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2 Resumen

La investigacion de caracteristicas y cualidades de algunas frutas, plantas, semillas han
permitido el desarrollo de nuevos productos ademas de la reduccidn de costosy procesado de estos,
gracias a la ayuda de distintos métodos de medicion como carbohidratos, densidad, temperatura,
viscosidad, etc. La viscosidad es de interés para la presente investigacion donde a partir de métodos
de Viscosimetria con ayuda de un viscosimetro capilar ademas de un bafio termo controlado y
aplicando los principios de Hugguis y Kraemer es posible la determinacion de la viscosidad intrinseca
del biopolimero de semilla de chia (Salvia hispanica L.) en presencia de iones de Na+. Se llevé a cabo
un analisis de microscopia del mucilago obtenido de las capas sub-epidérmicas de la semilla
hidratada, conla finalidad de determinarla influencia de suestructura eneltiempo de flujo, suponemos
que la presencia de material insoluble perteneciente a las capas de la semilla pudieran influir en la
medicidn., Se obtuvieron los valores de viscosidad intrinseca entre 40 dL/g a 34 dL/g sin presencia de
iones de sodio mientras que al agregar fracciones mili molar de cloruro de sodio enun intervalo (0 a
50) mM, el biopolimero compacta su volumen hidrodindmico conforme se incremente la concentracion
delosiones Na+ alcanzando valores de viscosidad intrinsecade 5 dL/g a4.79 dL/g lo que corresponde

a un 98% de sutamafio molecular.

Palabras clave: chia, viscosidad intrinseca, microscopia.



3 Introduccion

La chia es una semilla pequefia cultivada de plantas de Salvia hispanica L, que se encuentra
enregiones delcentro y surde México ademas del norte de Guatemala. Actualmente, esta semilla ha
despertado interés como fuente de aceites omega 3. La semilla también posee otros componentes
como proteinas, carbohidratosy polisacaridos; estos ultimos se localizan en la parte exterior de la
semillay tienen la funcion principal de retener agua para su germinacién. El biopolimero de chia se ha

reportado en aplicaciones como modificador de viscosidad, estabilizante de emulsiones entre otros.

Los biopolimeros se pueden caracterizar a través de mediciones de reologia, capacidad de
retencidn de agua o aceite. La caracterizacion a nivel molecular se realiza midiendo peso molecular,
longitud de persistencia o volumen molecular, estas mediciones se pueden realizar usando
cromatografia liquida (HPLC) usando una columna de permeacion de gel acoplado con un especto
de masas o un detector de dispersion de luz laser. Sin embargo, también es posible hacer mediciones
de volumen molecular al medirla viscosidad intrinseca de un polimero o biopolimero, usando equipo
relativamente sencillo como es un viscosimetro capilar. Este trabajo se enfoca en medir la viscosidad

intrinseca del biopolimero de chiaa 25 °C en presencia de iones sodio.



4 Antecedentes

4.1 Biopolimeros

Biopolimero proviene del griego (bio) que significa vida, (poli) que significa muchos'y (meros)
que se significa segmentos, son compuestos organicos que presentan enlaces de Van der Waals,
hidrogeno, e ionicos. La formacion de los biopolimeros es el resultado de la union de macromoléculas
de origen natural presentes en infinidad de plantas, insectos, frutas y animales. Por el proceso de
polimerizacion de pequefias moléculas organicas individuales denominadas monémeros se da lugar
a macromoléculas del mismo hasta llegar a un biopolimero (Elida Hermina et al., 2011). Muchas de
sus caracteristicas son hasta la fecha desconocidas por el hombre, hasta el momento existen
investigaciones para la determinacion del comportamiento de estos biopolimeros en presencia de
algunos factores alterantes existentes en las condiciones de procesado de las industrias como la
temperaturas, altas presionesy pH, que de algunamaneraestos se venafectados (de forma cualitativa
y cuantitativa) en presencia de alguna de estas condiciones (Mehrdad, Samadiani and Poormoosa,
2013).

En los biopolimeros existen dos grupos, los obtenidos de recursos renovables y los no
renovables, dentro de los renovables estan los biopolimeros mas importantes para la industria
divididos en tres grupos como se muestra en la Figura 1, los biopolimeros basados en biomasa
(aimidones y celulosa), una de las funciones de estos es el reforzar las matrices de algunos otros
polimeros para mejora sus caracteristicas de procesado y biodegradabilidad, el almidon es
comunmente utilizado para la fabricacién de envases y embalajes asi como la celulosa que se utiliza
para la fabricacion de membranas vy filtros de separacion de compuestos (Valero, Ortegon and
Uscategui, 2013).



BIOPOLIMEROS

MONOMEROS
BIO-DERIVADOS

1 I_I I

BIOMASA MICROORGANISMOS

POLIHIDROXIALCANOATO
GOMA GUAR
GOMA XANTANA
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POLISACARIDOS PROTEINAS

ACEITE VEGETAL

Figura 1. Clasificacién de biopolimeros en base a su fuente de obtencion (Valero, Ortegon and
Uscategui, 2013).

41.1 Chia

La semilla de chia (Salvia hispanica L.) forma parte de la familia de las Lamidceas es
encontrada en regiones delcentro y sur de México ademas del norte de Guatemala en gran cantidad
de variedades como por ejemplo la chia blanca, chia negra, y chia marrén, Ver Figura 2, de gran
consumo en la dieta mesoamericana desde tiempos prehispanicos ademas del maiz y frijol que los

aztecas ofrecian en las ceremonias religiosas (Cahill, 2003; de Falco, Amato and Lanzotti, 2017).

Figura 2. Variedades de chia (Salvia hispanica L.) comunes enla republicamexwana.



La planta de chia, Figura 3, es una herbacea, de produccion anual que alcanza una altura
aproximada de 1a 1.5 m de altura (Hemandez, 2016), tallo de didmetro promedio de 1-4 cm, ramoso
y ramificados de secciones cuadrangulares con vellosidades cortas y con hojas simples de 8 - 12 cm
delargoy 4 - 7 cmde ancho y peciolo corto (allo de hoja) 1.3 cm enla parte superiorde laplanta y
de 5 -7 cm en las ramificaciones inferiores, las flores son hermafroditas de coloraciones blancas y
purpuras que alcanzan sumadurez, cada flordenominadas carcérulo que contiene mericarpos donde
se encuentran las semillas denominados nuculas o clusas en cantidades de 1-4 segun lo descrito por
(Di Sapio et al., 2012).

Figura 3. Planta coninflorescencia de frutos de chia negra (Salvia hispanica L.).

La semilla de chia tiene una forma eliptica ovoide de aproximadamente una longitud de (1.8 a
2.5 mm) y un ancho de (1.5 a 2.0 mm), que presenta un area alrededorde (1.89 £ 0.23 mm?2) esta
semilla tiene tres principales capas donde se aloja el mucilago, la epidermis, sub-epidermis y el
endospermo central 0 también conocido por otros investigadores como testa que es principalment la
capa donde se encuentra el mucilago de chia que al tener contacto con agua estas tres capas se
fracturan para permitir expulsar el polimero que se adhiere fuertemente a la superficie de la semilla
(Di Sapio et al., 2012; Salgado-Cruz et al., 2013).



La semilla chia es una oleaginosa, se ha reportado que posee fibra dietética (18-30%), aceite
(30-33%), proteina (15-25%) y carbohidratos (26-41%). La semillade chia contiene antioxidantes que
se encuentran relacionados con presencia de polifenoles, tocoferoles, presentes enlos aceites de la
semilla (Capitani et al., 2012).

El mucilago dé chia se presenta como un halo incoloro trasparente que rodeala semilla
(Capitani et al., 2015) es un polisacarido esta constituido como untetrasacérido de unidades presentes
en su cadena principal como (1-4)-3-D-xilopiranosil, (1-4)-a-D-glucopiranosil, (1-4)-3-D-xilopiranosilo
con ramificaciones del acido 4-O-metfil-a-D-glucopiranosil en la posicion O-2 del f-D-xilopiranosil, la
relacion se presentade B-D-xilosaa monosacaridos de a-D-glucosa o &cido 4-O-metil-a-D-glucuronico
es de 2:1:1 (Lin etal.,1994), (Capitani et al., 2015). El Mucilago de chia contiene un porcentaje de
humedad de 9.32 % a 8.95 % pero inferiores a los de biopolimero de goma guar 10.36 % y goma
xantana 11.08 % reportado por ofros autores, ya que estas gomas son comunmente utilizados en la

elaboracion de alimentos (Segura-Campos et al., 2014),

41.2 Métodos de medicion de viscosidad intrinseca

La viscosidad intrinseca es una forma de estimar el volumen hidrodinamico e inferir el peso
molecular de polimeros y biopolimeros (Brunchi, Morariu and Bercea, 2014; Bak and Yoo, 2018). La
medicidén de viscosidad intrinseca es conocida en el analisis y caracterizacion de macromoléculas, la
medicion del volumen molecular se realiza usando un solvente para el polimero o biopolimero,
usualmente se utilizan concentraciones de biopolimeros muy bajas con la intencién de tener en forma
ideal moléculas en el solvente sininteraccion entre ellas (Lapasin and Pricl, 1995). Las aplicaciones
de lamediciénde la viscosidad intrinseca son tanto de caracter practico y como de caracterizacion de
las macromoléculas, por ejemplo, para predecir la solubilidad de una macromolécula en un
determinado solvente (Hanet al., 2013), para estimar el volumenmoleculardel acido polidmico, el cudl
es usado como precursor de poli-imidas, que se emplean para elaborar membranas que sirven como
tamiz molecular de moléculas de carbono (Qin et al., 2017), también se ha utilizado la viscosidad
infrinseca como una forma de medir el efecto de iones sodio y pH en el volumen molecular y la

interaccidn molecular de mezclas de gomas xantana y guar (Bak and Yoo, 2018).
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A partir de las investigaciones desarrolladas por Huggins (Huggins, 1937; Huggins Maurice L,
1942), se propuso un modelo, El limite de este modelo cuando la concentracion tiende a cero es la
viscosidad intrinseca, esto sugiere que para aplicar el modelo de Huggins y obtener valores de la
viscosidad infrinseca se requieren disoluciones diluidas de los polimeros o biopolimeros.

71% =[n] + k'[n]*°C Modelo de Huggins
. nsp _ , 2 .
lim —==[n]+k'[n]*C = [n]
c=0 C(C
Ecuacion 1
Donde:
Nsp viscosidad especifica [—]
C concentracion [gdL]
[n] viscosidad intrinseca [dLg]
k' constante de Huggins [~ ]
L
% = [n] + k'[n]?°C Modelo de Kraemer
Ln
c=0 C
Ecuacion 2
Donde:
Ln(Mye) viscosidad inherente [ ]
C concentracion [gdL]
[n] viscosidad intrinseca [dLg]
k' constante de Kraemer [~ ]
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Los modelos desarrollados por Huggins para la viscosidad infrinseca, fueron desarrollados
inicialmente para polimeros o biopolimeros neutros, es decir, polimeros sin carga. Sin embargo,
existen reportes en la literatura del empleo del modelo de Huggins para determinar la viscosidad
infrinseca en polimeros o biopolimeros con carga, es decir polielectrolitos; como por ejemplo en
carboximetilcelulosay gelana (da Silva et al., 2018), alginato de sodio y quitosano (Marcia Parente
Melo da Costa et al, 2017), para biopolimeros de plantas (Behrouzian, Razavi and Karazhiyan, 2014),
biopolimeros de origen microbiano como la xantana (Brunchi, Morariu and Bercea, 2014). Los
polielectrolitos ven afectado su volumen molecular por la presencia de sales, como por ejemplo sodio,
potasio, calcio y magnesio. La Figura 4, muestra el comportamiento de la viscosidad intrinseca para
la goma xantana, que es un polielectrolito, en presencia de iones sodio (Brunchi, Morariu and Bercea,
2014), este comportamiento es caracteristico de los polielectrélitos . EI méximo volumen molecular de
los polielectrolitos se presenta en ausencia de sales afiadidas, el incremento en la concentracion de
sales causa una rapida disminuciéon en la viscosidad intrinseca, concentraciones altas de sal,

aproximadamente 100 mM, causa que la molécula tienda a tomar una forma esférica, ver Figura 4.

1.7

1.6 A

1.5 A

1.4 -

Log [n] (dL g™)

1.3 A

1.2 4

ll T T T T T
log C salt (mol/L)

Figura 4. Dependencia de la viscosidad intrinseca debido a la adicién de sal, cloruro de sodio,
para un polielectrolito (goma xantana), (Brunchi, Morariu and Bercea, 2014).
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Existen otros reportes en la literatura cientifica del empleo de la viscosidad intrinseca de
biopolimeros de plantas, usando viscosimetros capilares de dilucion, por ejemplo, se estudié el efeco
de sales y azUcares del biopolimero de las semillas de berro (Lepidium sativum) el comportamienio
de las viscosidad infrinseca con la adicion de sales fue el caracteristico de un polielectrolib,
obteniendo viscosidades intrinsecas en el intervalo de 3.9 dL/g sin iones adicionados, la adicién de
iones como Na* o Ca**, disminuye la viscosidad intrinseca hasta valores de 2 dL/g, en este caso se
uilizd un viscosimetro capilar de dilucion del nimero 75, la temperatura de medicion a 25 °C

(Behrouzian, Razavi and Karazhiyan, 2014).

Por ofro lado Timilsena et al., (2015) en su investigacién propiedades reoldgicas y micro
estructurales del polisacarido de semilla de chia, donde se utiliza un viscosimetro capilar Cannon-
Ubbelohde N° 75 en un intervalo de temperatura de 20 °C £ 0.1 °C en un bafio de agua, reporta que
las mediciones realizadas en un rango de viscosidad relativa 1.11 a 2.14 para mantener su linealidad
conuna Rz (0.950) usando las ecuaciones de Huggins y Kraemer arrojaron viscosidades intrinsecas

de polisacarido de semilla de chia son muy similares entre si [n]1 = 16.63dL g-'y [n]k =16.34 dLg-
1

Para analizar el comportamiento delbiopolimero de semilla de chia en diferentes condiciones
que perturban su conformacién natural como son la temperatura, presion, pH, la concentracion, fuerza
idnica estas condiciones son ampliamente utilizada para el analisis de macromoléculas poliméricas
para conocer sus comportamientos cuando se ve afectada su estructura fisicoquimica (Brunchi,
Morariu and Bercea, 2014), pudiendo asi examinar en los procesos industriales, por lo cual, estos
analisis permiten la aplicacion de materiales poliméricos y sus combinaciones mejorando la calidad de
los productos, ademas del maximo aprovechamiento de la materia prima que se ve reflejada en la
reduccion de costos, las industrias que mas utilizan este tipo de materiales de origen bioldgico,

microbiano y derivados del petréleo son las industrias textil, farmacéutica, y alimenticia.
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5 Materiales y Métodos
5.1 Material

La semilla de chia negra, Figura 5, se obtuvo en la central de abastos de la ciudad de Salillo,
Coahuila de Zaragoza, México. La semilla se guard6 en bolsas de polietileno y se almacenaron a 4°C

hasta su us6 posterior.

Figura 5. Semilla de chia negra (Salvia hispanica L) empleada en este trabajo.

5.2 Obtencién del biopolimero

Se sigui6 el procedimiento reportado previamente por Rodriguez-Cruz  (2014), en forma
resumida, las semillas de chia se hidrataron usando una relacion de chia: agua de 1:3 durante un
periodo de 1 hora minimo, las semillas hidratas se coloraron en tres charolas con una capacidad de 2
kg, posteriormente se liofilizé usando un equipo semipiloto (Consol 25SL, Virtis, New York, USA),. El
proceso de liofilizacion siguio el siguiente perfil de temperaturas, de temperatura ambiente hasta -50
°C, posteriormente cuando llega a esta temperatura se inici6 el vacio hasta una presion de 100 mPas,
finalmente se inicio el proceso de calentamiento desde -50 a 30 °C, manteniendo el vacio en 100

mPas.

5.21 Tamizado

La muestra liofilizada, se tamiz6 usando un equipo fabricado en las instalaciones del Cento de
Desarrollo de Productos Bidticos, ver Figura 6. Se utilizaron tamices circulares de 20 cm de diameto
de los siguientes tamafios de malla: 12, 40, 60, 80, 100 y 110, la Tabla 1, muestra el nimero de malla
de tamiz empleado y la apertura de la malla en micrometros. Los tamices se apilaron poniendo en la
base elque posee elnumero de mallamas grande y quedand o enla parte superiorel numero de malla

mas pequefio.
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Figura 6. Sistema de tamizado empleado para separar el biopolimero de las semillas de chia

Tabla 1. Apertura de malla de los tamices empleados para separar el biopolimero de chia.

liofilizadas

Numero malla | Apertura malla
(um)

12 1680
40 420

60 250

80 177

100 149

120 125

200 74

Fuente: https://www.sigmaaldrich.com/chemistry/stockroom-reagents/learning-center/technical-

library/particle-size-conversion.html.

El material liofilizado se colocd en el tamiz de malla 12, teniendo cuidado de disgreger el
material liofilizado, usualmente se coloca un peso de 400 gramos por lote, después de cargar el
material, se puso latapa del tamiz, para evitar durante el proceso de tamizado la p érdida de material.
El equipo cuenta con una velocidad de agitacidén constante, la unica condiciéon que se pudo modificar

es el iempo de tamizado, en este caso se fij6 en 40 minutos. EI movimiento oscilatorio del equipo
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permitid que las semillas con el biopolimero se friccionaran y se desprendieran de la semilla, esto
ocurre enla malla 12, las mallas subsecuentes, permiten obtener el biopolimero libre de material que
se ha desprendido de la semilla por friccion. Al término el tiempo de tamizado, se revisa el tamiz
numero 12, silas semillas se observan libres de biopolimero, ver Figura 7, se finaliza el proceso de

separacion, en caso contrario tamizar nuevamente por un periodo de 20 minutos mas.

Figura 7. Semillas de chialibre de biopolimero, después del proceso de tamizado.

5.3 Preparacion de disolucién chia

Se pesaron 0.1 g de biopolimero de chia y se dispersaron en 100 mL de agua destilada,
usando agitacion (Magnetic Stirrer, model:SH-2, Power 180 Watts) porun periodo de 8 a 10 horas,
posteriormente la disolucion se filtrd usando un sistema de filtracion al vacio (Modelo FS250, CIVEQ,
México), el filtro usado tenia un tamafio de poro entre 40 a 60 um. A la disolucién filtrada se le midid
el contenido de carbohidratos totales, esta disolucidn fue emplea para realizar las mediciones de la

viscosidad intrinseca.

5.4 Carbohidratos totales

Para la cuantificacion de carbohidratos totales se empled el método de Fenol — &cido sulfirico
descrito por DuBois et al., (1956). El método tiene su fundamento en la disolucion de carbohidratos
(azUcares simples y complejos) que contienen grupos reductores libres o potencialmente libres, en
condiciones acidas, se genera la liberacién de compuestos de color amarillo o naranja, que son

facilmente cuantificables espectrofotométricamente, 480nm a 490nm DuBois et al., (1956).
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5.41 Curva estandar

Se prepard una disolucion de dextrosa de 1 mg/mL. Se utiliz la tabla 2 para la realizacién de
las diluciones y tener concentraciones en el intervalo de 0 a 100 pg/mLy posteriormente se traté con
los mismos reactivos aplicados a las muestras de polimero. Se sigui6 el procedimiento descrito en la

seccion anterior.

Tabla 2.Concentraciones de dextrosa empleadas para la curva estandar.

Tubo | Disolucion | Agua | Concentracidn
dextrosa (WL) (Mg/mL)
(L)

1 0 1000 0

2 20 980 20
3 40 960 40
4 60 940 60
5 80 920 80
6 100 900 100

5.4.2 Medicion

Se pes6 0.025 mg de la muestra a analizar, se solubilizé en 100 mL de agua destiladay se
mantuvo en homogenizacion durante 15 minutos aplicando calentamiento moderado para facilitar la
dispersion del material. En tubos de ensayo (18x150 mm) e identificados, se realizaron diluciones
dentro delintervalo de 1:10 a 1:200 de forma que la concentracion de la solucion se encontrara dento
delintervalo de 20 a 100 ug/mL, se procedio de la siguiente forma.

En tubos de ensayo antes mencionados se adiciono 1 mL de la solucion a determinar, 0.5 mL
de fenol al 5% y 2.5 mL de &cido sulfurico al 97.1 % (H2SQ4). El &cido fue adicionado de manera
directa a la solucién evitando el contacto con las paredes de los tubos de ensayo y se dejé reposar
por 20 minutos. Al concluir el tiempo de reposo se lee la absorbancia de la muestra en el
espectrofotdmetro UV de (480 nm a 490 nm), usando un blanco de agua destilada aplicando las
mismas condiciones que las muestra de polimero.
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5.5 Medicion de densidad

1.

Lavar el picnémetro, Figura 8, y posteriormente enjuagar con agua destilada, secar estufa por
un periodo de 5 horas.

Retirar el picnometro de la estufay colocar en un desecador, usando pinzas, y esperar de 15
a 30 minutos, hasta que se equilibre con la temperatura ambiente.

Pesar el picnémetro vacio en una balanza analitica, teniendo el cuidado de que esk
totalmente seco y limpio.

Refirar de la balanza, llenar lo completamente de liquido utilizando una jeringa o pipetay
enseguida colocar su tapon. Al colocarlo parte del liquido se derramardy porlo tanto debera
secar perfectamente el recipiente y el tapdn por fuera.

Medir la masa del picnémetro lleno de liquido

Quitar el tapon del picndmetro y sin vaciar volver a llenar, colocar el tapon, secarlo bien por
fuera y volver a medir sumasa.

Repetir nuevamente el paso anterior para tener tres mediciones que permitan obtener tres
valores de densidad del liquido

Medir la temperatura del liquido

Calcular los datos usando esta expresion:

_m(p+d)—mp
B Vv

Ecuacion 3

Mp: peso de picndmetro vacio
M(p+s): peso de picnometro méas disolucion
V. Volumendel picnémetro
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Figura 8. Picndmetro empleado para realizar las determinaciones de densidad.

5.6 Estudios de microscopia

5.6.1 Preparacion de disoluciones

Para la preparacion de la muestra, se prepard unadisolucién de biopolimero de chia con una
concentracion de 1 mg/ml, se prepar6 un volumen de 50 mL de agua destilada previamente filtrada, la
soluciénfue filtrada a través de un vidrio poroso parareducireltamafio de particula insolubles. Algunas
disoluciones, se marcaron usando fluroceina, para seranalizadas por microscopia confocal laser, se

agregaron 2 mg del colorante y se agitd durante 30 minutos.

5.6.2 Microscopia confocal laser de barrido (CLSM)
Se utilizd un microscopio confocal de barrido laser (Carl Zeiss, Modelo LSM 800), para la
adquisicién y analisis de las imagenes se usé el programa ZEN 2.3 Blue edition. Fabricado en

Alemania.

5.6.3 Microscopia de electronica de barrido
Se utilizd un microscopio electronico de barrido ambiental marca Carl Zeiss, Modelo EVO

LS10, fabricado en Alemania.

19



5.7 Viscosidad intrinseca

Para las mediciones de viscosidad intrinseca se utilizé un viscosimetro de dilucién (Cannon-
Ubbelohde Dilution, Cannon-Feske, USA) numero 50, fabricado en material de vidrio, ver Figura 9. El
sistema de control de temperatura, para las mediciones de viscosidad intrinseca consta de un tanque
de acrilico, con sistema de recirculacién a través de una bomba, con una capacidad de 50 L, el contol
de temperatura de 15 a 25 °C se realizé con un sistema de refrigeracion portatil (compresor-
evaporador) controlado por un termostato, para las temperaturas de 25 a 30°C se utilizé una
resistenciade 400 Watts controlado a través de un microprocesadorW1209, China. Eltanque de agua
posee unatapa para disminuir la pérdida de calory servirde soporte para el viscosimetro en forma

vertical.

Figura 9. Viscosimetro de dilucién (Cannon-Ubbelohde Dilution, Cannon-
Feske, USA).
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5.7.1 Limpieza
La limpieza del viscosimetro se realiz6 siguiendo el siguiente procedimiento. Se utilizé agua
destilada o bidestilada para el lavado (Velaquin, Puebla, México), previamente filtrada. El agua filtrada

se guardo en recipientes de vidrio, lavados previamente con agua filtrada.

Se colocan 25 mL de agua destilada filtrada en el viscosimetro de dilucion a través del tubo
G, ver Figura 9, posteriormente conla ayuda de una propipeta, que se colocaen el tubo A, se hace
succidn al mismo tiempo que se tapa el orificio B, permitiendo que el nivel del liquido llegue hasta
esfera de vidrio C, quitar la succion del tubo A y destapar el orificio B, el proceso de lavado termina
cuando el nivel delliquido es igual al que tiene el agua en el depdsito J. Desechar el agua, cargar

agua limpiay repetirel proceso de lavado al menos tres veces.

Usando agua destilada y filrada, se ponen 20 mL de agua en el deposito J, se coloca el
viscosimetro en el bafio de temperatura controlada a 25 °C y se determinala viscosidad cinematica
del agua como se describe a continuacion. Colocarla propipetaenel tubo A y al mismo tiempo que
se tapa el orificio hacer succion con la propipeta, cuando el nivel del liquido alcance el deposib C,
destapar el orificio B y quitar la propipeta del tubo A. Cuando el nivel del liquido llegue a la marca D,
iniciar el conteo del tiempo con un crondmetro y detener el crondmetro cuando el nivel del liquido

llegue alamarca F.

Sielproceso delimpiezaconaguano fuera suficiente se puede realizarel proceso delimpieza

usando una disolucidn de &cido sulfurico al 30%, siguiendo el proceso descrito previamente.

5.7.2 Calibracion
Después del proceso de limpieza del viscosimetro, el siguiente paso es verificar el proceso de

limpieza. Usando el siguiente procedimiento:

1. Ajustar la temperatura de control del bafio de agua a 25 °C. Colocar el viscosimetro dento
del bafio a temperatura constante, nivelar el viscosimetro en forma vertical y horizontalmente
en el bafo, conlaayuda de un nivel.

2. Tomar de 10mL de agua destilada, previamente filtrada, y colocarladirectamente conla ayuda
de una pipetaenel tubo G en el reservorio del viscosimetro, ver Figura 9.

3. Dejar reposar 15 minutos, para lograr el equilibrio térmico del sistema.
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4. Tapara conun dedo laparte superiordeltubo By aplicar succion en el tubo A hasta que el
liquido alcance el centro del bulbo C, posteriormente retirar la succion del tubo A 'y quitar el
dedo deltubo B, después de haberretirado el dedo, esperar que el nivel del liquido alcance
la marca D y enseguida iniciar el conteo del tiempo.

5. Tomar el tiempo que tarda el agua en fluir, pasando por el menisco de la marca D, hasta le
menisco de lamarca F, ver Figura 9.

6. Repetirlos pasos 4y 5al menos tres veces. Anotar los tiempos que se obtienen.

Con el promedio de los tiempos de flujo se puede estimar el valor de la viscosidad cinematica
del agua, debido a que se utilizé un viscosimetro calibrado, y se compara con la viscosidad cinematca
del agua que se obtuvo de la literatura. La ecuacion 4, permite calcular la viscosidad cinematica
usando los tiempos de flujo delagua. La constante para el viscosimetro No. 25y 50 sonK =0.2019x10-
4 cm2/s2, K=0.4407x104 cm?/s2. La Figura 10, muestra el comportamiento de la viscosidad cinemafica
obtenida de laliteratura (Poling et al., 2007), la linea continua representa la regresion no lineal de los

datos reportados enla literatura, la ecuacion 5 representaala linea continua enla Figura 10.

v = kt Ecuacion4

0.020

0.018 =»

0.016 -

0.014 -+

0.012 -+

0.010 +

0.008 -+

Viscosidad cinematica, v, (cm®s™)

0.006 -

0.004 -

0.002 T T T T T
o0 20 40 60 80 100 120
Temperatura (°C)

Figura 10. Comportamiento de la viscosidad cinematica agua (Poling et al., 2007).
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v=0.003 () +0.015 (<) [e-0054T°O)] Ecuacions

Si la diferencia entre la viscosidad cinematica obtenida experimentalmente y las reportadas

en la literatura, es menor al 5%, se considera que el viscosimetro esta limpio y listo para realizar

mediciones. En caso contrario, se procede a realizar una limpieza usando una disolucién de acido

sulfurico al 30%, procediendo en forma similar a cuando se realizaron los lavados con agua destilada.

Al terminar el proceso de limpieza, se realiza nuevamente las mediciones del flujo usando aguay se

verifica que el error de la medicién sea menor al 5%.

5.7.3

Medicion

El proceso de medicidn se llevo a cabo siguiendo los pasos especificados en el manual de

uso del equipo que se muestra a continuacion:

1.

Ajustar la temperatura de control del bafio de agua a 25 °C. Colocar el viscosimetro dento
del bafio atemperatura constante, nivelar el viscosimetro en forma vertical y horizontalmente
enel bafio, conlaayuda de un nivel.

Tomar de 8 mL de la solucion madre, previamente preparada, y colocarla directamente con la
ayuda de una pipetaeneltubo G en el reservorio del viscosimetro, ver Figura 9.

Dejar reposar 15 minutos, para lograr el equilibrio térmico del sistema.

Tapar conun dedo la parate superiordel tubo By aplicar succién en el tubo A hasta que el
liquido alcance el centro del bulbo C, posteriormente retirar la succion del tubo A y quitar el
dedo deltubo B, después de haberretirado el dedo, esperar que el nivel del liquido alcance
la marca D, e iniciar el conteo del tiempo.

Tomar el tiempo que tarda la solucion enfluir, pasando por el menisco de la marca D, hasta
le menisco de lamarcaF, ver Figura 9

Repetirlos pasos 4y 5 al menos fres veces. Anotar los tiempos que se obtienen.

Para diluir la muestra afiadir una cantidad de solvente conocida, usualmente agua, usando
una pipeta, colocar el solvente dentro del reservorio inferior J por el tubo capilar G del

viscosimetro, ver Figura 9.
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5.7.4 Secuencia de calculo
Con el tiempo de flujo obtenido en el viscosimetro se estima la viscosidad relativa y se ajusta a los

modelos de Huggins y Kraemer. Siguiendo el siguiente procedimiento

Calcular viscosidad relativa y posteriormente viscosidad especifica.
Estimar la viscosidad reduciday la viscosidad inherente.

c) Ajustar viscosidad reducida versus concentracion a la ecuacion de Huggins.
) Ajustar viscosidad inherente versus concentracién a la ecuacion de Kraemer.

Obtener la viscosidad intrinseca a partir de la ecuacion de Huggins y Kraemer, obtener la
constante de Kraemer.

6 Resultados

6.1 Selecciény calibracion viscosimetro
Después de lalimpieza delviscosimetro, se realizé la calibracion usando agua destilada para

los viscosimetros (The Cannon-Ubbelohde Dilution Viscometer, USA) No.25 y 50, calibrados de
fabrica, los constantes de calibracién se encuentran en la seccion de metodologia. Enla Tabla 3, se

muestra los tiempos de flujo para le viscosimetro.

Tabla 3. Tiempos de flujo para el viscosimetro capilar (No.25), usando agua destilada.

Repeticién Tif(’;“)PO Tem(ggr)atura
1 438.08 578
2 43060 278
3 430.16 578
4 43089 577
5 429.70 578
PROMEDIO 43788 349 27792 0.04

Para el analisis estadistico de los datos de la Tabla 3, se utilizaron los siguientes datos de la Tabla 4,

el tiempo de flujo de referencia se obtuvo usando la ecuacién4y 5.
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Tabla 4. Datos de tiempo de flujo para el viscosimetro No. 25

Muestra Tiempo promedio | Temperatura Grados libertad
(segundos)

Tiempo de flujo agua 431.88 £ 3.49 27.78 £0.044 >-1=4

Tiempo de flujo usando Ec.4y 437.34 27178 £0.044 | -

5

La Tabla 5 muestra los resultados del andlisis estadistico, se concluye que el tiempo de fiujo
obtenido para el agua con el viscosimetro No. 25 estadisticamente es diferente al valor obtenido por

las ecuaciones 4y 5.

Tabla 5.Resultados del andlisis de estadistico t-student, para iempos de flujo del viscosimetro
No. 25, usando el programa R.

t.test(x = b, mu = 437.34,conf.level = 0.05)

One Sample t-test, data: a
Tcal = -3.4927, df = 4, p-value = 0.02506
criterio decisidédn -2.1318 < t(tablas) < 2.13 Intervalo de Ho

alternative hypothesis: true mean is not equal to 437.34
5 percent confidence interval: 431.7818 a 431.9902
sample estimates: mean of x 431.886

* Software estadistico (R)

En la Tabla 6, se muestra los tiempos de flujo cuando se emple6 un viscosimeto
capilar (No. 50), usando agua destilada, se tuvo un promedio de 190.02 segundos con una desviacion
estandar de 0.2703 segundos.La Tabla 7, indica los datos para realizar el analisis estadistico para
comparar tiempos de flujo del viscosimetro con los reportados de tablas. La Tabla 8, indica que los
datos de flujo obtenidos por el viscosimetro son estadisticamente menores a los tiempos que se

deberian obtenerportablas.
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Tabla 6.Tiempos de flujo para el viscosimetro capilar (No.50), usando agua destilada.

Repeticion Tiempo Temperatura
(s) (°C)
1 190.05 21.7
2 189.88 27.8
3 189.86 27.8
4 190.49 27.8
5 189.86 27.6
Promedio 190.02 £0.2703 21.7

Tabla 7.Datos de tiempo de flujo para el viscosimetro No. 50

Muestra Tiempo promedio | Temperatura Grados libertad
(segundos)

Tiempo de flujo agua 190.02 £0.2703 | 27.7 £0.044 5-1=4

Tiempo de flujo usando Ec.4y 200.43 27.78 £0.044 | -

5

Tabla 8.Resultado del analisis estadistico para tiempos de flujo del viscosimetro No. 50.

t.test(x = b,mu = 200.43,conf.level = 0.05)

One Sample t-test

data: b

tcal = -86.046, df = 4, p-value = 1.094e-07

criterio decisidén -2.1318 < t(tablas) < 2.13 Intervalo de Ho

alternative hypothesis: true mean is not equal to 200.43
5 percent confidence interval: 190.0199 190.0361

sample estimates: mean of x 190.028

* Software estadistico (R)
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La explicacién para que en ambos casos se obtuvieran tiempos de flujo menores a los que se
deberian obtener portablas, se debe tal vez al control de temperatura, la disminuciénde 1 °C enla
temperatura del agua repercute en la disminucion drastica de la viscosidad cinematica y por

consiguiente en los tiempos de flujo estimados al usar las ecuaciones 4y 5., Ver Anexo B.

6.2 Disoluciones de chia

6.2.1 Densidad

Para los calculos de viscosidades, relativa, especifica, intrinseca, es necesario obtener la viscosidad
cinética que se calcula con las siguientes ecuaciones:

Ecuacion 6

€ |

kt Ecuacion 4

<
Il

Donde la V es la viscosidad cinéticade una soluciono solvente es expresada en stokes,

mientras que la 1) es la viscosidad dinamica equilibrada en unidades de (centipoise) y por ultimo (p

es la densidad expresada en (g/cm3), dado que el viscosimetro capilar Cannon-Ubbelohde Dilution,
Cannon-Feske, solo nos permite calcular la viscosidad cinética despejaremos la viscosidad dindmica,
yaque la viscosidad relativa es en funcién de esta, con esto podemos definir que para la obtencion de

la viscosidad relativa puede expresarse de la siguiente manera:

V* ktx* &t * t
nr = T = P - ® = == Ecuacion 7
No Vo*Po ktoxpo o x5 to

Que al simplificar esta proporciony tomando en cuenta dos puntos de gran importancia dado

que elvalor de la constante K es el mismo para la soluciény el solvente, se puedeno tomar encuenta,

mientras que parala densidad (P enlaliteratura algunos autores mencionanque ensoluciones diluidas

0 muy pequefas ladensidad es despreciable 0 muy cercanas a los valores del solvente, en nuesto

caso agua porlo que lafunciéon queda de esta forma:

27



Donde solamente en la expresién quedan los valores de los tiempos de flujo de la solucién ¢ sobre el

t

to

tiempo de flujo del solvente puro ¢,

La Figura 11, muestra el comportamiento de disoluciones de chia y cloruro de sodio con
respecto a la densidad, en ambos casos se observa que al disminuir la concentracion la densidad

tiende a valores de 1g/mL, es decir, tiende avalores de ladensidad del agua, estainformacion permite

Ecuacion 8

reducir el calculo de la viscosidad relativa al cociente de tiempos.

pigmL")

Figura 11. Efecto de la concentracién en la densidad de una disolucién de chia o cloruro de

1.20 1 |
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6.2.2 Estudios de microscopia

6.2.2.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Se analiz6 la muestra de biopolimero por microscopia electrénica de barrido, puesto que en
el proceso de filtracion se presentaron dificultades debido a una obstruccién con gran rapidez de los
filtros utilizados en este proceso, porlo que se infiere de la existencia de material insoluble que impide
la filtracion. El estudio se llevé a tres diferentes magnitudes de enfoque de 100 X, 500 Xy 1000 X,
donde se tomaron cinco diferentes campos de la muestra para determinar la homogeneidad y

presencia de material insolubles.

Se obtuvieronimagenes de dos muestras de disolucionesde biopolimero (no filrado y filtrado).
Las disoluciones sin filtrar presenté pequefios fragmentos de las capas sub-epidérmica con células de
forma hexagonal, estas se presentan en la estructura de la tercera capa que recubren ala semilla de
chia que se encuentraligado ala secrecion del mucilago, como lo reportado por (Salgado-Cruz et al.,
2013). También se pudo observar material insoluble, ademas de la existencia de conglomerados del
polimero de tamafio significativo con diferente formas y dimensiones las cuales se determinaron con
ayuda del software del equipo (SEM), se midieron las longitudes (16.18 um a 55.01 pm) y diametros

(9.002 um a 28.75 um) en la muestra analizada, ver Anexo Dy Figura 12.

Iag = 100X EHT = 20.00 k¥ Signal A=NTS BSD

Figura 12. Analisis de Microscopia Electronica de Barrido SEM. Imagen biopolimero solubilizado
no filtrado de concentracion (1 mg mL-).
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Por otro lado, en la muestra filtrada presenté una disminucion en la presencia de material
insoluble y conglomerados, manteniendo pequefios fragmentos de las capas sub-epidérmica con
células de forma hexagonal de menor dimensién al igual que los conglomerados, las longitudes y
diametros encontrados en esta muestra fueron de (39.75um a 69.87um) y (9.241um a 14.10 pym)

respectivamente.

Mag= 100 X EHT = 20.00 k¥ Signal A= NTS BSD

Figura 13. Analisis de Microscopia Electronica de Barrido SEM. Imagen biopolimero solubilizado
filtrado de concentracion (1 mg mL-1).

De igual manera se determinaron las longitudes de particulas utilizando el software (imagen
J), de acceso libre para el andlisis de particulas en las disoluciones de chia no filtrado vy filtrado
tomando como referencia la escala proporcionada por el equipo (SEM). Se obtuvo un promedio de
longitud de 30.24 um, con una desviacion estandar de 17.44 para disolucion no filtrada y de 22.36 um

con una desviacion estandar de 15.90 para la filtrada, ver Figura 14 y 15.
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A

Figura 14. Histograma de distribucion de lalongitud minima de las particulas insolubles
encontradas en la disolucién de chia filtrado obtenido del software (imagen J).

B 02000
L 25

Figura 15. Histograma de distribucion de lalongitud minima de las particulas insolubles
encontradas en la disolucion de chia sin filtrar obtenido del software (imagen J).

255

5

6.3 Viscosidad intrinseca biopolimero chia

6.3.1 Efecto de temperatura

Se manejo una temperatura controlada de 25 + 0.1 °C, y analizando los tiempos de flujo y
valores de viscosidad relativa ver Anexo C. Se puede observar que una pequefia variacion de
temperatura de 0.2 °C puede influir en el iempo de flujo del biopolimero ocasionando un incremento
o disminucion del tiempo de desplazamiento a través del capilar de viscosimetro (Chen and Tsaih,
1998), un error experimental que se trasfiere a los resultados finales de viscosidad intrinseca

reflejandose enladispersién que presentan los puntos en laregresidn lineal (Pamies et al., 2008).



6.3.2 Efecto de iones de cloruro de sodio

En la Tabla 9, muestra las fracciones mM y el efecto del incremento de los iones de cloruro
de sodio enlas soluciones a diferentes concentraciones, donde refleja que en ausencia de iones la
solucién reporta valores de viscosidad intrinseca entre 38.53 dL/g a 34.37 dL/g, mientras que al
incrementar la fraccion mM de iones esta tiende a disminuir de manera gradual, a lo cual puedo
comentar que el biopolimero tiene un comportamiento comdn de un poli electrolito en presencia de
iones (Brunchi, Morariu and Bercea, 2014), Asi mismo se infiere que la disminucion de la viscosidad
infrinseca se manifiesta porel plegado de lamolécula al interactuar con las cargas de iones, pueso
que a medidaque incrementa la fraccién mM esta compactasu volumen hidrodinamico hasta alcanzar
valores de viscosidad infrinseca de 4.81 dL/g lo que se puede deducircomo un 98% de su tamafio.

La serie de experimentos se observa en el Anexo A.

Tabla 9.Viscosidad intrinseca de biopolimero de mucilago de chia filtrado y constantes de Kny
Kk frente a diferentes concentraciones de fraccion mili molar (mM) de cloruro de
sodio.

Efecto de iones de sodio

T(C) | Cmgmlinicial | C ugimifinal| nrel | mMNa+ d[D]g SEQ] Ky K
25+0.1 04 20675 | 2477 0 3853 | 3546 | 0022 | -0.268
25+0.1 04 27585 | 2.133 0 3437 | 3347 | 0203 | -0.19
25+0.1 08 34405 | 1562 1 1286 | 1452 | 1461 | 0445
25.+0.1 08 50596 | 141 1 1050 | 839 |-0466 | -0673
25+0.1 08 39666 | 1.182 5 052 | 1230 | 2511 | 0883
25.+0.1 12 95713 | 1764 50 481 | 561 | 1495 | 0348
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Viscosidad Intrinseca vs mMNa

35

25

Viscosidad Intrinseca
15 20

10

mi Ma

Figura 16. Grafica de dispersion de viscosidad intrinseca de biopolimero de mucilago de chia
filtrada frente a la fraccion mM de cloruro de sodio obtenido del software

estadistico (R studio).
ANALISIS DE VARIANZA
Factor Niveles Valores
mM 4 0, 1, 5, 50
An4dlisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
mM 3 1011.28 337.094 62.28 0.016
Error 2 10.82 5.412
Total 5 1022.11

Tabla 10. Resultado del andlisis de varianza con un alfa de 0.05 de la Figura 16 de viscosidad
infrinseca ([N] dL/g ) frente a concentracion (mM) obtenido del software Minitab.
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Los valores de laconstante nos sirvenpara determinar siel solvente escapasde solubilizarel polimero
un valorde 0.3 nosindican una buenasolvatacion, mientras que los valores cercamos a0.5 nos ofrece
que la fuerza del solvente y el polimero soniguales., Porotro lado, En el presente estudio donde la
constante de Huggins adoptan valores 0.2 a 0.5 indica que la interaccién (polimero — solvente) es
factible existiendo solvatacionenelmedio acuoso, elincremento hasta 2.5 nos indican que el solvente
no es capaz de solubilizary tienden a formarse conglomerados del polimero comportamiento que se
ve reflejado al adicionar Na+, mientras la constante de Kraemer refleja valores que incrementan de -
0.1 a 0.8 cumpliendo con el comportamiento requerido para ser tomados en cuenta en esta

investigacion (Pamies et al., 2008).

Kh vs mMNa
w o
i
o |
i
2 o
A
e
o |
g -4 o
]
I I I I I I
0 10 20 30 40 50
mivd Na

Figura 17. Grafica de dispersion de Ky del biopolimero de mucilago de chia filtrado frente a la
fraccion mili molar de cloruro de sodio (mM) obtenido del software estadistico (R
studio).
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7 Conclusiones

Se realizé la medicidn de la viscosidad intrinseca del biopolimero de la semilla de chia a 25
°C enelintervalo de concentraciones de 0 a 50 mM Na+. El biopolimero tiene un comportamiento
caracteristico de los polielectrolitos al incrementar la concentracion de Na+, la adiccion de iones
permiti6 determinar el comportamiento del biopolimero cuando sus moléculas se pliegan reduciendo
su volumen hidrodinamico hasta un 98%, la viscosidad intrinseca disminuye de valores de 38.53 hasta
5 dL/g. A valores mayores del 1 mM la constante de Huggins tiene valores mayores de 0.5, las
implicaciones practicas son que el solvente agua con 1 mM Na+ no posee la capacidad de disolver a

biopolimero de chia.

El andlisis de microscopia permitio visualizar fragmentos insolubles que pueden influir en los
resultados de viscosidad intrinseca al elevar el iempo de flujo a través del capilar del viscosimetro, se
propone agregar esta variable en el analisis de viscosidad intrinseca de biopolimero de mucilago de
chia que puede ser de interés sin dejar de lado las ya conocidas para este estudio (temperatura,

concentracion, efc).
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9 Anexos

9.1 Anexo A: Base de datos

9.1.1 Serie de experimentos de medicion de tiempo de flujo de biopolimero de chia

solubilizado en agua destilada sin presencia de iones de sodio

PRIMER EXPERIMENTO

DETERMINACION DE LAVISCOSIDAD .
INTRINSECA DETERMINACION SIN PRESENCIA DE IONES DE SODIO
PESO DE POLIMERO 20 mg
VOLUMEN DE AGUA DES. 50 ml
CONCENTRACION INICIAL 0.4 mg/ml
ABSORBANCIA 0.781
CONCENTRACION FINAL FILTRADO 296.75 pg/ml
REPETICION| t(min) t(s) T(C% Nrel [ Jug/ml Agua (ml)
Agua 320721 200.21” 25 * * 10
Agua 321738 201.38” 25 * * *
1 7177167 437.16 25 2177 296.7 0
2 718729 438.29 25 2.183 * *
1 62470 384.7 25 1.916 228.2 3
2 627757 387.57 25 1.930 * *
1 562712 352.12 25 1.754 185.4 6
2 551758 351.58 25 1.751 * *
1 529794 329.94 25 1.643 156.1 9
2 530799 330.99 25 1.648 * *
1 5127407 3124 25 1.556 134.8 12
2 513716"" 313.16 25.1 1.560 * *
1 4597107 299.1 25 1.490 118.6 15
2 500795 300.95 25 1.499 * *
1 4°45700" 285 25 1419 105.9 18
2 4°457°76" 285.76 25 1423 * *
1 4'387017" 278.01 25 1.385 95.7 21
2 4'33749" 27349 25 1.362 * *
1 429791 269.91 25 1.344 87.2 24
2 429782 269.82 25 1.344 * *
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1 425751 265.51 25 1.322 80.1 27
2 424749 264.49 25 1.317 * *
1 422787 262.87 25 1.309 74.1 30
2 4177817 257.81 25 1.284 * *
1 4157507 2555 25 1.272 69 33
2 413788 253.88 25 1.264 * ¥
CALCULOSPARA LA DETERMINACIONDEVISCOSIDAD INTRINSECA
Nrel Nsp Ln[Nrel] Clg/dl] Nsp/C Ln[Nrel}/C
1 2179 1.179 0.779 0.02967 39.74 26.25
2 1.922 0.922 0.653 0.02282 40.40 28.63
3 1.751 0.751 0.560 0.01854 40.51 30.22
4 1.645 0.645 0.498 0.01561 41.32 31.89
5 1.557 0.557 0.443 0.01348 41.32 32.85
6 1493 0.493 0.401 0.01186 4157 33.79
7 1421 0.421 0.351 0.01059 39.75 33.18
8 1.373 0.373 0.317 0.00957 38.98 33.12
9 1.343 0.343 0.295 0.00872 39.33 33.82
10 1.319 0.319 0.277 0.00801 39.83 34.57
11 1.296 0.296 0.259 0.00741 39.95 34.99
12 1.268 0.268 0.237 0.0069 38.84 34 41
VALORES GRAFICOS (OmM)
Nsp/C Ln[nrel]/C
b= 39.65 374 38.525
Rz 0.072 097
m= 35.21 -374.66
K= 0.022 -0.268
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R2=0.0728
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35
e Nsp/C
33
Ln[Nrell/C
31
29
y =-374.66x + 37.404
27 R%2=0.9726
25
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03 0.035
TRECER EXPERIMENTO

DB ERMINAC O DL A 1SCOSIDAD DETERMINACION SIN PRESENCIA DE IONES DE SODIO
PESO DE POLIMERO 20mg
VOLUMEN DE AGUA DES, 50 ml
CONSENTRACION INICIAL 04 mgiml
ABSORBANCIA 0727
CONCENTRACION FINAL FILTRADO 275,85 pgiml
REPETICION|  t(min) t(s) T(C°) Nrel [Jug/ml Agua (ml)
Agua | 321775 20175” 25 : : 10
Aqua | 321738 20138 25.06 : : :
i 709788 25 2133 27585 0
7 705706 42506 2512 2109 z ;
] 614769 374,60 25 1859 21219 3
7 6715 547 37554 25 1863 : z
1 540744 34044 25 1689 1724 5
2 539792 33992 25.06 1686 : :
1 515750 31552 25 1565 14518 9
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2 514736"" 314.36 25 1.559 * *

1 459771 299.71 2494 1487 125.38 12

2 457774 297.74 25 1477 * *

1 4°467°38" 286.38 25.06 1421 110.34 15

2 4°45726" 285.26 25 1415 * *

1 4°36°88" 276.88 25 1.374 98.51 18

2 4°38748" 278.48 25.06 1.381 * *

1 423714 263.14 2494 1.305 83.59 23

2 42217 26217 25 1.301 * *

1 413792 253.92 2494 1.260 7259 28

2 41212 25212 25 1.251 * *

1 403741 243.41 25.06 1.208 64.15 33

2 403759 24359 2512 1.208 * *

1 369739 239.39 25 1.188 57.46 38

2 359715 239.15 25.06 1.186 * *

1 365727 235.27 2494 1.167 52.04 43

2 354759 23459 25 1.164 * *

| CALCULOSPARA LA DETERMINACION DE VISCOSIDAD INTRINSECA
Nrel nsp Ln[Nrel] Clo/dI] Nsp/C Ln[Nrel)C

1 2.12 112 0.751 0.027585 40.60 27.24
2 1.861 0.861 0.621 0.021219 40.58 29.27
3 1.687 0.687 0.523 0.01724 39.85 30.33
4 1.56 0.56 0.445 0.014518 38.57 30.63
5 1482 0.482 0.393 0.012538 38.44 31.38
6 1418 0418 0.349 0.011034 37.88 31.65
7 1.377 0.377 0.320 0.009851 3827 32.47
8 1.303 0.303 0.265 0.008359 36.25 31.66
9 1.255 0.255 0.227 0.007259 35.13 31.29
10 1.207 0.207 0.188 0.006415 3227 29.33
11 1.186 0.186 0.171 0.005746 32.37 29.69
12 1.165 0.165 0.153 0.005204 31.71 29.35

NOTA:LOS VALORES DE VISCOSIDAD RELATIVA DE 1.2 U MENORESNO SONLINEALES

POR LO CUAL NO SE TOMARON ENCUENTAEN EL GRAFICO
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VALORES GRAFICOS (OmM)
Nsp/C Ln[nrel)/C

b= 34.84 33.89 34.365
R, 0.78 0.89
m= 246.50 -224.74
K= 0.203 -0.196
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38 ° o.
y = 246.5x + 34.847
R?=0.7812
36 e
[ ]
®Nsp/C 34
Ln[Nrel]/C

32

30

28 y =-224.74x + 33.895

R2=0.8909
26
0.001 0.006 0.011 0.016 0.021 0.026 0.031

9.1.2 Serie de experimentos de mediciéon de tiempo de flujo de biopolimero de chia

solubilizado en agua destilada en presencia de iones de sodio.

CUARTO EXPERIMENTO

DETERMINACION DELAVISCOSIDAD -
INTRINSECA DETERMINACION EN PRESENCIADE IONES DE SODIO
PESO DE POLIMERO 20 mg
VOLUMEN DE AGUA DES. 50 ml
CONCENTRACION INICIAL 0.4 mg/ml
CONCENTRACION Mm DE SODIO 1 mM
ABSORBANCIA 0.638
CONCENTRACION FINAL FILTRADO 241.35 pg/ml
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REPETICION| t(min) t(s) T(C°) Nrel [ Jug/ml Agua (ml)
Agua 322733 202.33" 24 .81 * * 10
Agua 321722 20122 25.06 * ¥ *

1 450775 290.75 2512 1.441 24135 0

2 4'53747"" 293.45 25 1.455 ¥ *

1 422724 262.24 25 1.300 185.65 3

2 423703 263.03 25.06 1.304 * *

1 4°09764"" 249.64 2494 1.238 150.84 6

2 408797 24897 25 1.234 * *

1 4°027°46"" 242.46 25 1.202 127.02 9

2 4027317 24231 24.94 1.201 * *

1 355769 235.69 25.06 1.169 109.7 12

2 355789 235.89 25..06 1.170 ¥ *

ANALIZAR BIEN ESTE EXPERIMENTOANTES DE TOMAR ENCUENTA
| CALCULOSPARA LA DETERMINACION DE VISCOSIDAD INTRINSECA |
nrel Nsp Ln[Nrel] Clg/dl] Nsp/C Ln[nrel)/C

1 1.447 0.447 0.369 0.024135 18.52 15.31
2 1.302 0.302 0.264 0.018565 16.27 14.22
3 1.235 0.235 0.211 0.015084 15.58 13.99
4 1.201 0.201 0.183 0.012702 15.82 14.42
5 1.168 0.168 0.155 0.01097 15.31 1416

NOTA:LOS VALORES DE VISCOSIDAD RELATIVA DE 1.2 U MENORESNO SON LIENEALES

PORLO CUAL NO DEBEN TOMARSE ENCUENTAEN EL GRAFICO

VALORES GRAFICOS (1mM)
Nsp/C Ln[Nrel]/C
b= 12.55 13.16 12.855
R, 0.87 0.59
m= 230.15 77.11
K= 1.461 0.445
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QUINTO EXPERIMENTO

DET ERMINAI%II.?%\?SEQQXISCOSIDAD DETERMINACION EN PRESENCIA DE IONES DE SOIDIO
PESO DE POLIMERO 40 mg
VOLUMEN DE AGUA DES. 50 ml
CONCENTRACION INICIAL 0.8 mg/ml
CONCENTRACION Mm DE SODIO 5mM
ABSORBANCIA 0.903
CONCENTRACION FINAL FILTRADO 344.05 pug/ml
REPETICION| t(min) t(s) T(C°) Nrel [Jug/ml Agua (ml)
Agua 326793 206.93” 25.2 * * 10
Agua 325752 205.52” 25 * * *
1 522714 322.14 25.03 1.562 344.05 0
2 57247307 3235 25 1.569 * ¥
1 4°45704"" 285.04 25.2 1.382 264.65 3
2 4497017 289.01 25 1.401 * *
1 425736 265.36 25.1 1.287 215.03 6
2 425797 265.97 25 1.290 * *
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1 413715 253.15 25.2 1.228 181.07 9
2 411762 251.62 25 1.220 * *
1 404721 244 21 25.1 1.184 156.38 12
2 404757 244 57 25 1.186 * *
1 359753 239.53 25 1.162 12742 15
2 359798 239.98 25 1.164 * *
CALCULOS PARA LA DETERMINACION DE VISCOSIDAD INTRINSECA
Nrel Nsp Ln[Nrel] Clg/dl] Nsp/C Ln[nrel]/C
1 1.565 0.565 0.448 0.034405 16.42 13.02
2 1.391 0.391 0.330 0.026465 14.77 12.47
3 1.287 0.287 0.252 0.021503 13.35 11.73
4 1.223 0.223 0.201 0.018107 12.32 11.12
5 1.184 0.184 0.169 0.015638 1.77 10.80
6 1.162 0.162 0.150 0.012742 12.71 11.78
VALORES GRAFICOS (5mM)
Nsp/C Ln[nrel)/C
b= 9.09 9.94 9.515
Rz 0.88 0.7
= 207.51 87.22
K= 2511 0.883
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SEXTO EXPERIMENTO
DETERMINACION DE LAVISCOSIDAD DETERMINACION EN PRESENCIADE IONES DE SODIO
INTRINSECA
PESO DE POLIMERO 20 mg
VOLUMEN DE AGUA DES, 50mi
CONCENTRACION INICIAL 0.8 mgimi
CONCENTRACION Mm DE SODIO TmM
ABSORBANCIA 0.668
CONCENTRACION FINAL FILTRADO 505 96 g/

REPETICION] t (min) 0 T(CY) rel [ugim | Agua (m)
Agua | 321713 20113” 25 z v 10
Aqua | 3217107 20140” 251 Z ; ;

1 443750 283,52 251 T410 505.96 0
2 03 28423 251 1413 v z
1 429766 269,66 25 1341 3892 3
2 4728794 268.94 252 1337 v v

47




1 4197017 259.01 252 1.288 316.22 6
2 4187217 258.21 25.1 1.284 * *
1 410702 250.02 25.1 1.243 266.29 9
2 410728 250.28 25.1 1.244 * *
1 4047907 2449 252 1.218 229.98 12
2 405759 24559 25.1 1.221 * *
1 359785 239.85 25.1 1.193 202.38 15
2 359709 239.09 25.1 1.189 * *
1 355744 23544 25.1 1171 168.65 20
2 356759 236.59 25 1.176 * *
| CALCULOSPARA LA DETERMINACION DEVISCOSIDAD INTRINSECA
Nrel nsp Ln[Nrel] Clg/dl] Nsp/C Ln[Nrel)/C
1 1411 0.411 0.344 0.050596 8.12 6.80
2 1.338 0.338 0.291 0.03892 8.68 748
3 1.285 0.285 0.251 0.031622 9.01 7.93
4 1.243 0.243 0.218 0.026629 9.13 8.17
5 1.219 0.219 0.198 0.022998 9.52 8.61
6 1.19 0.19 0.174 0.020238 9.39 8.60
7 1.173 0173 0.160 0.016865 10.26 946
VALORES GRAFICOS (1mM)
Nsp/C Ln[nrel]/C
b= 10.75 10.24 10.495
R, 0.89 0.93
m= -53.85 -70.61
K= -0.466 -0.673
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SECPTIMO EXPERIMENTO

DETERMINACION DELAVISCOSIDAD

DETERMINACION EN PRESENCIA DE IONES DE SODIO

INTRINSECA
PESO DE POLIMERO 40 mg
VOLUMEN DE AGUA DES. 50 ml
CONCENTRACION INICIAL 0.8 mg/ml
CONCENTRACION Mm DE SODIO 0.5mM
ABSORBANCIA 0.527
CONCENTRACION FINAL FILTRADO 396.66 ug/ml
REPETICION| t(min) t(s) T(C° Nrel [ Jug/ml Agua (ml)
Agua 322731 202.37" 25.1 * * 10
Agua 321776 201.76" 25 * * *
| Promedio | 20206 |
1 35878 238.78 25.2 1.182 396.66 0
2 357763 237.63 25.1 1.176 * *
1 349723 229.23 25.1 1.134 297.49 3
2 349782 229.82 25 1.137 * *
1 344749 22449 25 1.111 237.99 6
2 342759 22459 25 1.112 * *

CALCULOS PARA LA DETERMINACION DE VISCOSIDAD INTRINSECA
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Nrel Nsp Ln[Nrel] Clo/dI] Nsp/C Ln[Nrel)/C
1 1178 0.178 0.164 0.039666 449 413
2 1135 0.135 0.127 0.029749 454 4.26
3 1.11 0.11 0.104 0.023799 462 4.39
VALORES GRAFICOS (0.5mM)
Nsp/C Ln[nrel]/C
b= 48 4.74
R2 0.92 097
m= -8.13 -15.74
K= -0.353 -0.701
5
4.9
4.8
4.7
[ )
a6 | P
o,
o Nsp/C as | e )
Ln[Nrel]/C
4.4
y = -8.1354x + 4.8019
R2=0.9202
43
4.2
y = -15.742x + 4.7464
41 R2=0.9786
4
0.02 0.025 0.03 0.035 0.04 0.045
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OCTAVO EXPERIMENTO

DETERMINACION DELAVISCOSIDAD

DETERMINACION EN PRESENCIA DE IONES DE SODIO

INTRINSECA
PESO DE POLIMERO 0.036g
VOLUMEN DE AGUA DES. 30 ml
VOLUMEN CONCENTRADO FINAL 20 ml
CONCENTRACION INICIAL 1.2 mg/ml
CONCENTRACION Mm DE SODIO 50 mM
ABSORBANCIA 1.25
CONCENTRACIONFINAL FILTRADO 957.13ug/ml
REPETICION|  t(min) t(s) T(C°) Nrel [Jug/ml Agua (ml)
Agua 321731 201.37 25.1 * * 10
Agua 3217317 201.31 251 * * *
1 555718"" 355.18 252 1.764 957.13 0
2 551706"" 351.06 251 1.744 * *
1 509703 309.03 25.1 1.535 736.25 3
2 505761 305.61 25.2 1518 * *
1 443702 283.02 25 1.406 598.2 6
2 441730 2813 25 1.397 * *
1 423730 263.3 25 1.308 503.75 9
2 424700 264 25 1.311 * *
1 414788 254 .88 249 1.266 435.11 12
2 413726 253.26 25.1 1.258 * *
1 405798 24598 251 1.222 382.82 15
2 406729 246.29 25.1 1.223 * *
1 404718 24418 25 1.213 341.83 18
2 402782 242.82 25 1.206 * *
1 3547517 234.51 25.1 1.165 290.03 21
2 3563768 233.68 251 1.161 * *
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CALCULOS PARA LA DETERMINACION DE VISCOSIDAD INTRINSECA

Nrel Nsp Ln[Nrel] Clg/dl] Nsp/C Ln[Nrel)/C
1 1.753 0.753 0.561 0.095713 7.87 5.86
2 1.525 0.525 0422 0.073625 713 5.73
3 1.356 0.356 0.305 0.05982 5.95 5.09
4 1.309 0.309 0.269 0.050375 6.13 5.35
5 1.261 0.261 0.232 0.043511 6.00 5.33
6 1.222 0.222 0.200 0.038282 5.80 5.24
7 1.209 0.209 0.190 0.034183 6.11 5.55
8 1.162 0.162 0.150 0.029003 5.59 5.18
VALORES GRAFICOS (50mM)
Nsp/C Ln[Nrel}/C
b= 462 4.96 4.79
R, 0.86 049
m= 31.92 8.55
K= 1.495 0.348
8
[
y = 31.922x + 4.6287
5 R?=0.8633
[ ]
7
6.5
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® e
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o
[
5.5
5 y = 8.5517x + 4.9623
R?=0.4913
4.5
0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09 0.1
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9.1.3 Tablas de resumen

TABLADE RESULTADOS DERIVADOS DE VALORES GRAFICOSY CALCULADOS

#Bp. | Tee) | CMIM | CHIME T ne | mM | gl | SCligeL | K Kk
o | DE | o4 20675 | 2177 | 0 | 38525 | 3546 | 0022 | -0268
# | DE) 04 27585 | 2133 | 0 | 34365 | 3347 | 0203 | -0.196
o | BEL 04 24135 | 1441 | 1 | 12855 | 1452 | 1461 | 0445
s | O | 08 34405 | 1562 | 5 | 9515 123 | 2511 | 0883
6 | DX | g 50596 | 141 | 1 | 10495 839 | -0466 | -0673
S Y 39666 | 1.82 - 477 425 | 0383 | 0701
B | or | 12 05713 | 1764 | 50 | 479 561 1495 | 0348

TV ASCENDENTE
TABLADE RESULTADOS DERIVADOS DE VALORES GRAFICOSY CALCULADOS

#Bp. | Tee) | CMOM | CHIMT ne | mM | gl | SCljgeL | K Kk
| BET 04 20675 | 2177 | o | 38525 | 3546 | 0022 | -0268
o | D 04 27585 | 2133 | 0 | 34365 | 3347 | 0203 | -0.196
| | o4 24135 | 1441 - 477 425 | 0353 | 0701
oo | BET og 34405 | 1562 | 1 | 12855 | 1452 | 1461 | 0445
6 | DF | 08 50596 | 141 | 1 | 10495 839 | -0466 | -0673
s | 0| 08 30666 | 1182 | 5 | 9515 123 | 2511 | 0883
g | DE N1 05743 | 1764 | 50 | 479 561 1495 | 0348
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9.2 Anexo B. Regresion no lineal. Viscosidad cinematica vs temperatura

Analysis of Variance:

Analysis of Variance:

DF SS MS
Regression 3 5.078E-004 1.693E-004
Residual 3 1.339E-007 4.463E-008
Total 6 5.079E-004  8.465E-005

Corrected for the mean of the observations:

DF SS MS F
Regression 2 1.577E-004 7.887E-005
Residual 3 1.339E-007 4.463E-008
Total 5 1.579E-004 3.157E-005

P

1767.150 <0.0001

*Software SigmaPlot for Windows Version 11.0 build 11.0.0.77, Copyright© 2008.

Nonlinear Regression

martes, febrero 27, 2018, 04:26:11 p. m.

Data Source: Visc cinemaaguain Densidad y visco cinema.JNB Equation:

Exponential Decay, Single, 3 Parameter

v =y0+ a x e(—bx*t)

R Rsqgr Adj Rsqr Standard Error of Estimate
10 0.999 0.999 2.113E-004
Coefficient Std. Error t P
Y, 0.003 2.239E-004 11.819 0.0013
a 0.015 2.768E-004 54.785 <0.0001
b 0.034 0.002 20.420 0.0003

*Software SigmaPlot for Windows Version 11.0 build 11.0.0.77, Copyright© 2008.
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Statistical Tests:
Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0.2707)

W Statistic= 0.8804 Significance Level =0.0500
Constant Variance Test Passed (P =0.0600)

Fit Equation Description:

[Variables] x = col (2) y = col (3)

reciprocal y=1/abs(y) reciprocal ysquare=1/y"2
‘Automatic Initial Parameter Estimates
yhat(g)=q[size(q)] [Parameters] y0 = yhat(y) "Auto
{{previous: 0.00264583}} a = max(y)-yhat(y) "Auto
{{previous: 0.0151639}}

b = if(x50(x,y-yhat(y))=0, 1, -In(.5)/x50(x,y-yhat(y))) "Auto {{previous: 0.0344768}}
[Equation] f=y0+a*exp(-b*x)

fit ftoy

"fit f to y with weight reciprocal_y

"fit f to y with weight reciprocal_ysquare
[Constraints]

b>0 [Options]

tolerance=1e-10

stepsize=1

iterations=200

Number of Iterations Performed =9

*Software SigmaPlotfor Windows Version 11.0 build 11.0.0.77, Copyright© 2008.

9.3 Anexo C. Tabla de resultados de prueba y calculos de viscosidad relativa para
valoracion de intervalo (1.1-3.0).

Biopolimero de concentracién 1 mg/mL solubilizado en 50 mL de agua Destilada filtrada, se
obtuvieron 20 mL de biopolimero filtrado para realizar diluciones y medir el iempo de flujo utilizando
el viscosimetro capilar N°25 de K= 0.2019*104cm?/s2.

Repeticion 0 tiempo temperatura
1 1080.47 s 245°C
2 1065.61 s 245°C
3 1058.09 s 245°C
4 1060.86 s 245°C
5 1072.21 s 24.5°C
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Promedio 1067.44 s 24.5°C

Repeticion+4ml tiempo temperatura

1 979.9%4s 25.0°C

2 988.88s 249°C

3 981.30s 249°C
Promedio 983.37s 249°C
Repeticion+3ml tiempo temperatura

1 927.33 s 24.5°C

2 914.00 s 24.5°C
Promedio 920.66s 245°C

9.4 AnexoD. Nofiltrado dimensiéon minima

Descriptive Statistics: lunes, abril 09, 2018,10:10:45a. m.

Datasource: Data 1 in Notebook1

Column Size Missing Mean Std Dev Std.Error C.l. of Mean
Min 22 0 45906 21.731 4633 9.635
Max 22 0 156.189 32.832  7.000 14 557

Column Range Max Min  Median 25%  75%
Min ~ 99.000 116.00017.000 43.500 31.220 52.000
Max 140.025 236.00095.975 155.108 132.199 180.050

Column Kurtosis K-S Dist. K-S Prob. SWilk W SWilk Prob
Skewness

Min 1939 4810 0.218 0.008 0.813  <0.001
Max 0284 0288 00928 0.793 0.981 0.929

*Software SigmaPlot for Windows Version 11.0 build 11.0.0.77, Copyright© 2008.
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