HSQC permite
indicar una configuracion f del enlace (1—4) (Bergamini, et.al., 1995;

Petkowicz, et al., 1998).

A GalH-1
3J|.||.| =3.7Hz

i

Man H-1

Gal C-1 o6

Yy =171.4 Hz
| 1100

O @ 1102 ~
_________________________________________________________ £
o
=
G Q)----- 1104 =
| | | 1106
1)y =160.5 Hz
CH 1108
Man C-1
110
. . | | | . . __h12
5.2 5.1 5.0 49 4.8 4.7 4.6 45

ppm

Figura 4-7: Expansion de la region anomérica del espectro monodimensional 'H-
RMN
con supresion del pico de agua de muestra GMP,zr registrada a 60 «C (A), y HSQC
acoplado obtenido para la misma muestra bajo las mismas condiciones
experimentales (B).
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4.5. Relacion manosa: galactosa
Ha sido postulado que la relacion M: G determina muchas de las
propiedades fisicoquimicas de los galactomananos, incluyendo su
solubilidad, la viscosidad y caracteristicas formadoras de gel de sus
soluciones coloidales y sus interacciones sinergisticas con otros
hidrocoloides (Dea et al., 1986; Fernandes, 1995). La relacion M: G
medidas para las gomas de P. affinis fueron aproximadamente 1.5, tanto
a RT como a 80°C (Tabla 4-5). Las relaciones de M: G para P. affinis
fueron consistentes con datos reportados previamente en el género
Prosopis: que va desde 1,2 para P. juliflora (Salvalaggio et al., 2014) a
1,6 para P. ruscifolia (Busch et al., 2015). La relacién M: G encontrada
para los extractos de GG fueron del orden reportado en literatura, que
abarca 1,5 a 1,8 dependiendo del método de purificacion y de la muestra
comercial utilizada (Sébastien et al., 2014; Busch, 2015). Mediante la
aplicacion de la técnica de ANOVA no se encontraron diferencias
significativas entre las relaciones de P. affinis y los extractos de GG,
independientemente de las condiciones de extraccién. Como la relacién
M: G esta directamente relacionada con el grado de sustitucion de la
cadena principal de manano, los galactomananos de P. affinis pueden
ser considerados semejantes a aquellos encontrados en GG. Mas aun,
el hecho de que las diferentes condiciones de extraccion tienen un
impacto menor en la relacion M: G de los galactomananos de P. affinis

gue en lo que se relata en la literatura para LBG, al igual de lo que sucede
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con el galactomanano de GG, evidenciaria que la cadena de manano
estaria sustituida relativamente de forma regular a lo largo de la cadena.
Por otro lado, el polisacarido de LBG tiene un patron de sustitucion
heterogéneos que presenta regiones de la cadena principal de manano
con escasas sustituciones. Por lo tanto, extractos con mayor proporcion
del polimero mas rico en residuos sustituidos en galactopiranosilos son
recuperados a TA, mientras que las fracciones menos solubles ricas en
residuos de manosa sin ramificaciones (no sustituida) son recuperadas

a altas temperaturas de extraccion.

4.6. Distribucion de peso molecular

En la tabla 4-8 se presentan el Mw, Rg, Rn, indice de
polidispersibidad (Mw/Mn) de los galactomananos extraidos calculados a
partir de los datos de SEC/MALLS-QUELS/RI (Zimm, 1948). La masa
molar obtenida a partir de los datos de dispersion de luz a 90° (MALLS
90°) en funcion del tiempo de elucion y el indice de refraccion (RI)
diferencial de los galactomananos extraidos a RT de P. affinis son
presentados en la Fig. 4-8. Asimismo, en la figura 4-9 se presentan los
perfiles de elucion de las gomas de P. affinis extraidas a RT y 80 °C asi

como las de las gomas comerciales purificadas.
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M
Muestra My (g/mol) Rh (nm) Rg (nm) Mw/Mn (g}mol) oP

a
GMP -t (1,6 +0,2)x 10°a 100,6+1,8d 109,8+6,5c 1,0+0.1a 1,1x10° 0,40+0,01
GMP 50 (1,8+0,1)x 10°a 81,9+1,8e 98,5+3,0a 1,1+0,1a 1,2x10° 0,19 +0,02
GGyt (1,6+0,1)x 10% 59,3+1,1a 101,8+3,8b,c 1,0+0,2 1,5x10° 0,27 +0,01
GGys0 (1,2+0,2)x10%°a 54,6+1,0a 86,0%6,2a,b 1,1+0,3 SD 0,22 £0,02
LBGyrt (1,2+0,2)x10% 70,6+1,3c 109,0+4,4c 1,0+0,3 SD 0,27 £0,01
LBGy/s0 (1,3+0,2)x10% 78,1+2,0c 84,6+7,0bc 1,0+0,1 SD 0,22 £0,02

Tabla 4-9: Parametros obtenidos por SEC/MALLS-QUELS/RI para galactomananos

de P. affinis, GG y LBG obtenidos por extraccion acuosa.

Valores de Mv obtenidos utilizando la ecuacion de MHS, y pendientes del grafico
de conformacioén. a Calculado utilizando valores de viscosidad intrinseca
estimados con el grdfico de Fedor. b Obtenidos a partir de la relacion log-log
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Figura 4-8: Perfiles de elucion de SEC/MALLS-QUELS/RI de galactomananos de P.
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Figura 4-9: Comparacion de los perfiles de distribucion de peso molecular de

galactomananos purificados a partir de P. affinis y gomas comerciales:
GMP;rT (A), GMP280 (B); GGarr (A), GG2/80 (B); LBG2rT (A), GBG/80 (B);

El Mw de las diferentes muestras se encuentra en el mismo orden
de aquellos reportados por Pollard et al., (2010) para la subfamilia
Fabaceae (2-3 x 108 g/mol). El perfil de elucién muestra al menos dos
grupos de galactomananos con diferentes Mw que fueron co-extraidos.
Es importante también sefalar que el Mw disminuye al aumentar el
volumen de elucién, pero después de aproximadamente 12 minutos, el

Mw comienza a aumentar con una tendencia no lineal. En este tipo de
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polisacaridos ramificados esto es probablemente causado por la
interaccién polimero — polimero (hyperentanglement) (Goycoolea et al.,
1995), un efecto de anclaje o debido al apelmazamiento (anchoring
effect) que en algunos casos causa que moléculas grandes presenten
volumenes de elucion mayores en la columna SEC a los que se
esperaria basados en su Rn. No se observaron diferencias significativas
en el Mw ni en la polidispersibidad de las muestras obtenidas a RT o a
80 °C, lo que permite sugerir que la temperatura no tuvo un efecto
significativo en la distribucion de peso molecular de los galactomananos
extraidos.

El valor de Rg obtenido para los galactomananos de GG esta de
acuerdo con los reportados por Picout et al. (2001). Para los dos
parametros descriptores del radio, Rqg y Rn los mayores valores se
obtuvieron para los galactomananos extraidos a RT (muestra GMP2rr),
seguidos por aquellos obtenidos a partir de las extracciones a 80 °C para
P. affinis y LBG (muestras GMPzssoc y LBG2ssoc, respectivamente). No se
encontraron diferencias significativas entre los valores de Rn de GGzrr
y GGusoc. De igual manera, el Rn de GMP2s0c fue comparable al de
LBGz2soc. Por otro lado, los valores de Rn para galactomananos de P.
affinis y LBG obtenidos a RT fueron significativamente mayores que
aguellos determinados para sus productos de extraccion

correspondientes a 80°C, seguramente debido a la tendencia de estos
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polisacaridos a degradarse a altas temperaturas (Pollard, 2010;
Salvalaggio et al., 2014).

La relacion log-log entre Rqg y Mw, que indica el grado de
compactacion de los polimeros en solucién y es conocida como el grafico
de conformacion, fue calculada para las diferentes muestras. El grafico
de conformacién se presenta para las distintas muestras ensayadas se
presenta en la fig. 4-10. Como se muestra en la Tabla 4-9, las pendientes
del grafico de conformacion (o) fueron similares en el caso de GG,
indicando que los galactomananos obtenidos a partir de esta goma
comercial a RT y 80°C presentaron en estas condiciones una
conformacion similar. Es interesante el hecho de que los valores de a
fueron significativamente mayores para los galactomananos de P. affinis
extraidos a baja temperatura (Tabla 4-8 y Fig. 4-10). Tomando en cuenta
que las relaciones M: G de estas fracciones de polimeros fueron
similares, las diferencias observadas en los graficos de conformacion
indican que el patron de sustitucion juega un papel importante en su
dispersién, y por tanto en su tendencia a la auto-asociacion en solucion
acuosa. Estos resultados muestran que el grado de compactacion de los
extractos de galactomananos de P. affinis en frio y caliente se asemejan
a aquellos obtenidos a partir de sus homoélogos LBG, y que familias de
galactomananos con propiedades similares a éste que se encuentran en
gomas comerciales podrian ser obtenidos a partir de P. affinis

dependiendo de las condiciones de extraccion.
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4.7.Determinacion de viscosidad intrinseca y estimacion de My
La Fig. 4-11 muestra el gréfico de Fedor utilizado para determinar la
viscosidad intrinseca (7)) de galactomananos de P. affinis. Para las
fracciones GMP2rTYy GMP2ss0c, l0s valores de 7 estimados fueron 9.9 y
10.7 dL/g, con parametros de concentracion de Fedor (Cx) de 0,284 y
1.401 g/dL, respectivamente. La adecuacion al modelo de regresion
lineal de Fedor se presenta en el anexo 7.2.4. La viscosidad intrinseca
de los polisacéaridos de P. affinis estan en el intervalo esperado para las
especies de Prosopis (Rincén et al., 2014; Busch et al., 2015; Nwokocha
& Williams, 2016) y comparables a los valores de GG obtenidos en el
presente trabajo ((12,7 dL/g) y reportados en la literatura (10,3 al2,7
dL/g) (Azero & Andrade, 2006; Goycoolea et al., 1995). Los valores de
viscosidad representados en el grafico 4-11 fueron obtenidos mediante

curvas de flujo, que se presentan resumidas a continuacién (ver 4.8).
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Figura 4-11: Grdfico de Fedor utilizado para la determinacion de la viscosidad
intrinseca de los galactomananos de P. affinis (GMPzrr Y GMP;50c) ¥ GG (GG2rr)

El peso molecular ponderado en viscosidad (Mv) fue estimado a
partir de la viscosidad intrinseca utilizando la ecuacion de MHS con
parametros obtenidos para galactomananos de GG, LBG, y TG por
Picout & Ross-Murphy (2007), y estos resultados se muestran en la
Tabla 4-8. Los valores obtenidos en este trabajo estimados por este
método fueron del mismo orden que los obtenidos con la técnica de
SEC/MALLS-QUELS/RI y similares en valor a los reportados para GG
(Dea & Morrison, 1975) y LBG (Sébastien et al., 2014) y mas aun en el
rango esperado reportado en la revision de Pollard, et al., (2010) para la
familia Faboideae. Este resultado era esperable, considerando que las
bajas concentraciones de polimero empleadas en la medicion de
naseguran la ausencia de asociaciones polimero-polimero. Esto hace

de la viscosidad intrinseca un parametro fundamental para la
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comparacion de propiedades macromoleculares de polisacaridos
(Salvalaggio et al, 2014; Pitkanen et al., 2017), aun en la actualidad en
que se han desarrollado nuevos métodos alternativos, como los del tipo

SEC-MALLS que también se utilizaron en este trabajo.

4.8.Propiedades de fluencia de los galactomananos de P. affinis

Las propiedades de fluencia de P. affinis fueron analizadas de
modo de obtener algunos datos preliminares del comportamiento en
dispersiéon de los polimeros obtenidos. En este primer estudio se
realizaron curvas de fluencia a diferentes niveles de velocidad de
deformacion con diferentes concentraciones. Con la informacion
obtenida de las curvas de viscosidad por un lado se obtuvieron las
viscosidades intrinsecas, para su comparacion con referencias
bibliograficas, y por otro lado se estimo el peso molecular viscosimétrico
segun la ecuacion de MHS como se explica en el punto 3.14.

Por otro lado, en lo que respecta al comportamiento de la
viscosidad con la temperatura, se realizaron curvas a temperatura
ambiente y a 60°C para lograr un primer entendimiento del
comportamiento de este polimero con la temperatura. Para realizar un
ajuste correcto utilizando el modelo de Arrhenius, por ejemplo, se
necesitaria completar otros ensayos que se realizaran a la brevedad y
se incluiran en una proxima publicacion. De estos primeros datos

preliminares se pudo recabar sin embargo un comportamiento esperable
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con el cambio en la temperatura para este tipo de muestras (Busch, et
al., 2017, Nwokocha & Williams, 2016). En una segunda etapa se
realizaron ensayos reolégicos dindmicos (con una frecuencia de giro
variable) para obtener la componente viscosa y elastica del polimero en

solucion a diferentes concentraciones.

4.8.1. Viscosidad dependiente del esfuerzo de cizalla (Shear

viscosity)

Se obtuvieron curvas de flujo para los diferentes productos a
distintas  concentraciones, definidas graficamente como la
representacion del esfuerzo cortante (t) en funcion de la velocidad de
cizallamiento (y), segun el procedimiento que se describe en el apartado
3.15. Luego, se interpretd graficamente, utilizando el modelo newtoniano
(ecuacion 16 ny =1t) o0 de potencia (ecuacion 17b: t=ky™"),
dependiendo de la respuesta obtenida en las curvas de flujo. A modo de
ejemplo, se presentan las curvas de flujo de P. affinis en el nivel de
concentraciones de 0 a 0,1% (ver Fig.4-12). En este grafico se puede
observar que el comportamiento a bajas concentraciones es newtoniano.
Se realizaron ajustes para ambos modelos, y el que mejor describe la
curva es el newtoniano, con una regresion lineal con un nivel de
significacion al 5%. En la figura 4-12 se presenta a modo de ejemplo una

curva de flujo de GMPuwrTY la curva de ajuste del modelo Newtoniano.
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Los parametros de ajuste de las curvas utilizadas para la determinacion

de viscosidad intrinseca se presentan en el anexo 7.2.5.

Curvas de flujo GMP1/RT (0,01-0,1%)
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Figura 4-12: Curva de flujo para la obtencién de viscosidades intrinsecas de
muestras de P. affinis (GMP4,r7). A cada curva obtenida se le superpone la
regresion lineal obtenida (en punteado) (modelo Newtoniano).
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Figura 4-13: Curvas de flujo en modo ascendente y descendente para GMP1/RT

4.8.2. Determinacion del valor de concentracion de superposicion
de cadenas (c*)

El pardmetro c*, la concentracién a la cual las cadenas de
polimero comienzan a entrelazarse, es un valor importante porque
determina el limite del régimen diluido de las dispersiones del polimero.
Una vez superado este valor, la viscosidad aumenta acusadamente en
dispersiones de polimeros, especialmente cuando estos son
galactomananos. El inicio del efecto de superposicion de cadenas
(entanglement) depende tanto del numero de cadenas presentes
(proporcional a la concentracién) y al volumen que cada uno ocupa
(proporcional a la viscosidad intrinseca), y por lo tanto se puede

caracterizar por el parametro adimensional de solapamiento de cadenas:
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c.n. Para polimeros con enrollamiento tipo bovina al azar (incluida la
mayor parte de los polisacaridos utilizados como espesantes) sin
importar el tipo de polimero, peso molecular o condiciones, la transicion
c* ocurre a un valor de c.n = 4, donde la viscosidad de la solucion es
aproximadamente 10 veces la del agua (Harris, 1990). Sin embargo,
para LBG y GG, la transicion c* ocurre a un menor grado de ocupacion
de espacio (aproximadamente c.n = 2,5; Podzimek, 2011; Harris, 1990).
La interpretacion mas factible de este comportamiento fue expuesta por
Harris, (1990): las concentraciones a las cuales las cadenas son
forzadas a tomar contacto entre si se dan de la misma manera que se
presentan en cualquier otro proceso de superposicion (entanglement)
pero se encuentran aumentadas en este caso por asociaciones cadena-
cadena, analogamente a lo que ocurre en el estado solido.

En la figura 4-14 se puede observar el grafico de viscosidad
especifica en funcion del parametro de superposicién de cadenas c.n en
modo log-log para dispersiones de P. affinis (GMPwvrtT y GMPu/g0), y los
valores obtenidos se presentan en la tabla 4-9. EI cambio de pendiente
de la regresion lineal representa el parametro ¢ *.n, que determina la
transicion del régimen diluido al semi-diluido. Este parametro muestra la
concentracion a la cual las cadenas de polimero comienzan a
interaccionar entre si, ademas de continuar interaccionando con el
solvente. El parametro c* a RT fue de 0,094 g/dL y 0,076g/dL a 80°C,

algo menores a los informados para P. ruscifolia (0,14 g/dL, Busch,
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2015), y en P. africana (0,186 g/dL, Nwokocha & Williams, 2016), y el
valor de c.n fue similar al reportado por Busch, 2015. Es decir que los
galactomananos de P. affinis comienzan un comportamiento asociativo
a menor concentracion comparativamente que goma guar, por ejemplo.
En las mismas condiciones, se determiné el valor para esta utlima, con
un mayor valor de transicion c.n. Es interesante sefialar que en el caso
de P. affinis, el valor de radio hidrodinAmico tanto para las fracciones RT
y 80°C es cercana al doble de las obtenidas en goma guar (Vilaré et al.,
2018), y por tanto en los extractos P. affinis cuyo volumen hidrodindmico
es mayor, y es por tanto consistente con un menor valor de
concentracion limite del encontrado en GG. Asimismo, los valores
obtenidos en las mismas condiciones para goma guar (muestra GG2rr)
son casi idénticos a los obtenidos por Wientjes, 2000 en una fraccién de
goma guar de Mwcon un valor de 1500 kD, anéaloga a la GG2/rr (1,6x10°,

Vilar6 et al., 2018).

log(c.n)

GMP1/RT dil. GMP1RT conc. ¢ GMP180 dil GMP180 conc.

Figura 4-14: Determinacion del parametro de superposicion de cadenas c*
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Pend. Pend. *
Muestra <c* > c* cn nldi/e) (g/dL)
GMPyrt 04 2,0 1,1 11,3 0,094
GMP1g0 0,3 1,9 1,0 12,8 0,076
GGyrr 0,6 1,8 1,4 12,7 0,111
GG 150 kD (Wientjes et al., 2000) 1,6 11,2 0,130
VG (Busch, 2015) 1,7 4,7 1,1 7,6 0,140
P. africana (Nwokocha, 2016) 1,4 4,4 2,2 11,6 0,186

Tabla 4-10: Calculo de parametro de concentracion critica

4.8.3. Estudio de tixotropia de las soluciones

Para realizar los ensayos de comportamiento reologico se
estudiaron las curvas de fluo en un rango rango velocidad de
deformaciéon de 1 a 200 s en un modo creciente y decreciente para
todas las dispersiones ensayadas, en concentraciones de 0,01 a 0,4%,
de modo de poder evidenciar algin comportamiento tixotropico. En la
figura 4-15 se muestra la curva de esfuerzo cortante para una solucion
de GMPuso al 0,4% en que se realiz6 este ensayo. Por otro lado, las
curvas de flujo se realizaron en el modo ascendente / descendente, para
analizar la existencia de tixotropia en las dispersiones en estos intervalos
de concentracién. Por citar un caso en la figura 4-13 se muestran dos
curvas de flujo de una muestra de GMPyrT a concentracion baja (0,1%)
y media (0,4%). En la figura se puede observar que no se evidencia
tixotropia: las curvas ascendente y descendente se superponen. El
comportamiento de la dispersion de media concentracion es
pseudoplastico y la de baja concentracion tiene un comportamiento

newtoniano: aun en el régimen concentrado no se presenta tixotropia.
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Este comportamiento es esperable en soluciones de galactomananos,
como ha sido reportado por Busch et al., 2017, Nwokocha &Williams y

Bourriot, 1999).
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Figura 4-15: Andlisis de flujo en modo creciente - decreciente para dispersiones de
GMP al 0,4%.

Las curvas de flujo ascendente y descendente que se muestran en la
figura 4-15 se realizaron en las condiciones mas exigentes: a la mayor
concentracion de las utilizadas en estos ensayos. Un comportamiento
similar se obtuvo en todas las demas curvas ensayadas, encontrando un
comportamiento no dependiente del tiempo de aplicacion del esfuerzo
cortante sin importar si el fluido se comportara como pseudoplastico
(como en el caso de la figura 4-15) o Newtoniano, como en las curvas
muy baja concentracién utilizadas para la determinacién de viscosidad
intrinseca (ver anexo 7.2.4). En ninguna de las concentraciones

estudiadas se evidencio tixotropia. Un fluido no tixotrépico muestra una
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superposicion de las curvas de flujo que se obtienen a una velocidad de
cizallamiento creciente y decreciente. Por el contrario, en un fluido que
presente un comportamiento dependiente del tiempo se puede observar
la ocurrencia de histéresis, que se presenta como un area significativa
entre ambas curvas (a mayor el area entre ambas curvas mayor el
comportamiento de histéresis presente en la muestra). Los cambios en
el comportamiento reoldgico con el tiempo y en particular la tixotropia se
relaciona con modificaciones en la estructura interna del fluido. Las
interacciones en forma de fuerzas de van der Waals son modificadas
dindmicamente y ocasionan cambios temporales en las caracteristicas
microscopicas del material, y por consecuencia en sus condiciones de
flujo (Benchabane & Bekkour, 2008). EI comportamiento de la goma de
P. affinis, se asemeja al de goma guar o de algarrobo y a otros de fuentes
no tradicionales como P. ruscifolia (Busch et al., 2017), P. africana
(Nwokocha & Williams, 2016). Especialmente, la ausencia de tixotropia
en las dispersiones de P. affinis muestra que son dispersiones que se
mantienen estables respecto del esfuerzo cortante, por lo que el flujo en
un proceso productivo en el caso de avanzar a usos industriales se
lograria tener un comportamiento predecible, pues su estructura no se
dafiaria considerablemente como ocurre con otros aditivos de este tipo.
Esta propiedad le confiere al producto una cualidad especialmente
importante en productos utilizados en las formulaciones como

espesantes o co-gelificantes.
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4.8.4. Comportamiento viscoso en comparacion a fuentes
comerciales y grado de purificacion

En las figuras 4-16 y 4-17 se pueden observar las curvas de flujo
de P. affinis y aquellas purificadas a partir de muestras comerciales. En
la figura 4-16 y 4-17 se realiz6 un esquema en condiciones de viscosidad
baja (0,1% y media 0,4%). En este caso se puede observar que los
valores de viscosidad se asemejan a aquellos encontrados en otras
especies en condiciones similares, por ejemplo en P. africana a una
concentracion de 0,4 g/dL no esinformada como 0,1618 Pa.s (Nwokocha
& Williams, 2016), y en GMP1/RT fue de 0,101 Pa.s. Asimismo, las
curvas de flujo se asemejan a las encontradas en P. ruscifolia (Busch, et

al., 2015y 2017).
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Figura 4-16: Comparacion de curvas de flujo de soluciones al 0,1%
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Figura 4-17: Comparacién de viscosidad de soluciones al 0,4%

También se estudié el comportamiento reolégico de soluciones
similares de productos con diferentes grados de purificacion. En la figura
4-18 se muestran las curvas de flujo de soluciones de GMP180y GMP2/go.
En este caso, y en todos los ensayados, se encontré un menor nivel de
viscosidad aparente en las soluciones mas purificadas que en aquellas
con un menor nivel de purificacion, un resultado inicialmente no
esperado. Este comportamiento se observé en todas las soluciones
estudiadas, ya sea de muestras comerciales como de GMP. Si bien al
purificar las muestras el nivel de carbohidratos totales permanece
relativamente constante, en el proceso de purificacion de los extractos
se eliminan no solamente azlUcares de menor peso molecular sino

proteinas (ver tabla 4.4). Por el tamafio de corte de la membrana de
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corte, estas serian péptidos de menos de 12 kDa. Asimismo, se realizd
la hipotesis de si este cambio pudiera deberse no a un cambio
composicional de las muestras sino a variables del proceso. En este
caso, la purificacion se realizé por dilucién a muy bajas concentraciones
y agitacion por varias horas en un erlenmeyer que contiene el saco de
dialisis. No se consideraron estas condiciones de proceso
suficientemente severas como para ocasionar dicho cambio. Sin
embargo, el paso subsecuente de liofilizacion a baja presion y
temperatura si podria ser determinante como proceso adicional aplicado
al producto, y deberia ser estudiado como parametro en conjunto con
otros ensayos, para poder concluir correctamente al respecto de este
punto. Las condiciones de liofilizacién fueron de -45°C por 48 horas,
similares a las que reporta Salehi & Kashaninejad., (2014). En este
trabajo la disminucién de la viscosidad respecto al método de secado por
liofilizacién a -40°C por 48 horas fue significativo, pero en una magnitud
muy limitada que no podria explicar este comportamiento. Otra
posibilidad para explicar este comportamiento puede radicar en la
composicién quimica diferente de los extractos. Salehi et al., 2014
también indica que la presencia de oligosacaridos, compuestos fenélicos
y sales inorganicas como factores que aumentan la viscosidad general
de la solucién. Otra causa podria ser deberse a la degradacion (pérdida
de peso molecular de los polisacaridos. Salvalaggio et al., (2014)

muestra cierto grado de degradacion de muestras que conllevan a una
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reduccion del Mw, pero en condiciones mucho mas exigentes (24 y 48
horas), que las condiciones de extraccién utilizadas. Finalmente, como
primera hipotesis a partir de estas observaciones en estas condiciones
las interacciones polisacarido — péptidos u otros compuestos asociados
que son eliminados mediante la didlisis puedan explicar
fundamentalmente este fenomeno.

El estudio de las matrices proteina — polisacarido en sistemas
ternarios han sido revisados por diversos autores (Tolstoguzov et al.,
1986 y 1971; Morris, 1990; Drohan, et al., 1997; Rodriguez, et al., 2011).
Debido a las dispersiones con presencia conjunta de polisacaridos y
proteinas, por razones termodinamicas pueden ocurrir varios efectos
gue son la separacion de fases, la inversion o interaccion mutua y éste
altimo efecto tiene significativas consecuencias texturales (Morris, 1990).
En el caso de sistemas que contengan polisacaridos aniénicos, éstos se
tornan incompatibles a valores de pH por encima del punto isoeléctrico
y factores como la fuerza i6nica son fundamentales en el
comportamiento de los sistemas (Tolstoguzov et al., 1986, 1991). Los
galactomananos por su estructura quimica que no posee grupos
inonizables los posiciona como un sistema ideal para comprender este
tipo de asociaciones.

El caso de la interaccion de polisacaridos neutros con proteinas
no ha sido vastamente estudiado. Sin embargo, en el articulo de Bourriot

et al, (1999) se estudid la interaccion utilizando como modelo
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dispersiones de goma guar y caseina. Ya habia sido propuesto que los
galactomananos pueden interaccionar con proteinas, por ejemplo, con
las proteinas lacteas (Ambrose, 1935; Dea & Morrison, 1975). En
soluciones de goma guar al 0,2%, el agregado de 1% de caseina cambid
marcadamente el comportamiento del polisacérido, ya que la viscosidad
de la solucién y su caracter pseudo-plastico aumentaron y se observé
también que con el agregado de un 3% de caseina este efecto fue aun
mas marcado, apareciendo incluso un efecto tixotropico no observado
previamente en las soluciones de goma guar (Bourriot et al., 1999).
Perissutti et al., (2002) encontraron también un marcado aumento de la
viscosidad en sistemas galactomanano — leche descremada.

Desde de un punto de vista tedrico, el fenobmeno de aumento de
la viscosidad y a su vez de aumento de la componente elastica G” de las
soluciones de galactomanano con agregado de proteina estudiado por
Bourriot et al.,, (1999) fue fundamentado en las observaciones de
microscopia de fuerza atébmica y les permitieron postular que en este
caso el comportamiento reoldgico de la dispersidén de este sistema mixto
estd gobernado por una red de caseina floculada, donde el
galactomanano contribuye de menor manera a la reologia del sistema
floculado (un fendmeno de separacién de fases). Algun proceso de
separaciéon de fases podria explicar el marcado aumento de viscosidad
gue podemos ver en las soluciones menos purificadas y con un mayor

contenido de proteina.
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En todas las soluciones de P. affinis, GG y LBG se encontré un
efecto sinérgico entre la cantidad de proteina presente en la muestra y
la viscosidad aparente de las soluciones ensayadas. Desde un punto de
vista tecnoldgico, seria mas ventajoso desde un punto econdémico la
utilizacion de productos menos purificados que permitieran un mayor
aumento de viscosidad. Asimismo, seria interesante estudiar el
agregado de proteinas o la interaccion de los galactomananos en

matrices mas complejas que contengan proteinas en su formulacion.
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Figura 4-18: Comparacion de curvas de fluencia segun el grado de purificacion

4.8.5. Comportamiento con la temperatura
Los perfiles de viscosidad para soluciones al 0,2% se estudiaron a las
temperaturas de 25 y 60°C y se presentan en la figura 4-19. La

viscosidad a bajos niveles de cizallamiento disminuyé a medida que la
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temperatura aumenté. El aumento de la viscosidad a bajas temperaturas
ya ha sido atribuidas a un aumento del tiempo de relajacion de los
entrelazamientos moleculares (Nwokocha & Williams, 2016). En futuros
trabajos se determinara la energia de activacion utilizando el modelo de
Arrhenius, como ya ha sido realizado por Nwokocha & Williams (2016),

Rincon et al., (2014) y Busch et al., (2018).
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Figura 4-19: Efecto de la temperatura en la viscosidad aparente en soluciones de
GMP y GG 0,2%

4.8.6. Dependencia de la viscosidad con la concentracion y la
magnitud de la velocidad de cizallamiento

Como se explicé en la revision bibliogréafica, en los polimeros,

especialmente del tipo polisacarido (Lopes da Silva et al., 1992; Yoo et

al., 1995; Launay et al, 1986) se observan 3 regiones diferentes: una

region de esfuerzos cortantes bajos en que la viscosidad se mantiene
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constante con la velocidad de deformacion n,, una region de
comportamiento de ley de potencia, o pseudopléstico, y una tercer
region, que se ve a esfuerzos cortantes muy elevados, donde el efecto
‘thinning”, 0 sea el acoplamiento de las cadenas, logra una alineacion tal
que el comportamiento es newtoniano, es decir que no varia con el
esfuerzo cortante (ver figura 1-11). De la representacion gréfica de log
viscosidad vs log esfuerzo cortante se puede observar que a bajos
valores de esfuerzo cortante la viscosidad aparente toma valores iguales
a mn, Yy a medida que el esfuerzo cortante aumenta la viscosidad
disminuye hasta un valor de viscosidad asintético n.. El modelo de
Carreau — Yasuda (Yasuda et al, 1981) toma en cuenta estos dos
pardmetros (capitulo 3, ecuacion 19).

Analogamente, el modelo de Cross - Williamson es una simplificacion del
modelo cuando el valor de 7., se aproxima a cero y el valor a se estima
en 1. En la Figura 4-20-a) se presentan los perfiles de viscosidad para
las gomas extraidas a partir de P. affinis y gomas comerciales. El ajuste
de estas curvas al modelo de Williamson (ecuacién 20) se puede
observar en la tabla 4-10, y se representa graficamente en la figura 4-20
b), donde 71 y n, son las viscosidades dependientes del esfuerzo
cortante y la viscosidad a cero esfuerzos cortantes respectivamente y y,
T Yy N representan el tiempo de relajacion de Williamson y el indice de

Williamson respectivamente.
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Los polisacaridos ensayados presentan un comportamiento tipico
de polisacaridos en solucién, con una region de plateau Newtoniano
(Nwokocha & Williams, 2016 y 2014, Wang et al., 1997). La viscosidad
de las soluciones de P. affinis aumenta con el aumento de concentracion,
como indica el valor n, (0,015 a 0,101 Pas a 0,2 y 0,4% de
concentracion, respectivamente). Un aumento similar del valor n, se
encontré en las dispersiones de LBG. El tiempo de relajacion aumento
al aumentar la concentracion (0,002s a 0,011s) en todas las muestras

ensayadas. El tiempo de relajacion esta relacionado con la velocidad de

cizallamiento critica (Yo = 1/T) gue marca el inicio del comportamiento
pseudoplastico. Tanto las magnitudes de n, como de t fueron
comparables a las reportadas por Nwokocha & Williams, (2016) en P.
africana. Las soluciones en estos niveles de concentracion (0,2 al 0,4%)
no mostraron un comportamiento Newtoniano, y el indice de Williamson
N se encontr6 entre 0,62 a 0,89, que es una medida de la
pseudoplasticidad de las soluciones. El valor N se hace 0 para un fluido

Newtoniano, y se aproxima a la unidad para fluidos pseudoplasticos.
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Muestra no(Pa.s) N* CMError Sigma AIC BIC T(s) E.E. N E.E.
GMP1/RT0,4% 0,101 47 0,001 0,027 -203 197,683 0,011*** 8,6E-05 0,760*** 0,009
GMP1/RT0,2% 0,015 50 5,1E-05 0,007 -348 342,600 0,002*** 4,3E-05 0,89*** 0,01
GMP1/800,4% 0,053 50 3,9E-04 0,020 -246 240,347 0,006*** 7,0E-05 0,663*** 0,008
GMP1/800,2% 0,015 49 3,6E-05 0,006 -359 353,315 0,002*** 3,5E-05 0,84*** 0,01
LBG1/RT 0,4% 0,111 50 0,002 0,039 -178 172,403 0,020*** 2,2E-04 0,761*** 0,008
LBG1/RT 0,2% 0,012 50 3,3E-05 0,006 -370 364,488 0,002*** 2,9E-05 0,682*** 0,006
LBG1/80 0,4% 0,022 48 2,5E-05 0,010 -368 -362,11 1,2E-03*** 2,5E-05 0,620*** 0,006
GG1/80 0,4% 0,065 47 5,9E-05 0,008 -321 315,152 0,006*** 3,4E-05 0,700*** 0,004

Tabla 4-11: Parametros del modelo de Williamson para GMPzr, LBGyrt
N* nimero de datos, *** corresponde al ajuste de modelo con p<0,0001

G’/ G" (Pa)

4.8.7. Ensayos reologicos dinamicos
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Figura 4-21: G’y G "como funcion de la frecuencia angular para muestras de P.
affinis y muestras comerciales al 0,4% a 25°C.
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Algunos de los ensayos dinamicos realizados se presentan en el
grafico 4-21, particularmente aquellos realizados a una concentracion de
0,4%. A una concentracion de polimero del 0,4%, el valor del modulo de
pérdida (G”) fue mayor que el valor del médulo de almacenamiento (G")
a todas las frecuencias angulares de las muestras de P. affinis (GMPwrt
y GMPu/80) y de GG, mostrando a esta concentracién un comportamiento
totalmente viscoso. Un resultado similar fue obtenido por Nwokocha &
Williams (2016) con extractos de P. africana al 0,5%. Este es un
comportamiento tipico que se presenta en soluciones por debajo de la
concentracion critica de superposicion. Por otro lado, la muestra de
GMPuyrt tuvo una curva de G™ muy similar a la respuesta exhibida por
goma guar, aunque la componente elastica de goma guar cae muy
fuertemente luego de un valor de frecuencia angular de 200 rad/s.

Este comportamiento hace que la goma de P. affinis presente
mayor estabilidad frente a aumentos del esfuerzo de corte que la de GG
ensayada. Por otro lado, en el caso de la goma de algarrobo, la muestra
LBGuyrral 0,4% tuvo un comportamiento viscoso a menores frecuencias
angulares (G'>G") y luego de una frecuencia critica (wcrit) de 109 rad/s
prevalecié el comportamiento elastico. Este es un comportamiento tipico
de las soluciones donde se sobrepasa el valor del parametro de
superposicion de cadenas (Ren et al., 2003; Nwokocha & Williams,

2016).
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Conclusiones

En la goma extraida de las semillas de P. affinis se encuentra un
galactomanano, que presenta una relacion de M:G de aproximadamentel,5
y que estructuralmente esta compuesto por un esqueleto de manano unido
por enlaces B-(1—4) adornados con residuos de galactésidos unidos por
uniones del tipo a-(1—6).

Desde el punto de vista de su distribucion de peso molecular, los
galactomananos aislados son heterogéneos y poli-dispersos y poseen un
alto peso molecular, con un Mw de aproximadamente 1,5 x10® Da, que se
pudieron  calcular por dos metodologias  diferentes: por
HPLC/SEC/MALLS/RI y por viscosimetria y estimacion matematica
utilizando la ecuacion de MHS. Ambas metodologias fueron convergentes
en los resultados obtenidos, aun respondiendo a metodologias de ensayo
muy diversas y con mecanismos guimicos Y fisicoquimicos muy distantes
entre si.

La viscosidad intrinseca de los galactomananos aislados resulté
similar a las de gomas comerciales (GG) y de otras fuentes no tradicionales
ya reportadas como P. ruscifolia.

Los galactomananos que fueron extraidos a alta temperatura
exhibieron un mayor grado de compactacion, lo que evidencia que en esas
condiciones existi6 una mayor proporcion de asociaciones del tipo

polimero— polimero sobre las del tipo polimero— solvente.
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Desde un punto de vista reolégico, se pudo ajustar el
comportamiento a esfuerzos cortantes crecientes en un rango de
concentraciones amplio con el modelo de Williamson, lo que evidencia un
comportamiento del tipo pseudoplastico con un indice N que varia en
funcién de la concentracion de las soluciones y es una medida de la
pseudoplasticidad de las dispersiones. En general los galactomananos
aislados a partir de P. affinis son comparables con aquellos encontrados en
gomas comerciales de fuentes tradicionales y que dadas las propiedades
fisicoquimicas encontradas se puede postular que su utilizacién en diversos
productos es auspiciosa, desde formulaciones de liberacion controlada a
productos alimentarios que promuevan beneficios para la salud. AUn mas
este nuevo biomaterial puede ser aislado a partir de una fuente no
tradicional abundante que esta actualmente disponible en la regién sur de
Sudamérica, por lo que puede ser un candidato ideal para la produccion
sostenible en la region. El conocimiento de sus propiedades fisicoquimicas
y reoldgicas, asi como un avance en los conocimientos agronémicos de
produccion de la especie son factores clave para pensar en una aplicacion

comercial real y ventajosa de este producto
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7.1.Calibraciones utilizadas

7.1.1. Determinacion de galactosa y manosa
Para la determinacion por HPLC, el tiempo de retencion para la galactosa
fue 19,12 £ 0,01 y para la manosa 20,97 £ 0,01 minutos. Utilizando las
areas de estos picos en el rango de 0,2 a 5,0 mg/ml se construyeron curvas

de calibracion, que se muestran a continuacion.

Curva de calibracién de galactosa

2,0E+06

1,5E+06
©
g 1,0E+06

y = 276630x - 772
5,0E+05 R? = 0,9999
0,0E+00
0 1 2 3 4 5 6
Concentracion (mg/mL) a
Curva de calibracidon de manosa

2,0E+06

1,5E+06
© = -
$ 106406 y = 300264x - 1297
< R% =0,9999

5,0E+05

0,0E+00

0 1 2 3 4 5 6 7
Concentracion (mg/mL) b

Figura 7-1: Curvas de calibracién de concentracion de galactosa (a) y manosa (b)
respectivamente
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7.1.2. Determinacion del contenido de proteinas

La regresion lineal utilizada para la cuantificacion de proteina se muestra a

continuacion.

Curva de calibracidn de proteina

60,0
50,0
40,0

30,0

Proteina (mg/mL)

20,0 .0® y = 30,075x - 5,4494

.. R? = 0,9983
10,0 e

0,0 Pt
0 0,5 1 1,5 2

Abs (562nm)
Figura 7-2: Curva de calibracion de proteina por el método BCA.

7.2.Analisis estadistico

7.2.1. Analisis de varianza para la comparacion de los rendimientos
de extraccion (Y1)

El modelo que se utilizé fue la comparacion a un factor:

Rendimiento = Rendimiento + Muestra
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F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1870,77 5 374,15 60,45 <0,0001
Muestra 1870,77 5 374,15 60,45 <0,0001
Error 37,13 6 6,19
Total 1907,91 11
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=9,90108
Error: 6,1892 gl: 6
Muestra  Medias n E.E.

P. affinis 80 16,05 2 1,76 A
Guar gum 80 37,75 2 1,76 B
Locust bean gum RT 44,7 2 1,76 B C

P. affinis RT 46,1 2 1,76 B C D
Locust bean gum 80 48,2 2 176 C D
Guar gum RT 55,55 2 1,76 D
Tabla 7-1: Anadlisis de Varianza y post-test de Tukey al 0,05% para el rendimiento de

extraccion.

7.2.2. Analisis de varianza para la composicion de extractos:

Para realizar la comparacion de los extractos se utilizaron los siguientes
modelos que incluyen la muestra original (P. affinis, GG o LBG), y la
purificacion utilizada para cada muestra. Los resultados se presentan como
el modelo con interaccién (sample*purification step), segun el paquete
Agricolae (Mendiburu, 2016). Cuando el resultado de varianza arroj6
diferencias (p<0,05) se utilizdé un Post-test de Tukey al 5% de incertidumbre
para diferenciar las medias.

A) Para el contenido total de azucares el modelo utilizado fue:

Total sugar content = gy gar content + Sample + Purification Step + Sample = Purification step

> anovasugar<-aov(Sugar~Fuente+Purificacidn+Fuente*Purificacion)
> summary (ANOVAsugar)
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GL SumSq MeanSq F p-valor Pr(>F)
Fuente 2 34.1 17.05 5.964 0.0124 *
Purificacién 4 5655 141.37 49.447 1.83e-08 *Ex
Fuente:Purificacion 8 519.6 64.95 22.717 4.74e-07 *Ex
Residuos 15 42.9 2.86

Referencia de significancia: 0 “***’ 0.001 **’ 0.01“**0.05‘"0.1“"1

Tabla 7-2: Analisis de varianza para el contenido de azicares totales
(grados de libertad; suma de cuadrados, minimos cuadrados, valor de Fisher y p-
valor)

El andlisis de residuos confirma homohestaticidad y buen ajuste del

modelo gaussiano, como se muestra a continuacién en la Fig. 7.1.
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Figura 7-3:Grdficos de residuos para el ANOVA de aziicares totales.
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A) residuos vs predichos, B): residuos studentizados y C) Q-Q plot (ajuste al modelo
Gaussiano)
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B) Para el contenido total de proteinas el modelo utilizado fue:
Total protein content = Uprotein content + Fuente + Purificacion + Fuente * Purificacion

> anovaprotein<-aov(Protein~Fuente+Purificacién+Fuente*Purificacidn)
> summary(anovaprotein)

GL  Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Fuente 2 0.725 0.362 7.983 0.00486 **
Purificacion 4 22.639 5.660 124.690 8.83e-11 ***
Fuente: Purificacion 7 4.088 0.584 12.867 3.95e-05 ***
Residuos 14 0.635 0.045

Signif. codes: 0 “***’0.001 “**’ 0.01*/ 0.05‘"0.1""1

Tabla 7-3: Cuadro de Varianza para el contenido de proteinas.
(grados de libertad; suma de cuadrados, minimos cuadrados, valor de Fisher y p-
valor)
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Residuals vs Fitted Scale—Location
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Figura 7-4: Andlisis de residuos para el ANOVA del contenido de proteinas

C) Para la relacion galactosa — manosa el modelo utilizado fue:

Galactose + Fuente + Purificatcion + Fuente * Purificaci
—_— = _ i uente urtficatcion uente * Furificacion
Manose .ugal man ratio

> anovagalman<-aov(galman~Fuente+Purificacién+Fuente*Purificacidn)
> summary(anovagalman)

Sin embargo, en este caso no se encontré significativo el efecto de la

purificacion ni su interaccion (ver tabla 7.3 -A). Es por esto que se simplifico
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el modelo utilizando solamente el efecto muestra que involucra la fuente

(GG, LBG o P. affinis y la purificacidn). (tabla 7.3-B).

Galactose
“Manose = Ugal-man ratio + Muestra

> anovagalman<-aov(galman~Muestra)
> summary(anovagalman2)

GL SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)

Muestra 2 0.6327 0.3163 8.869 0.00224 **

Purificacion 4 0.3147 0.0787 2.206 0.1176

Fuente: Purificacién 8 0.2573 0.0322 0.902 0.5393

Residuos 15 0.5350 0.0357

Signif. codes: 0 “***'0.001 ‘“** 0.01*’ 0.05‘"0.1°"1 A
GL SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)

Muestra 2 0.6327 0.3163 7.715 0.00224 **

Residuos 27 1.1070 0.0410

Signif. codes: 0 “***’0.001 “**' 0.01'*’ 0.05‘"0.1°"1 B

Tabla 7-4: Cuadro de Varianza para la relacion galactosa - manosa
(modelo a dos factores con interaccion (A); modelo a un factor(B)

Se presentan los analisis de residuos para verificacion de supuestos:

heterosticidad y normalidad en el modelo seleccionado.
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Figura 7-5: Andlisis de residuos para el ANOVA de la relacion manosa:galactosa en el
modelo a un factor
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7.2.3. Andlisis estadistico de los resultados de parametros
moleculares (Rg)
El modelo para el andlisis de varianza elegido fue a un factor:

Rg = Rg + Muestra

> anovagalman<-aov(galman~Muestra)
> summary(anovagalman2)

Variable N R? R2 Aj cv
Radio de giro (nm) (Zimm) 12 0,98 0,97 2,4

Cuadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC gl (@)Y F p-valor
Modelo. 1745,94 5 349,19 69,81 <0,0001
Muestra 1745,94 5 349,19 69,81 <0,0001
Error 30,01 6 5
Total 1775,95 11

Tabla 7-5: Andlisis de varianza para el radio de giro (Zimm)
El andlisis de varianza mostré diferencias entre las muestras. El post-test

de Tukey se muestra a continuacion:

> TukeyHSD(pruebaanova, "Samples:Purification" ,ordered = TRUE)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=8,90088 Error: 5,0019 gl: 6

Muestra Medias n E.E.

GMP2/80 79 2 1,58 A

GG 2/80 79,9 2 1,58 A

GMP2/RT 92 2 1,58 B

LBG 2/80 95,98 2 1,58 B

GG 2/RT 97 2 1,58 B

LBG 2/RT 114,9 2 1,58 C

Tabla 7-6: Test de Tukey para el R, (Zimm)
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7.2.4. Estimacion de viscosidad intrinseca
En la figura 4-11 se presenta la estimacion de la prueba de Fedor. A
continuacion, se presenta el analisis de la regresion, intervalos de confianza
y prueba de ANOVA para el ajuste del modelo lineal, asi como los

parametros obtenidos (tabla 7.7).

Analisis de regresidn lineal (A)

Muestra Variable N R? R2Aj AIC BIC
GG2/RT 5 0,9993 0,9990 -15,4 -16,6
GMP2/RT 1/(2*(nr®*>-1)) s 0,9993 0,9991 -11,8 -12,9
GMP2/80 6 0,9996 0,9994 -13,4 -15,3

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados (B)

Muestra Est. E.E. LI (95%) LS (95%) p-valor
GG2/RT const' -0,31 0,04 -0,42 -0,20 0,0031
pendiente 0,079 0,001 0,075 0,083 <0,0001
GMP2/RT const' -0,36 0,05 -0,51 -0,21 0,0047
pendiente 0,101 0,002 0,096 0,106 <0,0001
GMP2/80 const‘ -0,28 0,03 -0,43 -0,13 0,0148
pendiente 0,115 0,001 0,108 0,122 0,0002

Cuadro de Andlisis de varianza (C)

F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 5,446 1 5,446 4066 <0,0001
GG2/RT 1/concentracion 5,446 1 5,446 4066 <0,0001

Error 0,004 3 0,001

Total 5,450 4

Modelo. 11,971 1 11,971 4287 <0,0001

1 fe 11,971 1 11,971 2 1
GMP2/RT /concentracion ,97 ,97 4287 <0,000

Error 0,008 3 0,003

Total 11,980 4

Modelo. 4,27 1 4,27 4690 0,0002

1 fe 2 1 2 2
GMP2/80 /concentracién 4,27 4,27 4690 0,000

Error 0,0018 2 0,0009

Total 4,2716 3

Tabla 7-7: Andlisis de regresion del modelo de Fedor :
ajuste del modelo (A), coeficientes de regresion e intervalos de confianza (B) y
andlisis de varianza (C)
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Del andlisis de regresion lineal, se reviso la proporcion de variacion de la
1/(2*(nr%*-1)) explicada y se muestra también los criterios AIC y BIC (Akaike
y Bayesiano) que penaliza por nimero de estimadores. Luego se calcularon
los coeficientes con sus errores estandares de estimacion, y los intervalos
de confianza para estos parametros (B) asi como el valor de T para probar
que los parametros valen 0. Como todos los parametros dan dentro de la
incertidumbre, se aceptan. En el andlisis de varianza (C) se testea la
ausencia de regresion como hipoétesis, que es rechazada en todos los
casos (p<0,05).

Una vez estimada la regresion para el modelo linealizado, se obtienen
los pardmetros de la ecuacién, siendo la viscosidad intrinseca la inversa de

la pendiente de este grafico, y se calcula el valor limite de concentracion
Cm a partir de la constante que es igual a ( 1/,7_ Cm)-

Los valores de viscosidad utilizados para construir el modelo de Fedor
se obtuvieron de las curvas de flujo ascendentes, utilizando un modelo

newtoniano. Los coeficientes de las regresiones utilizadas para GMP1/RT

se muestran a continuacion, a modo de ejemplo.

Concentracién (g/dL) Pendiente R2
0,10 0,0028 0,9998
0,07 0,002 1,0000
0,06 0,0017 0,9999
0,05 0,0016 1,0000
0,03 0,0013 0,9999
0,02 0,0011 0,9990

Tabla 7-8: Regresion viscosidades en régimen diluido para GMPrt
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7.2.5. Curvas de flujo utilizadas para el calculo de viscosidad
intrinseca
Algunas curvas de flujo utilizadas en el céalculo de viscosidad

intrinseca se presentan a continuacion.
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7.3.Analisis de azucares por metilacion — GC-MS

7.3.1. Extractos de Prosopis affinis RT
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Figura 7-10: Analisis de metilacion, cromatografia GC-MS de los PMAAs obtenidos del
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