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RESUMEN GENERAL

Estudio reolégico y tedrico de la interaccion k-carrageninay Ca?*

La k-carragenina es un galactano sulfatado, extraido a partir de diferentes
especies de algas marinas rojas, principalmente de Kappaphycus alvarezii y es
conocida por formar geles con diferente firmeza y resistencia a la temperatura
dependiendo de la presencia de iones especificos. El objetivo del estudio fue
explorar la gelificacion y fusion del sistema x-carragenina-Ca?* utilizando
reometria de cizalla oscilatoria de baja amplitud y quimica computacional para
representar el diagrama de transicién sol-gel y explicar la manera en la que
interactian las moléculas de polimero con los iones Ca?*. Se demostrd la
aplicabilidad e idoneidad del método de la tan de 6 para determinar las
temperaturas de gelificacion (Tg) y fusiébn (Tm) precisas del sistema «-
carragenina—Ca?*. Se utilizé una concentracion fija de polimero (1% p/p) y fuerza
ionica en el intervalo de 0 a 100 mM. El comienzo de la gelificacion en el
enfriamiento y la pérdida de estructura del gel en el calentamiento se desplazaron
a temperaturas progresivamente mas altas tras la adicion gradual de CaClz, con
histéresis térmica. Se graficd la concentracion idnica total (Ct) versus el inverso
de las temperaturas Tg y Tm en un diagrama de transicién que define al menos
dos transiciones conformacionales para k-carragenina sola y en presencia de
iones Ca?*. Las pendientes de regresion para las curvas de enfriamiento y
calentamiento del diagrama de transicién resultaron ser diferentes entre si,
indicando un posible punto critico para valores de Ct por debajo de 10 mmol/dm3.
El modelado por computadora a nivel teoria del funcional de la densidad (TFD)
reveld6 que la k-carragenina puede presentar puentes de hidrégeno intra e
intermoleculares y coordinacion con iones Ca?*.

Palabras clave: k-carragenina, diagrama de transicién, modelado molecular

Tesis de Doctorado en Ciencias Agroalimentarias. Departamento de Ingenieria Agroindustrial,
Universidad Auténoma Chapingo.

Autor: M. en C. Bernabé Laureano Lopez

Director de Tesis: Dr. Artemio Pérez Lépez
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GENERAL ABSTRACT

Rheological and theoretical study of the k-carrageenan and Ca?*
interaction

K-carrageenan is a sulfated galactan extracted from different species of red
seaweeds, mainly of Kappaphycus alvarezii and it is well known for forming gels
with different firmness and temperature resistance depending on the presence of
specific ions. The aim of the study was to explore gelling and melting of the «-
carrageenan—Ca?* system by using of low-amplitude oscillatory rheometry and
computational chemistry to represent the sol—gel transition diagram and explain
how the polymer chains and Ca?* ions interact. The applicability and suitability of
the tan 8 method to determine the accurate gelling (Tg) and melting (Tm)
temperatures of the k-carrageenan—Ca?* system was demonstrated. A fixed
concentration of polymer (1% w/w) and ionic strength in the range 0 to 100 mM
was used. The onset of gelation on cooling and loss of gel structure on heating
moved to progressively higher temperatures on progressive addition of CaClz,
with thermal hysteresis. The ionic total concentration (Ct) was plotted against the
inverse of Tg and Tm in a transition diagram that exhibit, at least, two
conformational transitions for k-carrageenan single and in the presence of calcium
ions. The regression slopes for cooling and heating curves of the transition
diagram were different from each other, suggesting a possible critical point for Ct
values below 10 mmol/dm3. The computer modelling at the density functional
theory (DFT) level revealed that «x-carrageenan can exhibit intra- and
intermolecular hydrogen bonding and coordination with Ca?* ions.

Key words: k-carrageenan, transition diagram, molecular modeling

Doctoral thesis. Doctorado en Ciencias Agroalimentarias. Departamento de Ingenieria
Agroindustrial, Universidad Auténoma Chapingo.
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1. INTRODUCCION GENERAL

Formular y disefiar sistemas alimentarios adecuados, estables y duraderos ha
sido un reto constante para la industria alimentaria. Cuando se adicionan
carrageninas en alimentos, éstas generalmente interactian con otros
constituyentes como azlcares, sales u otras moléculas presentes vy, la
combinacion de los diferentes componentes provoca cambios en sus
propiedades reolégicas. El grado de modificacion de dichas propiedades
dependera, entre otros factores, de la concentracibn de la carragenina

adicionada, asi como de la concentracién y tipo de sal presente.

La k-carragenina es conocida por formar geles termorreversibles en un medio
acuoso, durante su enfriamiento, a la concentracion adecuada de polimero
(Anderson, Campbell, Harding, Rees, & Samuel, 1969; Rochas & Rinaudo, 1984).
La interaccion con cationes favorece el ordenamiento de las cadenas de polimero
y, consecuentemente, la gelificacion (Hermansson, Eriksson, & Jordansson,
1991; Morris, 1986; Morris, Rees, & Robinson, 1980). Aunque la k-carragenina
tiene diferentes afinidades por algunos iones; como regla general, una
concentracion de sal creciente mejora el modulo elastico de un gel de «-
carragenina, siempre que la concentracion de sal afiadida no sea demasiado
grande (Chen, Liao, & Dunstan, 2002; Kara, Tamerler, Bermek, & Pekcan, 2003;
Rochas, Rinaudo, & Landry, 1990). En el caso de los cationes de Ca?*, la relacion
estequiométrica que proporciona los geles mas fuertes es de un mol de calcio por
cada grupo sulfato en el dimero estructural de k-carragenina (Doyle, Giannouli,
Philp, & Morris, 2002).

Los geles formados por el sistema x-carragenina—Ca?* son fuertes (Michel,

Mestdagh, & Axelos, 1997), pero turbios (MacArtain, Jacquier, & Dawson, 2003;



Thrimawithana, Young, Dunstan, & Alany, 2010). Sin embargo, no presentan
sinéresis (Bui, Nguyen, Renou, & Nicolai, 2019) y tienen temperaturas de fusion
relativamente bajas (Liu & Li, 2016), lo que los hace de gran interés en

aplicaciones alimentarias.

La caracterizacion reoldgica de un gel es de gran importancia ya que puede
ayudar a establecer la relacién entre sus constituyentes y estructura (Fischer,
Pollard, Erni, Marti, & Padar, 2009); por esta razon, es importante determinar no
solo la temperatura de gelificacidon (Tg) sino también la temperatura de fusion (Tm)

para obtener un espectro completo del comportamiento del gel.

En un diagrama de transicion sol-gel, se pueden representar los diferentes
valores del logaritmo de la concentracion idnica total (Cr) frente a las Tg y Tm,
expresadas como el reciproco de la temperatura absoluta (T?) (Rochas &
Rinaudo, 1980). El diagrama de transicion describe el estado de las moléculas
de k-carragenina en solucién acuosa mediante la relacion Ct = Cs + yCp, donde
Cs es la concentracion ionica de la sal, Cp es la concentracion iénica del
polisacarido y y es el coeficiente de actividad promedio del cation (Nufez-
Santiago, Tecante, Garnier, & Doublier, 2011). Para la sal de K* — k—carragenina
purificada (Rochas, 1982) y de una preparacion comercial sin purificar (NUfiez-
Santiago & Tecante, 2007) en presencia de iones K*, el diagrama de transicion
sol-gel es conocido; sin embargo, aun no ha sido especificado un diagrama de
transicion para k-carragenina en solucién acuosa y en presencia de iones de

calcio.

Por tal motivo, obtener el diagrama de transicién sol-gel de «k-carragenina en
presencia de iones Ca?* es indispensable para disponer de informacién que
ayude a comprender la interaccion entre estas moléculas y asi mejorar su uso

industrial.

Los objetivos del presente trabajo fueron:



1.1 Objetivo general

Explorar la gelificacién y fusién del sistema «x-carragenina-Ca?* utilizando
reometria de cizalla oscilatoria de baja amplitud y quimica computacional para
representar el diagrama de transicion sol-gel y explicar la manera en la que

interactGan las moléculas de polimero con los iones Ca?*,
1.2 Objetivos especificos

e Determinar las temperaturas de gelificacion y fusion mediante el método
de la tan de 6 para para obtener el perfil reol6gico completo del sistema «-
carragenina-Ca?*

e Proponer el diagrama de transicion sol-gel para la sal de K* de «-
carragenina mediante reometria, para establecer la relacion entre la
concentracion ionica total (Ct) y los valores del inverso de las
temperaturas absolutas Tgy Tm.

e Examinar las interacciones moleculares entre las cadenas de polimero y
los cationes Ca?* con base en metodologias de la quimica computacional

para evaluar sus propiedades de coordinacién en medio acuoso.
1.3 Hipétesis

De acuerdo con la revisiéon bibliogréafica, los iones K* promueven la agregacion
de hélices adhiriéndose a la superficie de hélices individuales y suprimiendo la
repulsion electrostatica entre ellas; sin embargo, el Ca?*, se une directamente
entre las hélices. Se ha atribuido la fuerte disminucion de los modulos, a
concentraciones de Ca?* por arriba de la concentraciéon estequiométrica molar
(12.5 mM de ca?*), a la agregacion excesiva de hélices (incipiente precipitacion),
causando el colapso parcial de la estructura de red. La hipotesis propuesta es
que la adicion de cationes Ca?* a sistemas acuosos de k-carragenina, modificara
sus propiedades reologicas en relacion con aquellas del polisacarido sin la

adicion de iones. Este comportamiento reoldgico, a la vez, estara influenciado por



las conformaciones que adopte la k-carragenina como funcién de factores de su

entorno, principalmente la concentracion iénica total (Ct) y la temperatura.
1.4 Organizacion de la tesis

El documento esta organizado en capitulos con formato de articulo. El capitulo 1,
presenta una introduccion general que proporciona, en breve, los topicos que dan
lugar al planteamiento del problema de investigacion y la forma en como este

problema fue atendido.

El capitulo 2, presenta una revision de lo que, a la fecha, es conocido en relacion
con el proceso de gelificacién de x-carragenina inducida por cationes Ca?*. Sin
embargo, dado que los estudios disponibles en la literatura estdn mayormente
enfocados en la gelificacion de «k-carragenina inducida por iones K*, se ha
aprovechado para destacar las diferencias y/o similitudes del efecto del cation
monovalente frente al de uno divalente. Consecuentemente, el desarrollo de esta
investigacion proporcionara informacién que permitira explotar alin mas la gama

de aplicaciones practicas del biopolimero.

El capitulo 3, atiende actividades de los objetivos particulares, especialmente la
aplicacién del método de la tan de & para la determinacion de la temperatura de
fusién precisa del gel formado por 1% k-carragenina en presencia de 20 mM de
CaCl.. Esta temperatura fue comparada con aquella obtenida mediante la técnica
de calorimetria diferencial de barrido (DSC) y explorar la microestructura de los
geles mediante microscopia electrénica de barrido ambiental (ESEM). De manera
conjunta, este capitulo aporta amplios resultados para el alcance del objetivo

general del trabajo.

El Capitulo 4 presenta el diagrama de transicion sol-gel en presencia de iones
Ca?* asi como el modelado computacional (a nivel TFD) para comprender las
interacciones entre las cadenas de polimero y los cationes divalentes. Estos
resultados contribuyen para comprender el mecanismo de gelificacion de «-

carragenina en presencia de Ca?*, que aun no esta dilucidado por completo.
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2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Carrageninas

Carragenina es el nombre general para un grupo de polisacaridos sulfatados, de
alto peso molecular, formados por unidades alternas de disacarido D-galactosa y
3, 6-anhidro-galactosa unidas por enlaces glicosidicos a-(1 — 3) y B-(1 — 4)
(Black, Blakemore, Colquhoun & Dewar, 1965). Estos polisacaridos son extraidos
a partir de algas marinas rojas de la familia Rhodophyceae (Figura 1),
comunmente a partir de géneros como Eucheuma, Solieria, Crispus, Agardhiella,
Chondrus, Hypnea, Sarconema, Iridaea y Gigartinastellate (Campo, Kawano,
Silva & Carvalho, 2009; Stanley, 1990).
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Figura 1. (a) Imagenes representativas de algas marinas rojas. (b) Estructuras
quimicas idealizadas de «-, 1- y A- carrageninas (Jiang, Zhang, Ni, & Shao, 2021).



Las carrageninas son producidas usando dos métodos de extraccion, que dan
como resultado el aislamiento de polvos semirrefinados o refinados (Rudolph,
2000). El Cuadro 1 lista las especies de algas que han sido cultivadas
comercialmente para la produccion de carragenina. Durante el proceso de
extraccion de carragenina semirrefinada, se hace reaccionar una solucién de
KOH con los ésteres de sulfato de los precursores de carrageninas (u- y v-) a
temperatura alta, lo que resulta en un aumento de la estructura 3,6-
anhidrogalactosa y, consecuentemente, la produccién de k— 0 1— carragenina,
respectivamente (Campo et al. 2009; Knutsen, Myslabodski, Larsen, & Usov,
1994).

Cuadro 1. Composicion y localizacion de algas rojas que contienen carrageninas.

Especie Localizacion Tipo de carragenina
Eucheuma cottonii Filipinas, Indonesia K
Eucheuma spinosum Filipinas, Indonesia !
Chondrus crispus Canada, EUA, Francia A, K
Chondrus ocellatus Corea A, K
Gigartina stellata Francia, Espafia A, K
Gigartina acicularis Francia, Espafia, A

Portugal y Marruecos
Gigartina pistillata Francia, Espafia, A

Portugal y Marruecos

Gigartina canaliculata México A, K
Gigartina chamissoi México A, K
Gigartina radula Chile A K
Gigartina skottsbergii Chile A, K
Furcellaria fastigiata Dinamarca, Canada A, K
Hypnea musciformis Carolina del Norte, Brasil K

Fuente: Stanley, 1990.

El uso de las carrageninas se origin6 probablemente en Irlanda hace varios

cientos de afios donde la especie de alga roja Chondrus crispus, llamada ‘Irish
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moss’, fue usada como espesante en alimentos. Durante el siglo XIX, su uso llegd
a ser mas frecuente, principalmente debido a que se ocupaba para la clarificacion
industrial de cerveza y el apresto de telas, un tratamiento aplicado para
proporcionar firmeza y lustre a los tejidos textiles. En la década de 1930, la
produccion de carragenina se habia extendido a los Estados Unidos, pero no se
produjo un verdadero auge hasta la segunda guerra mundial, cuando al verse
impedidos la produccién y el comercio de agar, se produjo como resultado un
aumento en la produccion de carragenina (Therkelsen, 1993).

Las carrageninas son utilizadas en gran variedad de aplicaciones tanto en
productos alimenticios como en no alimenticios. En la industria alimentaria, las
carrageninas han sido ampliamente utilizadas debido a sus excelentes
propiedades fisicas y funcionales, tales como su capacidad gelificante,
estabilizante, emulsificante y espesante (Kozlowska, Pauter, & Sionkowska,
2018; Sason & Nussinovitch, 2018). Entre las diversas aplicaciones de las
carrageninas en alimentos (Figura 2), es muy frecuente su uso para mejorar la
calidad de postres lacteos, pudines y quesos (Zia et al., 2017). En productos
carnicos, contribuyen a la formacion del gel y a la retencién de agua (Trius,
Sebranek & Lainer, 1996). En alimentos fritos, evitan la absorcion excesiva de
aceite durante los procesos de pre-fritura y fritura y, cuando se agregan a la masa
junto con otros ingredientes, actian como agentes de control de viscosidad,
mejoran la adherencia, el control de la congelacion y descongelacién o ayudan a
retener la frescura de los alimentos fritos o empanizados (Varela & Fiszman,
2011). Algunas otras aplicaciones de las carrageninas en alimentos y productos
lacteos pueden observarse en el Cuadro 2.

Ademas de estas funciones, las carrageninas son empleadas en medicina
experimental, formulaciones farmacéuticas, cosméticas y en numerosas
aplicaciones industriales (Li, Ni, Shao, & Mao, 2014; Liu, Zhan, Wan, Wang, &
Wang, 2015; Necas & Bartosikova, 2013).
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Figura 2. Algunas aplicaciones de las carrageninas en la industria alimentaria
(Dong, Wei, & Xue, 2021).

Las carrageninas mas comunes se identifican tradicionalmente por un prefijo
griego y las tres comercialmente mas importantes son: iota (1)-, kappa (x)- y
lambda (L)-carragenina (De Ruiter & Rudolph, 1997; Knutsen et al. 1994).

Ademas de estos tres tipos principales, otros dos, llamados Mu () y Nu (v)
carrageninas se encuentran con frecuencia en muestras comerciales (van de
Velde, Knutsen, Usov, Rollema & Cerezo, 2002). Estas ultimas son precursores
bioldgicos de k- y 1-carragenina respectivamente, las cuales son formadas in vivo
por la accién de una sulfohidrolasa (van de Velde, Peppelman, Rollema & Tromp,
2001).
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Cuadro 2. Diversas aplicaciones de las carrageninas en alimentos y productos lacteos.

Producto alimenticio

Propdsito de afadir/efecto en el producto

Referencia

Queso Cottage
Helado

Cremas de café, leche evaporada y
condensada

Crema batida

Gelatinas bajas en calorias

Mezclas de bebidas (limonada en polvo,
ponche de frutas, etc.)

Aderezos para ensaladas bajos en grasa
(i.e. bajos en aceite)

Mayonesa baja en grasa

Productos avicolas precocidos

Alimentos enlatados para mascotas
Cerveza
Flanes, natillas, rellenos de crema

Queso Estabilizar, CRA, mejora capacidad de rebanado Blaszak et al., 2018
Pescado Mejora la capacidad de retencién de agua Sow et al. 2018

Leche saborizada y batidos Mantiene el cacao u otros saborizantes en suspension Kumar 2003

Sorbete Proporcionar textura suave (agente gelificante) Bico et al., 2009

Carnes y aves procesadas bajas en grasa Aumentar la absorcién de salmuera, eliminar o disminuir ~ McHugh 2003

y sodio la pérdida de coccion y mejorar la capacidad de corte

Frutas envasadas-minimamente Controlar/reducir la decoloraciéon, mantener la textura Plotto et al., 2006; Plotto
procesadas et al., 2010

Evitar la separacién del suero

Evitar la separacién causada por la adicién de gomas
destinadas a controlar la textura y el crecimiento de los
cristales de hielo, estabilizador y emulsionante
Prevenir la separacion de la grasa

Mantener la luminosidad (brillo)

Reemplazar la pectina y el azUcar con carragenina,
ayudar a dar estructura

Proporcionar textura cuando se reconstituyen en agua
fria

Mantener en suspension las hierbas y proporcionar
consistencia mas espesa

Espesar y estabilizar

Inyectado como salmuera para mejorar la textura,
terneza y mantener la jugosidad

Estabilizacién de grasas y espesamiento
Clarificacion por precipitacion con proteinas
Estabilizar, gelificar

Makhal et al., 2013
McHugh 2003

Stanley 1990; McHugh
2003

Uchiyama et al., 2018
McHugh 2003
McHugh 2003

Featherstone 2016
McHugh 2003

Stanley 1990
Poreda et al., 2015
Piculell 2006

Fuente: Zia et al., 2017 con modificaciones.
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Las propiedades quimicas y funcionales de cada carragenina son diferentes
debido al nimero y posicion de grupos sulfato dentro de la unidad repetitiva de
disacarido, asi como en su contenido del anillo 3,6-anhidro-D-galactosa (Petrova
et al., 2016; van de Velde, 2008); por ejemplo, k- y t-carragenina solo difieren en
la presencia de un grupo sulfato adicional en el segundo carbono de la unidad de
B-(1 — 4)-D-galactosa para la ultima. A-carragenina, tiene el mayor contenido de
sulfato y no presenta el anillo 3,6-anhidro-D-galactosa (Rees, 1963). Estas
caracteristicas estructurales permiten a k- y 1-carragenina ser capaces de formar
geles, en tanto que, A-carragenina solo se distingue como un agente espesante
(van de Velde et al., 2005). Todos los tipos de carrageninas son solubles en agua,
A-carragenina es soluble en agua fria, pero los geles formados por k- y 1
carragenina requieren generalmente un ciclo de calentamiento-enfriamiento (e.g.
80 °C durante 30 min) para su solubilidad completa (Ikeda & Nishinari, 2001). Los
contenidos de éster sulfato y 3,6-anhidrogalactosa de las carrageninas son
aproximadamente 22 y 33% respectivamente para k-carragenina 'y 32 y 26%
respectivamente para i-carragenina. A-carragenina contiene aproximadamente

37% de éster sulfato, con poco o ningun contenido de 3,6-anhidrogalactosa.

Las carrageninas disponibles en el mercado se usan para obtener gran variedad
de perfiles reoldgicos. Asi, geles claros o turbios, rigidos o elasticos, duros o
blandos, estables al calor o termorreversibles y susceptibles o no de
experimentar sinéresis pueden ser formados (Imeson, 2009). El Cuadro 3,
proporciona informacién mas amplia sobre las propiedades principales de las

carrageninas industrialmente mas importantes.

Las carrageninas nativas son mezclas de diferentes polisacéaridos sulfatados, por
lo que su composicion varia de una muestra a otra (Van de Velde, Pereira &
Rollema, 2004). Las cadenas de este biopolimero no solo contienen galactosa y
sulfato, sino también otros residuos de carbohidratos tales como xilosa, glucosa
y acidos urénicos (Van de Velde et al., 2002). Asimismo, minerales tales como
amonio, calcio, magnesio, potasio y sodio también estan presentes (Chan &
Matanjun, 2017).
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Cuadro 3. Descripcion general de las propiedades de los tres tipos de carrageninas industrialmente mas importantes.

Lambda (1) lota (1) Kappa(x)
Solubilidad
Agua caliente (80 °C) Soluble Soluble Soluble
Agua fria (20 °C) Todas las sales son solubles  Sal de Na* soluble Sal de Na* soluble
Leche caliente (80 °C) Soluble Soluble Soluble
Leche fria (20 °C) Espesa Insoluble Insoluble
Soluciones de azucar (50%) Soluble Insoluble Soluble (caliente)

Soluciones salinas (10%)
Gelificacion

Efecto de cationes

Textura del gel

Sinéresis

Histéresis

Estabilidad de congelacién-descongelacion
Sinergia con goma de algarrobo
Sinergia con glucomanano de Konjac
Sinergia con almidon

Reversibilidad por cizalla

Reactividad con proteinas

Soluble (caliente)

No gelificante
No gelificante
No gelificante
No gelificante
Si

No

No

No

Si

Soluble (caliente)

Geles fuertes con Ca?
Blanda, elastica

No

5-10 °C

Si

No

No

Si

Si

Fuerte interaccion con proteinas en acido

Insoluble

Geles fuertes con K*
Firme, fragil (quebradiza)
Si

10-20 °C

No

Si

Si

No

No

Especifica con k-caseina

Fuente: Imeson, 2009.
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Por otra parte, como la mayoria de los polimeros de origen natural, las
carrageninas son polidispersas; lo que significa que los extractos de carragenina
comprenden una amplia gama de fracciones de peso molecular (Berth, Vukovic,
& Lechner, 2008; Carraher, 2003). Esta polidispersidad ocurre naturalmente
como parte del crecimiento de las algas marinas. Las algas no producen
moléculas “instantaneas” grandes de pesos moleculares individuales, sino que
generan moléculas de diferentes tamafios dependiendo de las necesidades de
su crecimiento (McKim, Willoughby, Blakemore & Weiner, 2019). Asi, dada la
complejidad de su estructura y polidispersidad, resulta sumamente dificil

caracterizar cuantitativamente a las carrageninas.

Actualmente, se utilizan técnicas de dispersion de luz y resonancia magnética
nuclear para determinar la distribucion del tamafio y estructura. Las
investigaciones de la masa molar y tamafio de carrageninas empleando métodos
de dispersion de luz, cromatografia de exclusion de tamafio y resonancia
magnética nuclear han sido reportados por varios autores (Meunier, Nicolai &
Durand, 2000; Meunier, Nicolai, Durand & Parker, 1999; Slootmaekers, Mandel
& Reynaers, 1991; Ueda, Itoh, Matsuzaki, Ochiai & Imamura, 1998). Las
carrageninas tienen un peso molecular promedio en el intervalo comprendido
entre 104 y 106 g mol?! (Lecacheux, Panaras, Brigand & Martin, 1985; Viebke,
Borgstrom & Piculell, 1995; Webber, de Carvalho & Barreto, 2012).

Entre las carrageninas mas utilizadas a nivel industrial, la k-carragenina ha sido
tradicionalmente la mas popular, principalmente debido a sus propiedades fisicas
y texturales versdtiles, lo que la hace atractiva para una amplia gama de
aplicaciones (Geonzon et al., 2020). Por esta razon, la presente investigacion

estuvo encaminada al estudio de este biopolimero.

2.2 x-Carragenina

La k-carragenina esta compuesta por unidades repetitivas alternas de a(1—3)-D-
galactosa-4-SO3 y B(1—4)-3,6-anhidro-D-galactosa (Figura 3), con una carga

negativa por unidad repetitiva de disacarido (Azevedo, Torres, Sousa-Pinto &
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Hilliou, 2015; O’Neill, 1955), lo que la identifica como un polielectrolito y la hace
sensible a interacciones idnicas con cationes y aniones (MacArtain, Jacquier &
Dawson, 2003; Takemasa & Nishinari, 2004). Usualmente, la k-carragenina
comercial contiene aproximadamente 25% de éster sulfato y 34% de 3,6-anhidro-
a-D-galactosa (Zia et al., 2017).

B(1—4) linkage a(1—3) linkage

S

(]

3,6-AnGal

OH Gal4s
3,6-AnGal OH

Figura 3. Representacién esquematica de la estructura quimica de la molécula
de «-carragenina con el bloque de construccion disacarido marcado,
correspondiente a los dos residuos consecutivos de 3,6-anhidrogalactosa (3,6-
AnGal) y galactopiranosa-4-sulfato(Gal4S) (Michna, Ptazinski, Lupa, Wasilewska
& Adamczyk, 2021).

2.2.1 Conformacién en solucién

Propiedades en solucion de carrageninas en estado desordenado

Vreeman et al., (1980) realizaron estudios sobre la viscosidad intrinseca y la
estimacion de la conformacion molecular de k-carragenina de diferentes pesos
moleculares y con diferentes fuerzas idnicas. Los investigadores determinaron un
valor de a = 0.86 para la relacion de Mark-Houwink: [n] = K - M, observado para
k-carragenina en NaCl 0.1M, con lo que mostraron evidencia de que el polimero,
en solucidn acuosa, es una hebra aleatoria, expandida y de flexibilidad variable.
Esta expansion se debe a las diversas interacciones existentes entre las cadenas
del polimero y su medio circundante, las cuales son predominantemente
electrostaticas (Vreeman, Snoeren & Payens, 1980). La flexibilidad de las hebras,
gue esta determinada por la estructura primaria y secundaria del polielectrolito,
puede ser medida por la flexibilidad del parametro B (Morris, Rees, Welsh,
Dunfield & Whittington, 1978; Smidsred & Haug, 1971). El parametro B es

15



determinado a través de mediciones de viscosidad intrinseca en soluciones
salinas y es una medida de la disponibilidad del polimero cargado para responder
a la creciente fuerza ionica de la solucién. Una respuesta fuerte indica que el
creciente barrido de carga de los sitios idnicos hace que la cadena de polimero
se enrolle debido a la disminucion de la repulsion electrostatica intracadena; es
decir, la cadena debe estar flexible. La flexibilidad de las moléculas de
carragenina en forma de hebra aleatoria incrementa con el aumento del
contenido de unidades 3,6-anhidro-D-galactopiranosa. La conformacion de «-
carragenina en solucion no solo depende de la concentracion, sino también de la
temperatura y la fuerza idnica que gobiernan el comportamiento de las cadenas

poliméricas (Smidsrad & Grasdalen, 1984).

2.2.2 Conformaciones en estado ordenado

Conformaciones helicoidales en el estado soélido

Los estudios de difraccién de rayos X en muestras de fibras orientadas han
demostrado que las moléculas de i-carragenina y k-carragenina forman hélices
ordenadas en estado sélido (Anderson, Campbell, Harding, Rees, & Samuel,
1969; Arnott, Scott, Rees, & McNab, 1974; Janaswamy & Chandrasekaran, 2001;
Millane, Chandrasekaran, Arnott, & Dea, 1988). Las hebras de k-carragenina son
menos orientadas y cristalinas que las de sales de 1-carragenina. Sin embargo,
como la forma iota, la x-carragenina adopta la conformacion de doble hélice.
Como se muestra en la Figura 4, las fibras preparadas a partir de la sal de potasio
de k-carragenina estan menos orientadas y son menos cristalinas que las de -
carragenina. El patrén de difraccion exhibe solo intensidades continuas en las
lineas de capa, lo que indica que no hay organizacién lateral de las moléculas de
polimero en la fibra (Chandrasekaran, 1998). Consecuentemente, la evidencia de
una estructura helicoidal particular es menos directa en este caso. Los intentos
de Millane et al., (1988) de refinar varios modelos estereoquimicamente
plausibles para ajustar los datos de difraccion de rayos X para k-carragenina
llevaron a la conclusion de que todos, excepto unos cuantos modelos de doble

hélice, podian excluirse.
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Figura 4. Estructuras de doble hélice propuestas para (a) k-carragenina y (b) -
carragenina (Millane, Chandrasekaran, Arnott, & Dea, 1988).
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Entre los modelos que se descartaron se encontraban modelos de hélice simple,
mezclas estadisticas de hélices simples y dobles hélices, y dimeros formados por
asociacion de cadenas coaxiales sin enlazar. Se encontré que el mejor modelo
de k-carragenina ordenada (Figura 4a) era una doble hélice paralela con una
separacion de 2.5 nm, bastante similar a la hélice de 1-carragenina (Figura 4b),
pero en la que las dos cadenas estan compensadas por una rotacion de 28° y
una traslacién de 0.1 nm desde el arreglo medio escalonado. Sin embargo, un
modelo paralelo muy similar y dos modelos antiparalelos también fueron
compatibles con los datos, aunque se consideré que eran menos convincentes,

en general, en el refinamiento.

El modelo mas favorecido conserva solo uno de los dos puentes de hidrogeno
intermoleculares por disacarido que se encontraron en la hélice de -carragenina.
Millane et. al. (1988), encontraron que la k-carragenina evidentemente no adopta
una conformacion medio escalonada, similar a la de i1-carragenina, a pesar del
hecho de que la ultima conformacion seria estereoquimicamente aceptable y
contendria dos enlaces de hidrégeno intermoleculares por disacérido.

Transiciones conformacionales en solucién

Desde las primeras investigaciones realizadas por Rees y colaboradores (1969),
diversos estudios han confirmado que la gelificaciébn de carrageninas esta
acompafiada por un cambio en la rotacion Optica. Posteriormente, Rees et al.,
(1970) demostraron que los valores obtenidos mediante rotacién Optica
monocromatica para i-carragenina, se correspondian estrechamente con los
calculados para una hebra aleatoria y para una conformacién de doble hélice,
como lo habian demostrado los estudios de difraccion de rayos X (Anderson,
Campbell, Harding, Rees & Samuel, 1969; Schafer & Stevens, 1996). Desde
hace varias décadas, se ha obtenido mas evidencia experimental de la transicion
conformacional en solucién con ayuda de técnicas espectroscopicas como la
resonancia magnética nuclear (RMN) de protén 'H, RMN de 3C (Bryce,
McKinnon, Morris, Rees & Thom, 1974; Rochas, Rinaudo & Vincendon, 1980;

18



Ablett, Clark & Rees, 1982) y mediante una variedad de otros métodos, como la
dispersion de luz (Hjerde, Smidsrad, Stokke & Christensen, 1998; Slootmaekers,
De Jonghe, Reynaers, Varkevisser & van Treslong, 1988; Viebke et al., 1995),
osmometria (Jones, Staples & Penman, 1973), viscosidad intrinseca (Smidsrad
& Grasdalen, 1984), calorimetria (Morris, Rees, Norton & Goodall, 1980; Rochas,
1985; Rochas & Mazet, 1984; Rochas & Rinaudo, 1982; Viebke, Borgstrom,
Carlsson, Piculell & Williams, 1998), coeficiente de actividad del contraién
(Rochas & Rinaudo, 1980) y conductividad (Takemasa, Chiba & Date, 2002).

La formacién de hélices es mas comunmente monitoreada empleando
mediciones de rotacion Optica. Los cationes que proveen la neutralizacion de la
carga de los grupos sulfato, tienen habilidades bastante diferentes para
estabilizar la doble hélice. Los iones K* tienen excelentes propiedades
estabilizantes de las dobles hélices mientras que iones como Na* y aun mas el
Li*, inhiben la formacién de estructuras helicoidales (Morris, Rees & Robinson,
1980; Rochas & Rinaudo, 1984). Los cationes divalentes como Ca?*, Mg?*y Sr?*
también pueden promover la gelificacién, aunque de forma inespecifica (Rochas
& Rinaudo, 1980).

Efecto de cationes

Una de las caracteristicas mas importantes de las carrageninas es la sensibilidad
de casi todas sus propiedades a la presencia de iones. Los efectos de diferentes
cationes sobre la transicion conformacional de k-carragenina han sido estudiados
(Rochas & Rinaudo, 1980; Snoeren & Payens, 1976; Viebke et al., 1998). Las
investigaciones realizadas por Rochas y Rinaudo (1980), parecen indicar que los
cationes estudiados podrian ser divididos en tres categorias con respecto a su
eficiencia para promover la agregacion de hélices: los cationes monovalentes
“especificos” (NHy, K*, Cs*y Rb*), los cationes divalentes (Mg2*, Ca2*, Sr2*, Ba2*,
Co?*'y Zn?*) y los cationes monovalentes “no especificos” (Li*, Na* y (CHz)aN™).
Los iones especificos promueven en diversos grados la agregacion de

estructuras helicoidales y, consecuentemente, la gelificacion de x-carragenina.
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Un ejemplo particularmente conocido, es el efecto de los iones potasio sobre las
propiedades de «-carragenina. En esta revision, se hizo énfasis en los
conocimientos que existen sobre el sistema k-carragenina en presencia de iones
divalentes calcio; sin embargo, en diversos aspectos, el sistema k-carragenina—
K* ha sido considerado como referente para caracterizar nuestro sistema de

estudio.

La transicion desorden—orden y subsecuente agregacion estan influenciadas por
la composicién idnica del ambiente acuoso (Grasdalen & Smidsrad, 1981; Morris
et al., 1980; Rochas & Rinaudo, 1980; Rochas et al., 1980). En presencia de
iones de sodio o calcio, la agregacion de hélices de k-carragenina es limitada en
comparacién con la agregacion en un ambiente con iones potasio (Hermansson,
1989; Turquois, Rochas, Taravel, Doublier & Axelos, 1995). Como ejemplo, una
transicion hebra-hélice a 20 °C podria requerir alrededor de 7 mM de iones K*,
pero tanto como 200-250 mM de iones Na* (Hermansson, Eriksson & Jordansson,
1991). No solo la cantidad o la valencia sino también las diferencias en

sensibilidad a la sal de los contraiones presentes en el sistema son importantes.

En comparacién con cationes monovalentes, se han realizado pocos estudios
sobre el efecto de los cationes divalentes para inducir la formacion de hélices de
k-carragenina. Rochas y Rinaudo (1980) descubrieron que habia solo una ligera
dependencia de la naturaleza de los contraiones divalentes en relacion con la
temperatura del punto medio de transicion para la fusion de las hélices de «-
carragenina. Con base en sus resultados, podrian requerirse 20 - 30 mM Ca?*
para una transicion hebra-hélice a 20 °C para una concentracion de 1% (p/p) de

la sal de sodio de k-carragenina.

No solo los cationes, sino también los aniones afectan la transicion
conformacional de la k-carragenina (Ciancia, Milas & Rinaudo, 1997; Norton,
Morris & Rees, 1984). Austen et al.,, (1988) encontraron que los aniones
estabilizan la conformacion ordenada en el orden I > Br > NO3 > Cl- > F. Se ha
mencionado que las interacciones mediante las que ciertos aniones permiten la

estabilizacion de hélices podrian ser causadas por la unidon de estos aniones a
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las hélices de «-carragenina (Record, Anderson, & Lohman, 1978; Schellman,
1975). La evidencia de tal union fue también obtenida por Grasdalen y Smidsrad,
(1981), y més tarde por Zhang y Fur6 (1993), a partir de los indices de relajacion
por RMN de iones yoduro en soluciones de k-carragenina, los cuales muestran

un aumento sustancial en la formacién de hélices.

2.2.3 Agregacion y gelificacion

Diversas investigaciones, han establecido que el ordenamiento conformacional
de las carrageninas es una condicion necesaria para la gelificacion (Meunier et
al., 1999; van de Velde et al., 2002). Una evidencia de la agregacion de hélices
de carragenina es una histéresis térmica en la transicion conformacional. Hasta
ahora, diversos estudios han demostrado que la agregacion de hélices de
carragenina es promovida por el incremento en la concentracion de sal. Sin
embargo, en condiciones similares de fuerza idnica, los cationes especificos son
claramente mucho mas efectivos que los cationes no especificos para promover
la agregacion de hélices. Ademas, se han identificado diversas propiedades
moleculares de las carrageninas que son de gran importancia, incluido el peso
molecular (Rochas, Rinaudo, & Landry, 1990; Smidsrad & Grasdalen, 1984), la
estructura quimica (Azevedo et al., 2015) y la forma i6nica. Esto significa que la
fuente de las algas, el tratamiento quimico y los métodos de purificacion son
importantes. Asimismo, la historia térmica de la muestra (incluido el
procedimiento de disolucion, la velocidad de enfriamiento y el tiempo de curado
del gel) es también importante. Otros indicios de agregacion incluyen el inicio de
turbidez y observaciones de birrefringencia de geles de k-carragenina. Se ha
obtenido evidencia més directa de k-carragenina en condiciones de agregacion
mediante técnicas de dispersion de luz, microscopia electronica y microscopia de
fuerza atébmica (Morris, et al., 1980; Meunier et al., 1999; Snoeren y Payens,
1976).

Varios autores han estudiado el efecto de la adicion de iones sobre la reologia
de la «-carragenina. La gelificacibn puede ser inducida con cationes

monovalentes especificos, asi como con ‘no especificos’, pero los cationes
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especificos generalmente forman geles mucho mas fuertes en condiciones
comparables de fuerza idnica (Morris, Rees, & Robinson, 1980; Morris & Chilvers,
1983; Watase & Nishinari, 1982; Watase & Nishinari, 1981).

2.2.4 Gelificacion con Ca?*

Los primeros estudios acerca de la interaccion de iones divalentes con k-
carragenina fueron reportados por (Rochas & Rinaudo, 1980), quienes
encontraron que la dependencia de la temperatura de fusién sobre la naturaleza
de contraiones divalentes es leve y en el orden siguiente: Ba?* > Ca?* > Sr?* >
Mg?* > Zn?* > Co?*. De acuerdo con sus resultados, se requieren 20 - 30 mM de
Ca?* para conseguir la transicion hebra-hélice a 20°C. Ademas, proponen que el
mecanismo conformacional es seguramente muy diferente al de los contraiones
monovalentes, para el que establecen un mecanismo de dimerizacion de cadena

para la conformacion ordenada (asumida como hélice).

Después, Morris y Chilvers (1983) encontraron que, en formas de k-carragenina
pura (libre de sal), el calcio dio lugar a geles mas fuertes a aquellos inducidos por
potasio o sodio, mientras que lo opuesto fue encontrado por Watase y Nishinari
(1981); sin embargo, los resultados fueron obtenidos bajo diferentes condiciones
experimentales. Por otra parte, Hermansson et al. (1991) realizaron un estudio
sobre los efectos de cationes y mezclas de cationes sobre la gelificacion de «-
carragenina y encontraron que el sistema x-carragenina-Ca?* formé geles
relativamente débiles y en un limitado intervalo de concentraciones de calcio.
Estos geles, presentaron una red entramada, muy fina y sin alguna de las hebras
gruesas observadas mediante microscopia electronica en las formas de sodio-«-

carragenina o potasio-k-carragenina.

Las muestras de geles preparadas con 2.16 % k-carragenina bajo la forma de sal
de sodio, evaluadas mediante reometria por Michel et. al. (1997) determinaron
que el moédulo elastico (G’) a 20 °C varié en la forma Na* < Cu?* = Ca?* < K*. En
esta investigacion se destaco el hallazgo de que, mas alla de una concentraciéon
umbral, los valores de G’ no fueron influenciados ni por la concentracion de sal

afnadida, ni por el tipo de cation. Ademas, en el caso de los cationes divalentes

22



(Cu?*y Ca?*), encontraron que los geles presentaron turbidez por encima de una
relativamente baja (= 0.02 M) concentracion de sal en el intervalo completo de
concentraciones de polimero estudiadas (0.5 a 2.16 %), independientemente de
si la concentracion de polimero fue lo suficientemente alta para formar un gel, o

no.

En otro estudio conducido por Lai, Wong y Lii (2000), la efectividad del aumento
de las temperaturas de gelificacion y fusion de los geles formados a
concentraciones de polimero en el intervalo de 0.5 a 3.0 % y sal afladida de 0.001
a 3.0 M siguieron la secuencia de Na* < Ca?* < K*. Los autores reportaron la
disminucién de la fuerza de gel en muestras preparadas a 1.5 % de polimero por
encima de una concentracion de calcio que varia de 0.1 a 0.5 M. Se sugirié que
esta disminucién se debe a sinéresis. Es importante destacar que Lai et al. (2000)
emplearon para su trabajo k-carragenina obtenida comercialmente en forma de

sal de K* sin purificar.

Takemasa, Chiba y Date (2001) condujeron un estudio comparativo de la
gelificacion de «x-carragenina en sus formas de K*, Na*, Ca?* y Cs* a
concentracion fija de 2 %. Sus resultados mostraron que la forma de calcio formo
el gel més turbio y con el médulo elastico méas alto, aun cuando su temperatura

de gelificacion fue relativamente baja (~ 10 °C).

Como regla general, una concentracion de sal creciente mejora el modulo
elastico de un gel de k-carragenina, siempre que la concentracion de sal afadida
no sea demasiado grande (Chen, Liao, & Dunstan, 2002; Kara, Tamerler,
Bermek, & Pekcan, 2003; Rochas et al., 1990).

Los estudios realizados por Doyle et. al. (2002), exploraron el efecto de la adicion
progresiva de cationes K*y Ca?* a soluciones de kx-carragenina en forma de sal
de Na*. Los autores realizaron un estudio comparativo de la fuerza de gel
determinada como el médulo de Young (E) a partir de pruebas de compresién en
soluciones de 1.0% (p/p) «-carragenina en un intervalo amplio de
concentraciones de K*y Ca?* (5 a 500 mM). Sus resultados demostraron que la

adicién progresiva de KCl a soluciones de «k-carragenina causé un aumento
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progresivo en el médulo de Young de los geles resultantes, hasta la mas alta
concentracion de K* a la que las muestras podian ser preparadas (500 mM). Para
el Ca?*, por el contrario, los médulos mostraron un aumento inicial con el
incremento en la concentracion del cation, pero luego una disminucion drastica
con la adicion progresiva de CaClz, después de la concentracion estequiométrica
(12.5 mM de Ca?*) (Doyle, Giannouli, Philp, & Morris, 2002).

La unidad repetitiva de disacérido de k-carragenina en la forma de sal de Na*
tiene una masa molecular de 408 Da (Rinaudo, Karimian, & Milas, 1979). Dado
que cada unidad contiene un grupo sulfato, la concentracion de sulfato en las
soluciones al 1.0% (p/p) de k-carragenina con las que trabajaron Doyle et al.
(2002) fue ~25 mM. El balance de carga con iones Ca?* fue alcanzado a una
concentracion de ~12.5 mM, que esta cerca de la concentracion que mostro la
maéaxima fuerza de gel, sugiriendo la posibilidad de la unidon estequiométrica de

los iones de Ca?* a las hélices de x-carragenina.

Los aportes de MacArtain et al. (2003) estuvieron orientados hacia la
determinacién de una concentracion 6ptima de contraiones en geles de «-
carragenina inducidos por calcio a bajas concentraciones de polimero (0.5y 1.0
%). Los autores encontraron que la adicion de bajas concentraciones de cationes
Ca?* (aproximada a una relaciéon molar estequiométrica de iones calcio a grupos
sulfato) pueden promover la agregacion de hélices, donde G’ aumenta con el
incremento de la concentracion de cationes calcio (Figura 5). Sin embargo, una
alta concentracion de cationes permitié la disminucién de G’ significativamente,

asociada con un marcado aumento en la turbidez de los geles.

Recientemente, Liu y Li (2016) realizaron un estudio sistematico de la gelificacién
termorreversible de x-carragenina inducida por cationes de calcio (Ca?*). Sus
resultados experimentales obtenidos por micro calorimetria diferencial de barrido
y reometria indicaron que la presencia de iones Ca?* cambi6 las temperaturas de
gelificacion y fusion de los geles a valores mas altos, indicando que la adicion de
iones Ca?* facilita la transicion sol-gel (transicion hebra-hélice). G’ (a 20 °C)

aumenté con el aumento de la concentraciéon del ion Ca?*, sugiriendo que la
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presencia de iones Ca?* no solo facilita la transicién hebra-hélice sino también
promueve el desarrollo de la red del gel. El incremento en la concentracion de

iones también permitié el aumento de la histéresis térmica (AT).
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Figura 5. Variacion de G’ con el cambio en la relacion calcio:carragenina para
concentraciones de 0.5 % (o) y 10 % (e) de k-carragenina (MacArtain et al.,
2003).

La reversibilidad térmica de la formacién y fusién de los geles fue examinada a
fondo mediante tres ciclos completos a velocidad de enfriamiento y calentamiento
fija de 1 °C min. Cada ciclo térmico fue programado desde 80 hasta 10 °C en el
enfriamiento y 10 a 80 °C en el calentamiento. Sin embargo, no esta especificada
la raz6n por la que los autores trabajaron con bajas concentraciones de iones
Ca?* (0.1, 0.2y 0.4 mM).

2.2.5 Mecanismo de gelificacion

El mecanismo de gelificacion para k-carragenina en presencia de iones K* ha
sido estudiado desde hace ya varias décadas. EI modelo de doble hélice
originalmente propuesto por Anderson et al. (1969) y mas tarde modificado por
Morris, Rees, & Robinson (1980), también conocido como “modelo de dominio”
es generalmente aceptado. A temperatura alta, la k-carragenina se presenta
como una hebra aleatoria (random coil). Al enfriarse, ocurre un mecanismo de
transicion sol-gel en dos etapas en el que hay una transicion hebra-hélice seguida

de agregacion de estructuras helicoidales y formacion de red (Mangione,
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Giacomazza, Bulone, Martorana, & San Biagio, 2003; Morris et al., 1980; Nufez-
Santiago, Tecante, Garnier, & Doublier, 2011; Rochas & Rinaudo, 1984).

Para k-carragenina en presencia de iones Ca?*, el mecanismo de gelificacion adn
no ha sido especificado. Sin embargo, los estudios mas recientes muestran un
creciente interés por elucidar la interaccién de los cationes Ca?* con las cadenas

de polimero durante el proceso de gelificacion termorreversible.

Es bien sabido que la gelificacién de k-carragenina en solucion acuosa involucra
la transicion conformacional hebra-hélice seguida de la agregacion de hélices vy,
consecuentemente, a la formacion de una red de gel (Hermansson, 1989;
Hermansson et al. 1991; Meunier et al., 1999). Los trabajos realizados por Liu y
Li (2016) mostraron evidencia de que, al aumentar la concentracion de iones
Ca?*, se inducen mas hélices de x-carragenina para que se ‘orienten’ y luego
participen en la agregacion; lo que conduce a incrementos tanto en nimero como
en tamafio de los agregados. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Doyle et al. (2002), quienes observaron gque para K* y Ca?*, las curvas de
calentamiento y enfriamiento son aproximadamente paralelas, pero la separacion
entre ellas (el grado de histéresis térmica) es mayor para Ca?* que para K*,
sugiriendo que los cationes divalentes son mas efectivos para promover la
agregacion de hélices de k-carragenina. Adicionalmente, dado que los cationes
Ca?* dieron la fuerza de gel maxima alrededor de su equivalencia
estequiométrica, la interpretacion mas probable es que actian mediante un
puente directo entre hélices adyacentes, en un mecanismo un tanto analogo al
modelo de “caja de huevo” (Grant, Morris, Rees, Smith, & Thom, 1973) propuesto

para la gelificacion de alginato o pectina de bajo metoxilo inducida por iones Ca?*.

En un estudio reciente realizado por Evageliou, Ryan, y Morris (2019), se
encontré que los valores de temperatura del pico maximo en los escaneos de
enfriamiento y calentamiento obtenidos mediante calorimetria diferencial de
barrido (0.5 °C min) incrementaron progresivamente con el aumento en la
concentracion de sal, siguiendo el orden Na* < Ca?* < K*, pero la mayor histéresis

térmica fue vista con Ca?* (Figura 6). La interpretacion propuesta es que los
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cationes Ca?* “cementan” las hélices de carragenina al unirse directamente entre
ellas, lo que proporciona mayor estabilidad térmica y, por tanto, mayor histéresis

que los cationes K*, que actian indirectamente por supresion de cargas.
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Figura 6. Efecto de la fuerza i6nica sobre la cantidad de histéresis térmica entre
las curvas de enfriamiento y calentamiento obtenidas por calorimetria diferencial
de barrido (Evageliou et al., 2019).

La k-carragenina usada por Evageliou et al. (2019) fue en forma de sal de Na®,
para evitar complicaciones de los sitios de unidén de contraiones a la cadena de
polimero, y fue estudiada a una concentracion fija de 1% (p/p). Los cationes Na*,

K*y Ca?* fueron afiadidos como sales cloruro.

Con base en todos estos aportes, puede corroborarse que la k-carragenina en
presencia de cationes calcio, puede formar geles termorreversibles con la mayor
fuerza de gel en la equivalencia estequiométrica de un Ca?* por grupo sulfato del
polimero y que, los iones calcio, se unen ‘entre’ las dobles hélices, mas que a

hélices individuales.

2.2.6 Microestructura de geles de k-carragenina inducida por Ca?*

La funcibn de muchos biopolimeros alimentarios, como la k-carragenina, es
formar estructuras supramoleculares que por si mismas determinan una serie de

propiedades caracteristicas del producto alimenticio final, tales como textura,
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propiedades de difusion, propiedades de retencidbn de agua y estabilidad
interfacial. La microestructura de geles de k-carragenina inducida por Ca?* ha
sido estudiado por técnicas como la microscopia electronica de barrido
(Hermansson et al., 1991; MacArtain et al., 2003; Thrimawithana, Young,
Dunstan, & Alany, 2010), microscopia de fuerza atémica (Schefer, Adamcik,
Diener, & Mezzenga, 2015; Schefer, Adamcik, & Mezzenga, 2014), microscopia
de barrido confocal laser (Bui, Nguyen, Nicolai, & Renou, 2019a; Bui, Nguyen,

Renou, & Nicolai, 2019b), entre otras.

MacArtain et al. (2003) han investigado la microestructura de geles formados con
diferentes proporciones de calcio a k-carragenina. Ellos usaron la técnica que
denominaron “mica-sandwich” en la preparacion de sus muestras, ya que,
combinada con una congelacion rapida, no requiere la adicién de glicerol u otros
aditivos (Hermansson & Langton, 1994). Esto es importante, dado que se ha
demostrado que el glicerol tiene un efecto significativo sobre la gelificacién de «-
carragenina (Gekko, Mugishima, & Koga, 1987; Nishinari & Watase, 1987).

La muestra preparada con 0.5 % polimero, en proporcion 1:1 calcio a «-
carragenina (Figura 7a), mostroé una red fina dentro de los poros mas grandes.
Los tamafios de poro resultantes son pequefios. Este esquema se refleja a
concentraciones de polimero por arriba de 1.0 % (Figura 7c). En proporciones
mas altas de calcio a k-carragenina, una red con hebras mas gruesas y poros
mas anchos corresponde a geles débiles y turbios. La red a una relacién calcio: k-
carragenina de 4:1 (Figura 7b) con 0.5 %, tiene hebras visibles y bastante
definidas en comparacion con las hebras finas observadas en la muestra con
relacion de calcio baja. La proporcion de calcio de 2:1 a concentracion de
polimero de 1.0 % mostrada en la Figura 7d nuevamente exhibe poros grandes
comparada con la red 6ptima mostrada en la Figura 7c. La formacién de hebras
mas gruesas Yy la consecuente naturaleza mas abierta de la red a
concentraciones mas altas de contraiones respaldan la opinibn de que los

cationes afadidos se suman a la agregacién localizada de las hebras.
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Figura 7. Micrografias por microscopia electronica de barrido de redes de «-
carragenina: (a) 0.5 %, proporcion afiadida de Ca?* 1:1; (b) 0.5 %, proporcién
afiadida de Ca?* 4:1; (c) 1.0 %, proporciéon afiadida de Ca?* 1:1; (d) 1.0 %,
proporcién afiadida de Ca?* 2:1. (MacArtain et al., 2003).

La misma técnica de preparacion de la muestra para el analisis de la
microestructura fue utilizada por Thrimawithana et al. (2010), aunque sus
observaciones para el cation Ca?* fueron evaluadas en 1-carragenina. Sobre la
microestructura de los geles, concluyeron que el aumento de la concentracién de

contraiones mas alla de un umbral tuvo un impacto negativo.

Por otra parte, Bui, Nguyen, Renou, y Nicolai (2019b) observaron mediante
microscopia confocal de barrido laser (CLSM) la microestructura de geles de +~y
k-carragenina (1.0 %) sin adicion de sales y en presencia de CaClz (Figura 8).
La presencia de mas CaClz permiti6 la formacion de geles de k-carragenina mas
heterogéneos, pero las concentraciones de sal afiadida comprendieron un
intervalo pequefio (0 — 70 mM) y, por tanto, una corta separacion entre ellas. Los
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geles de i-carragenina se mantuvieron homogéneos en las escalas de longitud
accesibles a CLSM (> 100 nm), excepto a la mas alta concentracion de CacClz
donde una estructura débil puede ser observada.

0 mM 20 mM 30 mM 50 mM 70mM
/
\

Figura 8. Imagenes por CLSM a 20 °C de geles de 1~ y k-carragenina (1.0 %) a
diferentes concentraciones de CacClz (Bui, Nguyen, Renou, & Nicolai, 2019b).

25 um

Los autores concluyeron que la red del gel de k-carragenina fue siempre mas
heterogénea que la del gel de 1-carragenina, pero menos en mezclas formadas
con 1.0 % de cada tipo de polimero que en los sistemas individuales. Ademas,
los geles de — y xk-carragenina mezcladas no mostraron separacion de fases

durante la gelificacion.
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3. APLICACION DEL METODO DE LA TANGENTE DE § EN LA
DETERMINACION DE LA TEMPERATURA DE FUSION DE
GELES DE k-CARRAGENINA EN PRESENCIA DE IONES

CALCIO

3.1 Resumen

El objetivo del presente estudio fue investigar la aplicabilidad e idoneidad del
meétodo de la tangente de 6 para determinar la temperatura de fusién precisa
(Tm,a) para el gel de 1% x-carragenina en presencia de 20 mM Ca?* durante el
calentamiento. La temperatura de fusion se midié usando reometria de cizalla
oscilatoria dinamica. Se utilizo el criterio de Winter-Chambon (tan & se vuelve
independiente de la frecuencia) para superar la dependencia de la frecuencia
sobre la temperatura de fusion que presenta el método reolégico convencional
de barrido de temperatura. La tarea principal fue realizar los barridos de
frecuencia cerca del cruce del médulo de almacenamiento G’'(w) y el médulo de
pérdida G”(w) durante el calentamiento, observado en un procedimiento
reolégico de rampa de temperatura. El punto de cruce de G'(») y G”(») durante
el procedimiento de rampa de temperatura en el calentamiento ocurrié a Tco =
54.2 °C + 1.07 °C. El método de la tangente de 6 establecié que la Tm, a para el
sistema 1% «-carragenina con 20 mM de Ca?* fue 55.0 °C. En el punto de fusion,
el exponente de relajacion de la ley de potencia obtenido ‘n’ fue constante (n =
0.87 + 0.01) e independiente de la temperatura. El método de la tangente de &
fue facil de usar y factible de aplicar para determinar el punto de fusién de un gel
a base de biopolimero.

Palabras clave: k-carragenina, transicion sol-gel, punto de fusién
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APPLICATION OF THE TAN 6 METHOD IN THE
DETERMINATION OF THE MELTING TEMPERATURE OF k-
CARRAGEENAN GELS IN THE PRESENCE OF CALCIUM IONS

Abstract

The objective of the present study was to investigate the applicability and
suitability of the tan 6 method to determine an accurate melting temperature for
an 1% (w/w) x-carrageenan gel in the presence of 20 mM Ca?* during heating.
Melting temperature was measured using dynamic oscillatory shear rheometry.
Winter-Chambon criterion (tan 6 becomes independent of frequency) was used
to avoid the frequency dependence on the melting temperature that conventional
temperature sweep rheological method exhibits. The main task was to perform
frequency sweeps near the crossover of the storage modulus G’(w) and loss
modulus G”(w) during heating in a temperature sweep. The crossover point
temperature (Tco) of G’(w) and G”(w) during the temperature sweep procedure in
heating occurred at Tc.o = 54.2 + 1.07 °C. The tan 6 method established that Tm, a
for 1% «x-carrageenan with a 20 mM Ca?* system was 55.0 °C. At the melting
point, the power-law relaxation exponent n obtained was a constant (n = 0.87 +
0.01) and independent of temperature. The tan 6 method was easy to use and
feasible to apply to determine the melting point of a biopolymer-based gel.

Key words: k-carrageenan; gel-sol transition; melting point, physical gels
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3.2 Introduccidn

La amplia variedad de aplicaciones que han sido encontradas para geles a base
de biopolimeros ha atraido la atencion de muchos investigadores. Para la
industria alimentaria, debido a la gran cantidad de alimentos ya conocidos y a
gue cada dia se inventan nuevos en forma de gel, existe la necesidad de
comprender y predecir el comportamiento de estos sistemas. Las temperaturas
de gelificacion y fusion son dos propiedades esenciales en el procesamiento de
geles alimentarios. Sin embargo, la mayoria de los estudios sobre geles fisicos
proporcionan solo informacién del comportamiento de gelificacion. Es importante
determinar no solo la temperatura de gelificacion sino también la temperatura de
fusion para obtener un espectro completo del comportamiento del gel. Un gel es
un material blando, solido o semejante a un sélido (Almdal, Dyre, Hvidt, & Kramer,
1993). La gelificacion es el fendmeno que involucra la asociacion o
entrecruzamiento de las cadenas de polimero para formar una red tridimensional
que atrapa o inmoviliza el agua dentro de ella para formar una estructura rigida
(Banerjee y Bhattacharya, 2012). Ciertos biopolimeros son bien conocidos por
formar geles en condiciones especificas y pueden estar implicados diversos tipos
de mecanismos moleculares de entrecruzamiento (Clark & Ross-Murphy, 1987).
Uno de estos biopolimeros es la «-carragenina, que forma geles
termorreversibles en solucién acuosa cuando la temperatura disminuye a una
concentracion adecuada de polimero (Anderson, Campbell, Harding, Rees, &
Samuel, 1969; Rochas & Rinaudo, 1984).

El mecanismo de gelificacion de la k-carragenina esta bien aceptado como un
proceso cooperativo en dos pasos, en el que primero, hebras aleatorias de
polimero son convertidas en estructuras de doble hélice, seguido por agregacion
de las moléculas ordenadas para formar una red infinita (Rochas y Rinaudo,
1984). Se ha demostrado ampliamente que la interaccion entre biopolimeros y
contraiones especificos promueve el proceso de gelificacion (Morris, Rees, y
Robinson, 1980; Morris, 1986; Hermansson, Eriksson, & Jordansson, 1991). Sin

embargo, se han realizado pocos estudios sobre el sistema x-carragenina—Ca?*
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en comparacion con el sistema «k-carragenina—K®*, principalmente porque existen
diferencias importantes y bien conocidas en la sensibilidad a la sal, lo que da
como resultado una gran variedad de perfiles reolégicos. En la industria
alimentaria, muchas de las aplicaciones de las aplicaciones de las carrageninas
contienen leche o sus derivados como materia prima, la cual posee alto contenido
de calcio (Walstra, Wouters y Geurts, 2006). Las carrageninas han sido usadas
para mejorar la textura del queso cottage, para controlar la viscosidad y la textura
de pudines y postres lacteos (Campo, Kawano, da Silvay Carvalho, 2009) y como
sustitutos de grasa, especialmente en productos lacteos (Zia et al.,, 2017).
Ademas, la k-carragenina tiene efecto sinergistico con proteinas de la leche y
algunos polisacaridos (Dong, Wei y Xue, 2021). Los estudios realizados por
Rochas y Rinaudo (1980) parecen indicar que los cationes estudiados pueden
dividirse en tres categorias en relaciobn con su eficiencia para promover la
agregacion de hélices: los cationes monovalentes “especificos” (NHJ, K*, Cs*y
Rb*), los cationes divalentes (Mg?*, Ca?*, Sr?*, Ba%*, Co?* y Zn?") y, los cationes
monovalentes “no especificos” (Li*, Na* y (CHs)aN*). Los iones monovalentes
especificos son mucho mas efectivos estabilizadores de las hélices incluso que
los iones divalentes. Sin embargo, los cationes divalentes también pueden
conducir a la gelificacion (Morris 1986). Por el contrario, ni el litio ni el sodio
mostraron una estructura de gel cohesiva (Morris et al., 1980).

Aunqgue se han utilizado varias técnicas para estudiar la gelificacion y fusion de
biopolimeros, la reologia sigue siendo una herramienta sofisticada y poderosa
para investigar algunas de las propiedades mas importantes del gel (Yang, Yang,
& Yang, 2018), como la transicion sol-gel y el comportamiento viscoelastico.
Ademas, debido a que los geles son materiales viscoelasticos, las pruebas
reoldgicas dinAmicas son muy adecuadas para examinar las propiedades del gel
y la temperatura de transicion sol-gel. La reologia de biopolimeros se centra en
dos tipos de técnicas reologicas: (1) cizallamiento oscilatorio de pequefa
amplitud, una técnica reoldgica no destructiva en la que se cumple la linealidad
entre el esfuerzo y la deformacién; por lo que, los protocolos de analisis tienen

una base tedrica firme y se pueden implementar métodos de prueba adecuados
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(Nishinari, 1997) y (2) cizalla oscilatoria de gran amplitud, que mide la respuesta
“no lineal” del material (Ahmed, Ptaszek, & Basu, 2017). Se puede observar
inicialmente una aproximacion de las temperaturas de gelificacion (Tg) y fusion
(Tm) durante el enfriamiento y el calentamiento, respectivamente, utilizando el
procedimiento reoldgico de rampa de temperatura en el punto de cruce entre
G'(w) y G”(w). Sin embargo, es bien conocido que el punto de cruce de G'(») —
G”(o) es generalmente un evento dependiente de la frecuencia y, a menos que
el sistema reactante esté balanceado estequiométricamente y a una temperatura
mucho méas alta que la temperatura de transicion vitrea, el moédulo de
almacenamiento y el médulo de pérdida no convergen en el punto de gel (Winter
& Chambon, 1986). Asi, la validez de este criterio se restringe al grupo de
polimeros formadores de red que exhiben relajacion de la ley de potencia en la
forma G(t) = St™™ con un valor caracteristico del exponente n = 1/2 (Winter,
1987). Para sistemas poliméricos que no pertenecen a este grupo, la transicion
sol-gel se puede detectar con mayor precisibn en un experimento mecanico
dinamico en el que la independencia de la frecuencia frente a la tangente de
pérdidas (tan &) determina el punto de gel preciso (Chambon & Winter, 1987). La
relajacion de la ley de potencia en el punto de gel parece ser una propiedad
general de la gelificaciobn quimica y fisica que involucra polimeros sintéticos o
biopolimeros, respectivamente. Sin embargo, no es un parametro general para
la gelificacion. Para algunos geles fisicos, se encontrd que el exponente critico
(n) depende de la concentracion del polimero (Michon, Cuvelier, & Launay, 1993)
y del historial térmico (Lopes da Silva & Gongalves, 1994). El punto en el que un
sistema en estado de sol pasa al estado de gel puede detectarse a partir de los
datos de un barrido de frecuencia. En este trabajo, nos concentramos en la fusiéon
del gel formado a partir de 1% «x-carragenina + 20 mM Ca?* y hacemos uso de
ensayos multifrecuencia para monitorear el comportamiento de la tan & versus
temperatura, para diferentes valores de frecuencia, en una sola prueba. Este
método es conocido como el procedimiento de angulo de fase critico o
simplemente como el ‘método de la tangente de &’. El método de la tangente de

o fue exitosamente usado en el estudio de la capacidad gelificante y las
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propiedades reoldgicas de los polisacaridos de ocra mezclados con «-
carragenina por Chen et al.,, (2019) y en una investigacion del efecto de la
sacarosa afiadida sobre el comportamiento reologico de geles i-carragenina
(Yang, Gao, & Yang, 2020). Sin embargo, no se ha reportado si se puede
determinar de la misma manera la temperatura de fusion precisa (Tm, a) para un
gel de k-carragenina en presencia de iones Ca?*. El objetivo del presente estudio
fue investigar la aplicabilidad e idoneidad del método de la tangente de 6 para
determinar la temperatura de fusion precisa del gel de k-carragenina en presencia
de 20 mM de iones Ca?* utilizando reometria de cizalla oscilatoria de pequefa

amplitud.

3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Reactivos

La k-carragenina, extraida de Eucheuma cottonii (contenido de potasio, sodio,
magnesio y calcio determinado por espectrometria de absorcion atomica: 7.38%,
0.37%, 0.10% and 0.10%, respectivamente), fue adquirida de Sigma-Aldrich
(Toluca, México) y usada sin purificacién adicional. El cloruro de calcio (CaClz)
fue grado ACS y obtenido de Meyer® (Ciudad de México, México). Se us6 agua
desionizada en todo momento. El aceite de parafina fue adquirido de Hycel

(Guadalajara, México).

3.3.2 Preparacion de la solucién

La solucion acuosa al 20 mM de CaClz se prepar6 en presencia de agitacion
magnética continua y temperatura ambiente (25 * 2 °C). Luego, la k-carragenina
fue incorporada lentamente a 70 °C bajo agitacion magnética hasta su dispersion
completa. La solucion fue calentada a 80 °C durante 30 min y conservada a esta

temperatura hasta su uso.
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3.3.3 Reologia

Las determinaciones reoldgicas fueron realizadas en un redmetro de esfuerzo
controlado (DHR-3, TA Instruments, New Castle, USA) equipado con una
geometria de acero inoxidable y placas paralelas de estria cruzada (40 mm de
diametro, gap = 1000 um). Previo a la evaluacion, el reémetro fue equilibrado a
80 °C usando el sistema de control de temperatura Peltier. A esta temperatura,
la muestra previamente preparada fue transferida al redmetro. La placa superior
de la geometria también se calent0, pero esta mediante el uso de una plancha
(Thermo Fisher Scientific) monitoreada con termopares. Se utilizd aceite de
parafina para evitar la evaporacion de agua. Ademas, se verificd que la
evaporacion de agua no fue significativa al observar los cambios en G’(w) y G”(®)
(frecuencia a 6.283 rad s y deformacion al 1%) a 80 °C durante 60 min (Liu,
Huang, & Li, 2016). Se realizaron barridos de amplitud con deformacién en el
intervalo de 0.1 — 100% a frecuencia de 6.283 rad s para determinar la zona de
viscoelasticidad lineal de la muestra en los estados de sol y gel. Se realizaron
rampas de temperatura de 80 hasta 20 °C a 1 °C min! para obtener un gel in situ.
Después de 30 min a 20 °C, se realizé una rampa de temperatura con una
velocidad de calentamiento de 1 °C min-! a frecuencia angular constante de 6.283
rad s y deformacién fija de 1% desde 20 °C hasta 80 °C para estudiar la
temperatura de fusion. Durante el calentamiento, se observo la evolucion de G’(o)
y G”(w) hasta que se alcanzé el punto de cruce de ambos modulos. En este
estudio, el valor de temperatura en el que los mdédulos de almacenamiento y
pérdidas se intersectan fue definido como Tco. Se ajusté la fuerza axial en el
panel de control del gap para compensar los cambios de volumen de la muestra
por efecto de la temperatura. En valores cercanos a esta temperatura, se
realizaron barridos de frecuencia (0.1-100 rad s!) a una deformacion fija de 1%.
Una vez que los barridos de frecuencia fueron obtenidos, se aplicé el método de
la tangente de 6 para obtener Tm, a. El andlisis del exponente de relajacion de la
ley de potencia también surge del espectro mecanico mediante un manejo
diferente de los datos reologicos. Todas las mediciones reoldgicas se realizaron

por triplicado.
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3.3.4 Calorimetria de barrido diferencial (CDB)

La muestra de 1% x-carragenina con 20 mM Ca?* (~500 mg) fue colocada dentro
de una charola porta muestra de acero inoxidable sellada herméticamente y
pesada en una balanza analitica de precision (Sartorius, Gottingen, Germany)
(£1.0 x 10 g). Se us6 como referencia una charola de acero inoxidable, sellada,
que contenia una solucién al 20 mM de CaClz (~500 mg). Se empleé la técnica
DSC para obtener el flujo de calor (mW) versus curvas de temperatura en un
calorimetro de barrido diferencial (Q20, TA Instruments, New Castle, USA). Las
muestras se escanearon usando una rampa de calentamiento de 1 °C min

desde 10 °C hasta 80 °C. Se us6 nitrogeno liquido como refrigerante.

3.3.5 Microscopia electronica de barrido ambiental

Se colocé un gel sobre una placa de aluminio y se fijé con cinta conductora de
carbono y se observo directamente en un microscopio de barrido ambiental (Carl
Zeiss, EVO LS10, Germany) con voltaje de aceleracion de 20 kV, presion de 100
Pa y temperatura de 10 °C. Se utilizé un detector de electrones retrodispersos y
se obtuvieron micrografias en escala de grises. Estas se almacenaron en formato

TIFF con resolucion de 1024 x 768 pixeles.

3.4 Resultados
3.4.1 Rampa de temperatura

Por lo general, muchos investigadores utilizan el cruce de G'(o) y G”(») como
indicador del punto de gel. Este método tiene las ventajas de ser rapido y
conveniente, pero no es valido en general, porque depende de la frecuencia
oscilatoria de la prueba reolégica dinamica. No obstante, cuando se pueden
obtener datos aplicables, como en el caso del sistema k-carragenina — Ca?*, es
probable que Tco esté cerca de la temperatura de transicion gel-sol durante la

aplicacién de un programa térmico de calentamiento. La Figura 9 muestra la
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disminucién de G'(o) y G”(w) con el aumento de la temperatura para 1% «-
carragenina + 20 mM Ca?*. A medida que la temperatura aument6é ain mas, la
transicion gel-sol se produjo junto con las intersecciones de G’(») y G”(®»). Segun
los resultados de este estudio, para 1% x-carragenina + 20 mM Ca?*, Tc-o fue 54.2
+ 1.07 °C. Lai et al. (2000) consideraron que la Tm del gel refleja la estabilidad

térmica o la fuerza de union de los sitios de unién de la red del hidrogel.
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Figura 9. Dependencia de G’ (simbolos rellenos) y G” (simbolos vacios) sobre la
temperatura. Velocidad de calentamiento de 1 °C min para 1% x-carragenina +
20 mM Ca?*. (w = 6.283 rad seg?, deformacién = 1%). Los datos experimentales
representan la media de tres réplicas * el error estandar.

En el presente estudio, la Tc-o fue obtenida durante el procedimiento de rampa de

temperatura, pero cabe sefialar que estos valores se obtuvieron bajo ciertos
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parametros (velocidad de calentamiento: 1 °C min' y o: 6.283 rad s*). Como se
menciond anteriormente, diferentes autores han informado que la velocidad de
enfriamiento o calentamiento y la frecuencia afectan los puntos de gelificacién o
fusion, respectivamente. Por tanto, hemos considerado la Tc-o solo como un valor
de referencia antes de determinar la temperatura de fusion precisa (Tm, a)

mediante el método de la tangente de 6.

3.4.2 Fusion del gel

La Figura 10 muestra la variacion de G’(w) y G”(w) con la frecuencia y la
temperatura para 1% «-carragenina + 20 mM Ca?'. Algunos rasgos

caracteristicos se pueden describir a partir del espectro mecanico.
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Figura 10. Variacion de G’ (simbolos rellenos) y G” (simbolos vacios) con la
frecuencia y la temperatura para 1% «-carragenina + 20 mM Ca?* a 51.0 °C
(circulos), 52.6 °C (cuadros), 53.8 °C (triangulos), 55.0 °C (triangulos invertidos)
y 56.0 °C (rombos). Los datos experimentales representan la media de tres
réplicas + el error estandar.
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A 51.0 y 52.6 °C, los valores de G’(w) estan separados por mas de un ciclo
logaritmico con G’(w) > G”(w), tan 6 £0.12 en todo el intervalo de frecuencia para
ambas temperaturas y se muestra un ‘plateau’ elastico caracteristico. Todas
estas caracteristicas denotan el comportamiento convencional de un gel (G’(w) y
G”(o) independientes de la frecuencia y tan 6 << 1). A 53.8 °C, se pudo observar
un punto de cruce de los modulos en el tercer ciclo logaritmico del rango de
frecuencia evaluado. En este caso, tan 6 =0.03 2 0.97. a 55.0 °C, a valores bajos
de frecuencia G’(») > G”(»), para o = 3 rad s, se observa un cruce de médulos
y, por encima de este valor, G”(w) > G’(w) con tan & ~ 1. Finalmente, a 56.0 °C,
el comportamiento reoldgico fue caracteristico de una solucion macromolecular
con G”(w) >> G'(w) y ambos mddulos dependientes de la frecuencia (Nufez-
Santiago & Tecante 2007). A esta Ultima temperatura evaluada, tan & > 1 en todo

el intervalo de frecuencia.

3.4.3 Analisis del método de la tangente de &

Los criterios de Winter y Chambon se basan en el hecho de que, en un momento
particular del proceso de gelificacion o fusiéon, los modulos (G’(w) y G”(w) exhiben
dependencia de la ley de potencia sobre la frecuencia. La Tm, a Se define como el
punto en el que la tangente de & es independiente de la frecuencia. La Figura 11
muestra las dependencias de la temperatura y la frecuencia de la tangente 6 de
para el espectro mecanico ilustrado en la Figura 10. Todas las curvas pasan por
un punto en comun a 55.0 °C. Asi, para 1% «k-carragenina + 20 mM Ca?*, Tm,a =
55.0 °C, que corresponde a un valor de tan 8 = 2.1. El método de la tangente de
d ya ha se ha utilizado con éxito en la investigacion de propiedades criticas. Por
ejemplo, se ha utilizado para determinar el punto de gelificacion preciso en
soluciones acuosas de k-carragenina en presencia de hasta 30% en peso de
sacarosa por Yang et al. (2018) y para determinar el punto critico (concentracion
critica) de geles de k-carragenina a varias temperaturas por Liu, Chan, & Li,
(2015). En este trabajo, el analisis del método de la tangente de & también fue
efectivo para el calculo de la temperatura de fusion precisa, mostrando que

durante la transicion gel-sol, Tm, a puede determinarse correctamente mediante el
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punto de convergencia del log (tan 4) versus curvas de temperatura a una serie

de frecuencias fijas.
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Figura 11. Método de la tangente de 6 para 1% «-carragenina + 20 mM Ca?* a
diferentes frecuencias (rad/s). 25.1 (circulos), 31.6 (cuadros), 39.8 (triangulos),
50.1 (triangulos invertidos), 63.0 (rombos) y 79.4 (cruces). Los datos
corresponden al espectro mecanico mostrado en la Figura 10.

3.4.4 El exponente de relajacidon de la ley de potencia

Dado que el médulo de almacenamiento G’(w) y el mddulo de pérdidas G”(w) a
bajas frecuencias puede ser expresado aproximadamente por las leyes de
escalamiento G’(0) x o" y G”(0) « o"", respectivamente, un cruce de n’=n” =n
podria considerarse como un indicador del punto de gelificacion (Winter &
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Chambon 1986; Chambon & Winter 1987). El exponente de la ley de potencia
para G’(0) y G”(w), n = 0.87 £ 0.01 en el punto critico (Figura 12), indica que a
una temperatura de 55.7 °C, el sistema 1% x-carragenina + 20 mM Ca?* es
viscoelastico con G”(w) >> G'(o) (tan 6 = 2.1, G” = 2.1G’). Este hallazgo implica
gue el comportamiento del gel corresponde a una relajacion “auto-similar”, ya que
el exponente critico es el mismo en cualquier escala de tiempo de observacion

dentro de la ventana de tiempo dada (Winter, 1994).
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Figura 12. Variacion del exponente de la ley de potencia con la temperatura para
el sistema 1% «-carragenina + 20 mM Ca?*. n’ (triangulos) y n” (circulos). Las

lineas que unen los puntos de datos experimentales se incluyen solo como una
guia para localizar mejor la temperatura de transicion gel-sol.
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Nuestros datos también muestran que el exponente de relajacion de la ley de
potencia no es constante y, cerca de la transicion gel-sol, aument6 rapidamente
con la temperatura. Por ejemplo, fue de 0.02 a 51 °C hasta 1.04 a 56 °C. De
manera similar, muchos estudios han mostrado valores relativamente altos de ‘n’
para geles fisicos (Li & Aoki 1997; Schwittay, Mours, & Winter, 1995; Te Nijenhuis
& Winter, 1989). La diferencia en los valores de temperatura entre el método de
la tangente de 6 y el método del exponente de la ley de potencia fue 1.2% para
el sistema 1% «-carragenina + 20 mM Ca?*. Esta diferencia podria ser atribuida
al hecho de que el exponente de la ley de potencia solo es independiente de la
frecuencia en el punto de gel, donde la relajaciébn auto-similar gobierna el
comportamiento reologico. Por tanto, el método del exponente de la ley de
potencia no garantiza la determinacion de un punto de fusion preciso. En efecto,
Nufiez-Santiago y Tecante (2007) reportaron que el uso de este analisis de datos
para obtener la Tg en sistemas k-carragenina—K™* fue dificil, principalmente porque
el exponente critico cambia radicalmente dentro de un intervalo de temperatura
estrecho, lo que hace necesario un control estricto de la temperatura y un sistema
en estudio en el que la gelificacibn se pueda detener a una temperatura
determinada.

3.4.5 Calorimetria diferencial de barrido (CDB)

La Figura 13 muestra el termograma de calentamiento por CDB para 1% «-
carragenina + 20 mM Ca?*, que se caracteriz6 por mostrar solo un pico
endotérmico bien definido en el calentamiento. En general, se reconoce que
aparece un pico endotérmico cuando un sistema cambia de un estado ordenado
a un estado desordenado, como en la transicién gel-sol de los geles a base de
biopolimeros (Elkordy, 2013). Durante el calentamiento, los puentes de hidrégeno
se rompen, las estructuras de doble hélice cambian su conformacién, dando lugar
a la fusién de los agregados y la red de gel se rompe. La ruptura del gel de
carragenina se produce en un intervalo de temperatura, pero el pico endotérmico,
localizado a la temperatura maxima, se consideré la temperatura de fusion (Tm).

Nuestros resultados muestran que mediante la técnica de CDB, la temperatura
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méxima fue = 54.2 + 0.5 °C y, la temperatura de fusién precisa, determinada por
el método de la tangente de 6 fue Tm, a = 55 °C. Esta ligera diferencia podria
deberse a que la CDB es una técnica basada en el analisis térmico, mientras que
las propiedades reolégicas se determinan midiendo la fuerza y la deformacion en
funcidbn del tiempo, proporcionando informacién cuantitativa sobre las
propiedades mecanicas de un material (Tabilo-Munizaga & Barbosa-Canovas
2005). Por tanto, no es de extrafiar que estos valores difieran ligeramente en
cantidad, aunque podrian servir para corroborar la aplicabilidad del método de la
tangente de & para determinar la Tm, a. En comparacion, construir una estructura
a menudo es un proceso mucho mas lento. Durante el enfriamiento, la transicion
de hebra aleatoria a dobles hélices es extremadamente rapida (Norton, Goodall,
Morris, & Rees, 1983), mientras que la posterior agregacion de dobles hélices en
pequefios dominios para formar una red tridimensional (Mangione, Giacomazza,
Bulone, Martorana, & San Biagio, 2003) es mas lenta. Los experimentos de
curado de gel han revelado que la formacién completa del gel es un evento
dependiente del tiempo (Tecante & NUfiez-Santiago, 2012).
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Figura 13. Curva de calentamiento por CDB para 1% «-carragenina + 20 mM
Ca?*. Velocidad de escaneo: 1 °C min.
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3.4.6 Microscopia electrénica de barrido ambiental (ESEM)

En la Figura 14 se presenta una imagen microscopica del gel de k-carragenina
observada mediante microscopia electronica de barrido ambiental (ESEM). La
fotografia de ESEM proporcioné conocimiento visual acerca de cémo el Ca?*
afecto la microestructura del gel. En presencia de 20 mM de iones Ca?*, el gel de
1% x-carragenina presentd una microestructura homogénea con una fina red
tridimensional, cuya forma laminar fue claramente discernible e interespaciada
por huecos. Los resultados presentados aqui, son similares a aquellos
encontrados por MacArtain, Jacquier, & Dawson, (2003) en redes de «-
carragenina inducidas por calcio. Los autores observaron una fina red dentro de
poros mas grandes en geles formados con 5y 10 g L de k-carragenina a una
relacion molar estequiométrica de un calcio por cada grupo sulfato de «-
carragenina. En el presente trabajo, se utiliz6 ESEM para examinar la naturaleza

de la red tridimensional del gel.

Figura 14. Imagen por microscopia electrénica de barrido ambiental (ESEM) de
1% «-carragenina + 20 mM Ca?*.
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3.5 Conclusiones

Se determind con éxito la temperatura de fusion precisa (Tm, a) del sistema «-
carragenina — Ca?* mediante el método de la tangente de §. Este método fue facil
de usar y factible de aplicar para determinar la temperatura de fusion del sistema
K-carragenina — calcio. Ademas, nuestros resultados muestran que le teoria del
escalamiento puede describir con cierta precision la temperatura de fusion
durante la transicion gel-sol. El andlisis por micro-calorimetria diferencial de
barrido permiti6 monitorear la transicion orden-desorden del gel formado por 1%
k-carragenina + 20 mM Ca?* y sus resultados fueron consistentes con aquellos
obtenidos mediante el método de la tangente de 3. La microscopia electronica de
barrido ambiental demostré que, en el estado ordenado, se formd la red

tridimensional que caracteriza a un gel.
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4. MODELADO ESTRUCTURAL Y COMPORTAMIENTO
REOLOGICO DE k-CARRAGENINA EN PRESENCIA DE IONES
CALCIO

4.1. Resumen

El sistema polimérico entrecruzante «x-carragenina—Ca’* experimenta
transiciones de fase de liquido a solido en un punto critico, que se denomina
transicion sol-gel. El objetivo del estudio fue explorar la gelificacion y fusion del
sistema k-carragenina—Ca?* utilizando reometria de cizalla oscilatoria de baja
amplitud y quimica computacional para representar el diagrama de transicion sol—
gel y explicar la manera en la que interactian las moléculas de polimero con los
iones Ca?*. Se demostr6 la aplicabilidad e idoneidad del método de la tan de &
para determinar las temperaturas de gelificacion (Tg) y fusion (Tm) precisas del
sistema k-carragenina—Ca?* a concentracion fija de polimero (1% p/p) y fuerza
i6nica en el intervalo de 0 a 100 mM. El comienzo de la gelificacion durante el
enfriamiento y la pérdida de estructura del gel durante el calentamiento se
desplazaron a temperaturas progresivamente mas altas con la adicion gradual de
CacClz, con histéresis térmica. Se grafico la concentracién ionica total (Ct) versus
el inverso de las temperaturas Tg Y Tm en un diagrama de transicion que define
al menos dos transiciones conformacionales para k-carragenina sola y en
presencia de iones Ca?*. Las pendientes de regresién para las curvas de
enfriamiento y calentamiento del diagrama de transicién resultaron ser diferentes
entre si, indicando un posible punto critico para valores de Cr por debajo de 10
mmol/dm3. El modelado por computadora a nivel teoria del funcional de la
densidad (TFD) revel6 que la x-carragenina puede presentar puentes de
hidrégeno intra e intermoleculares y coordinacion con iones Ca?*. La energia de
interaccidon que pueden presentar conformeros de dos modelos de k-carragenina
es localizado entre 6 y 11 kcal mol. La coordinacion entre el catién divalente y
el polimero, asi como las interacciones intra e inter moleculares de dos azlcares,
puede ser uno de los factores por los que las cadenas de polisacaridos presentan
asociacion entre ellas.

Palabras clave: k-carragenina, diagrama de transicion, geles fisicos
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STRUCTURAL MODELING AND RHEOLOGICAL BEHAVIOR OF
k-CARRAGEENAN IN THE PRESENCE OF CALCIUM IONS

Abstract

The «x-carrageenan-Ca?* cross linking polymeric system undergoes phase
transitions from liquid to solid at a critical point which is called the sol-gel
transition. The aim of this study was to explore the gelling and melting of the «-
carrageenan-Ca?* system using small amplitude oscillatory shear rheology and
computational chemistry to represent the sol-gel transition diagram and explain
how the polymer chains and Ca?* ions interact. The applicability and suitability of
the tan 6 method to determine the accurate gelling (Tg) and melting (Tm)
temperatures of the k-carrageenan—-Ca?* system for a fixed polymer concentration
(1% w/w) and ionic strength in the 0 — 100 mM range was demonstrated. Onset
of gelation on cooling and loss gel structure on heating moved to progressively
higher temperatures on progressive addition of CaClz, with thermal hysteresis
between the sol-gel transitions. The ionic total concentration (Ct) was plotted
against the inverse of Tg and Tm in a transition diagram that exhibit, at least, two
conformational transitions for k-carrageenan single and in the presence of calcium
ions. The regression slopes for cooling and heating curves of the transition
diagram were different from each other, suggesting a possible critical point for Cr
values below 10 mmol/dm3. Computer modeling at the density functional theory
(DFT) level revealed that k-carrageenan can exhibit intra- and intermolecular
hydrogen bonding and coordination with Ca?* ions. The interaction energies that
can present conformers of two k-carrageenan models were located between 6
and 11 kcal mol. The coordination between the divalent cation and the polymer
as well as the intra and intermolecular interactions of two sugars, may be one of
the factors by which the polysaccharide chains present an association between
them.
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4.2 Introduccion

La k-carragenina es un galactano lineal, sulfatado, extraido a partir de diferentes
especies de algas marinas rojas, principalmente de Kappaphycus alvarezii, mejor
conocida como Eucheuma cottonii (Rhein-Knudsen, Ale, & Meyer, 2015).
Quimicamente, se encuentra constituida por una unidad de disacérido alterna de
(1—3)-p-D-galactosa-4-SO0; y (1—4)-3,6-anhidro-a-D-galactosa (Rochas &
Rinaudo, 1984), el grupo sulfato en el cuarto carbono del anillo de azucar, le
proporciona caracter anionico. La k-carragenina es soluble en agua caliente
(entre 70-80 °C) y es capaz de formar un gel termorreversible al enfriarse o al
aumentar la fuerza iénica (Smidsrgd & Grasdalen, 1982; Morris, 1986; Rinaudo,
2008).

El mecanismo de gelificacion de la k-carragenina esta bien aceptado como un
proceso cooperativo de dos pasos en el que, primero, hebras aleatorias del
polimero se convierten en estructuras de doble hélice (Anderson, Campbell,
Harding, Rees, & Samuel, 1969) que posteriormente se agregan para formar una
red tridimensional continua que da lugar a un gel (Morris, Rees, & Robinson,
1980; Rochas & Rinaudo, 1984). La transicion de hebras aleatorias a dobles
hélices ocurre cuando soluciones calientes de polimero en concentracion
suficiente son enfriadas; mientras que, una transicion de dobles hélices a hebras
aleatorias ocurre cuando los geles son calentados. La transicion conformacional
es, por tanto, termorreversible y las temperaturas de gelificacion y fusién del gel
dependen de la concentracion del polisacarido y de la concentracion y tipo de

contraiones externos (Snoeren & Payens, 1976).

Es bien sabido que la union de cationes favorece el ordenamiento de las cadenas
y, consecuentemente, la gelificacion (Morris, Rees, & Robinson 1980; Rochas &
Rinaudo, 1980); sin embargo, la k-carragenina tiene diferentes afinidades por
algunos iones. Cationes como K*, Rb* y Cs* mejoran la gelificacion, pero otros
como el Li* y el Na* tienen poco efecto (Takemasa, Chiba, & Date, 2001). Los
cationes divalentes como Ca?*, Mg?* y Sr?* también pueden promover la

gelificacion, aunque de forma inespecifica (Robal et al., 2017).
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El sistema polimérico entrecruzante «x-carragenina—Ca’* experimenta
transiciones de fase de liquido a sélido y de sélido a liquido en puntos criticos
que se denominan transicion sol-gel y gel-sol, respectivamente. Las transiciones
sol-gel y gel-sol estan indicadas por las temperaturas de gelificacion (Tg) y fusion
(Tm). Se han utilizado diversos métodos para obtener las Tg y Tm de la k-
carragenina en solucion acuosa, tales como transmision de fotones (Kara, Arda,
Kavzak, & Pekcan, 2006), micro calorimetria diferencial de barrido (Evageliou,
Ryan & Morris, 2019; Liu & Li, 2016) y reometria (Hermansson, Eriksson y
Jordansson, 1991; MacArtain, Jacquier y Dawson, 2003). Las pruebas reologicas
de baja deformacion tienen la capacidad de proporcionar resultados
reproducibles sin alterar la estructura que se forma durante la gelificacion y son
relativamente faciles de realizar (Nishinari, 2000). Recientemente, Laureano-
Lopez et al., (2022), demostraron la aplicabilidad e idoneidad del método de la
tangente de & para determinar la temperatura de fusion del gel de 1% «-
carragenina en presencia de 20 mM de CaClz; sin embargo, no solo las
temperaturas de fusion sino también las temperaturas de gelificacion han sido
determinadas con precision por este método (Liu & Li 2016; Yang, Yang, & Yang,
2018). Los diferentes valores de Tg y Tm Se pueden representar en un grafico de
estas temperaturas caracteristicas versus el reciproco de la temperatura absoluta
(T1), como funcién de la concentracién iénica total (Ct), en un diagrama de
transicion sol-gel (Rochas & Rinaudo, 1980). Para la sal de potasio de «-
carragenina purificada, el diagrama de transicion sol-gel fue determinado por
Rochas y Rinaudo (1982); sin embargo, no ha sido aun especificado para la forma
mas comercializada de k-carragenina (como sal de K*) en solucién acuosa y en

presencia de iones de calcio.

Los primeros estudios acerca de la interaccion de iones divalentes con «-
carragenina fueron reportados por Rochas y Rinaudo (1980) quienes encontraron
gue, para la forma de sodio de k-carragenina, la dependencia de la temperatura
de fusién sobre la naturaleza de contraiones divalentes es leve y en el orden
siguiente: Ba?* > Ca?" > Sr?* > Mg?* > Zn?* > Co?'. De acuerdo con sus

resultados, se requieren 20-30 mM de Ca?* para conseguir la transicién hebra-
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hélice a una concentracion de polimero de 1% (p/p) y 20°C. Ademas, propusieron
gue el mecanismo conformacional es seguramente diferente al de los contraiones
monovalentes, para el que establecieron un mecanismo de dimerizacion de
cadena para la conformacion ordenada (asumida como hélice). Hermansson et
al. (1991), encontraron que las soluciones de k-carragenina al 1% (p/p) en forma
de sal de Ca?* dieron lugar a geles débiles en el intervalo de fuerza iénica de 30-
100 mM de Ca?*. Doyle et. al. (2002), demostraron que la adicién progresiva de
CaCl2 a soluciones de k-carragenina provocO un aumento progresivo en el
modulo de Young de los geles hasta alcanzar concentracion de ~12.5 mM, que
esta cerca de la concentracion que mostro la maxima fuerza de gel, sugiriendo la
posibilidad de la unién estequiométrica de los iones de Ca?* a las hélices de «-
carragenina. Para x-carragenina en presencia de iones Ca?*, el mecanismo de
gelificacion aun no ha sido especificado a detalle. Sin embargo, los estudios mas
recientes muestran un creciente interés por elucidar la interaccion de los cationes
Ca?* con las cadenas de polimero durante el proceso de gelificacion. A pesar de
una gran cantidad de estudios, quedan algunas preguntas por resolver, tales
como; si los iones Ca?* se unen a las hélices de k-carragenina en la misma forma

como los iones de K* o lo hacen de manera diferente.

De la quimica cuantica a nivel de teoria del funcional de la densidad (TFD) se
puede obtener informacion importante para describir las interacciones de un
sistema. El uso de esta metodologia tedrica ha demostrado ser una herramienta
util para el modelado y representacion de diversas propiedades moleculares, asi
como para la explicacion de fendmenos quimicos a nivel molecular. Los
resultados de los parametros estructurales y propiedades electronicas de los
sistemas quimicos analizados a nivel tedrico se relacionaron con aquellos
determinados experimentalmente por reometria. El objetivo del presente estudio
fue determinar las temperaturas de gelificacion y fusidn de «k-carragenina en
presencia de iones Ca?* (0-100 mM) a través de reometria oscilatoria de baja
amplitud para proponer el diagrama de transicion y la forma posible de interaccién
del Ca?" con las cadenas del polimero. Consideramos que los resultados

obtenidos contribuyen a entender el mecanismo de gelificacion del sistema.
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4.3 Material y métodos
4.3.1 Material y preparacion de las soluciones

La «-carragenina fue adquirida de Sigma-Aldrich (Toluca, México). La
concentracion de iones determinada por espectrometria de absorcién atomica
fue: 0.37% Na*, 0.10% Mg?*, 7.38% K* y 0.10% Ca?*, por lo que se considera
gue es una sal de potasio. El polimero se utilizé sin tratamiento adicional. El peso
molecular determinado a partir de la viscosidad intrinseca en 0.1 mol dm= de
NaCl + 0.005 mol dm-2 de EDTA fue 3.0 x 10° g mol. El cloruro de calcio (CaClz)
fue grado reactivo y obtenido de Meyer® (Ciudad de México, México). Se utilizd
agua desionizada en todo momento. El aceite de parafina fue adquirido de Hycel

(Guadalajara, México).

Las soluciones acuosas de CaClz con diversas concentraciones de Ca?* (20, 40,
60, 80 y 100 mM) se prepararon con agitacion magnética continua a temperatura
ambiente (25 + 2 °C) durante 30 min. Una masa fija de k-carragenina (1 % p/p)
fue afiadida dentro de las soluciones de iones Ca?*. Después, las soluciones
fueron calentadas a 80 °C durante 2 h bajo agitacibn magnética en matraces
erlenmeyer de 50 mL con tapén de rosca fendlico para evitar la evaporacion del

solvente.

4.3.2 Mediciones reoldgicas

Las mediciones de reologia oscilatoria dinamica, incluidos los barridos de
deformacion, barridos de frecuencia y barridos de temperatura fueron llevados a
cabo en un reémetro de esfuerzo controlado DHR-3 (TA Instruments, New Castle,
EUA) equipado con geometria de placas paralelas (40 mm de diametro y gap de
1000 um) de estria cruzada. Antes de cada evaluacion, la muestra se calento
hasta 80 °C y se mantuvo a esta temperatura durante 15 min para borrar la
historia térmica del polimero. Posteriormente, se transfirio directamente a la placa
inferior del reébmetro, previamente equilibrado a 80 °C. Una vez colocada, se
cubri6 el perimetro de la muestra con aceite de parafina para evitar la

evaporacion del solvente. Durante las pruebas, la temperatura fue controlada
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usando el sistema Peltier del reometro. Todas las mediciones reologicas se

realizaron por triplicado y se reporto el promedio + la desviacion estandar.

4.3.3 Barridos de deformacion

Los barridos de deformacion se llevaron a cabo para determinar la region
viscoelastica lineal (RVL). La medicion se llevdo a cabo en el intervalo de
deformacion de 0.1 a 100% para las muestras a 80 °C y de 0.1 a 5% para
muestras a 20 °C. En ambos casos, las pruebas se llevaron a cabo a frecuencia
angular constante (o) de 1 Hz (6.28 rad s™). Durante la prueba, los médulos de
almacenamiento (G’) y pérdida (G”) se midieron y registraron. Los limites de la
RVL se determinaron identificando la primera deformacion en la que las
propiedades reoldgicas dinamicas (G’ y G”) se desviaron en mas del 3% de sus
valores casi constantes (Rao, 2014). Una vez que la RVL fue establecida, se

realizaron las siguientes pruebas.

4.3.4 Barridos de temperatura

Los barridos de temperatura se realizaron mediante rampas de enfriamiento (80
— 20 °C) y calentamiento (20 — 80 °C) para determinar la temperatura a la que el
cruce de los médulos G y G” ocurre. Las velocidades de enfriamiento-
calentamiento fueron de 1 °C min-!, frecuencia angular () constante de 1 Hz
(6.28 rad s) y deformacion fija del 1%. Al ser dependientes de factores como la
frecuencia angular (o) y la velocidad de enfriamiento/calentamiento, los barridos
de temperatura no indican con precision las Tg y Tm; Sin embargo, nos permiten
obtener valores que estan cerca de estas. Para superar las desventajas, en el
presente estudio usamos el método de la tangente de & como una alternativa

adecuada y eficiente para la determinacion de las Tgy Tm.

4.3.5 Barridos de frecuencia

Los barridos de frecuencia determinan el comportamiento de los médulos G’y G”
en funcion de la frecuencia a temperaturas fijas. En este estudio, los barridos de
frecuencia fueron conducidos a diferentes temperaturas cercanas a las

temperaturas del cruce de los modulos de almacenamiento (G’) y pérdida (G”)
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obtenidos durante los barridos de temperatura (durante el enfriamiento y
calentamiento) para cada muestra evaluada. Las pruebas se realizaron dentro
del intervalo de 0.1 a 100 rad s, con amplitud oscilatoria de 1%. Las muestras
fueron estabilizadas durante 10 min en cada una de las temperaturas a las que

se realiz6 la medicion.

4.3.6 Determinacién de las temperaturas de transicion sol-gel y gel-sol por
el método de la tangente de &

El método de la tangente de & es un procedimiento Gtil para monitorear la
evolucion de la tangente de 6 como funcién de la temperatura a diferentes
frecuencias (o) en una sola prueba. La interseccion donde se cruzan las curvas,
en un valor de temperatura especifico corresponde al punto de gel. El método de
la tangente de 6 ha sido ya aplicado exitosamente en la determinacion de
propiedades criticas tales como concentracion en el punto de gel (cg) y tiempo
de gel (tg) de diversos polimeros (Cuvelier & Launay, 1990; Michon, Cuvelier, &

Launay, 1993).

4.3.7 Modelado computacional de las interacciones k-carragenina—Ca?*

El estudio tedrico de la «-carragenina, coordinacion con el ion calcio e
interacciones intra e intermoleculares, se llevaron a cabo mediante técnicas de
la quimica cuantica. El analisis conformacional para diferentes modelos de «-
carragenina, asi como su interaccion con el ion Ca?* (Cuadro 4), se realizé a nivel
mecénica molecular empleando el campo de fuerzas Merck (MMFF)
implementado en el programa Spartan’06 (Deppmeiner et al., 2006). Los
conférmeros de minima energia, fueron considerados para la optimizacion de las
geometrias y frecuencias vibracionales en fase gas (Makshakova, Faizullin, &
Zuev, 2020) mediante calculos de la teoria del funcional de la densidad (DFT)
(Parr & Yang, 1989); particularmente, por el funcional M06-2X (Zhao & Truhlar,
2008), un funcional meta-GGA hibrido desarrollado para estudios de
interacciones no covalentes, entre otras aplicaciones, tales como termoquimica,
cinética termoquimica, los estados excitados y los elementos de transicion. El

conjunto de funciones base 6-311G (d,p) (Krishnan, Binkley, Seeger, & Pople,
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1980) fue usado para representar a los orbitales moleculares. El analisis cuantico
de la molécula de «k-carragenina y los iones Ca?* se llevdé a cabo usando el
software Gaussian09 (Frisch et al., 2009). Se analizaron las energias relativas de
estabilidad e interaccion. Los parametros estructurales fueron las longitudes de
enlace. En relacion con las propiedades electronicas, se determinaron las cargas,
orbitales moleculares y mapas de potencial electrostatico. Se utilizé el esquema
de analisis de poblacion orbital natural (Reed, Weinstock, & Weinhold, 1985). El
orbital ocupado de mas alta energia (HOMO), el orbital molecular desocupado de
mas baja energia (LUMO) y la diferencia energética entre LUMO y HOMO,
podrian indicar la reactividad (Zhang & Musgrave, 2007) entre el ion calcio y los

modelos de k-carragenina.

Cuadro 4. Modelos conformacionales de k-carragenina analizados a nivel TFD
utilizando el funcional de densidad M06-2X.

Estructura Abreviatura
galactosa-sulfato/anhidrogalactosa gsag
galactosa-sulfato/anhidrogalactosa/Ca?* gsag-Ca?*
anhidrogalactosa/galactosa-sulfato/anhidrogalactosa gs2ag
galactosa-sulfato/2anhidrogalactosa/Ca?* gs2ag-Ca®*
galactosa-sulfato/anhidrogalactosa/galactosa- 2gs2ag

sulfato/anhidrogalactosa

galactosa-sulfato/anhidrogalactosa/galactosa- 2gs2ag-Ca?*
sulfato/anhidrogalactosa/Ca?*

galactosa-sulfato/anhidrogalactosa/galactosa- 2gs2ag-2Ca?*

sulfato/anhidrogalactosa/2Ca?*

El potencial electrostatico V(r), ha surgido también como herramienta para
estudiar el comportamiento molecular (Suresh, Koga, & Gadre, 2001). El analisis
cuantitativo de V(r), evalla el potencial mas negativo, que generalmente esta

asociado con los atomos mas electronegativos (Murray, Peralta-Inga, & Politzer,
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1999; Murray et al., 1998; Murray & Politzer, 1998). El potencial electrostatico
molecular (MESP), generado por una molécula, puede calcularse a partir de su
densidad electronica, p(r); donde V(r) se considera una propiedad fisica real
(Murray, Brinck, Grice, & Politzer, 1992) cuantificada a partir de la distribucion de
carga y de la funcibn de onda molecular (Marynick, 1998). Los niumeros de
coordinacion del ion calcio en los diferentes sistemas quimicos de k-carragenina

también fueron analizados mediante la metodologia establecida.

4 4 Resultados

4.4.1 Efecto de los iones Ca?' sobre las temperaturas de gelificacion y
fusion del gel de k-carragenina

Las Tgy Tm, histéresis térmica (AT) y los valores del médulo de almacenamiento
G,0oc Para 1% (p/p) k-carragenina y diferentes concentraciones de Ca?* externo
estan presentadas en el Cuadro 5. Tanto las Tg como las Tm cambiaron a
temperaturas mas altas al aumentar la concentracién de iones Ca?*. El
diferencial de temperaturas (Tm— Tg) es definido como ‘histéresis térmica’ (AT).
Puede corroborarse que, AT no fue constante entre las diferentes formulaciones
evaluadas; sin embargo, para concentraciones por arriba de 40 mM de Ca?*, no
hubo efecto significativo (P < 0.05) sobre esta variable tras la adicion progresiva
de iones. La histéresis térmica en k-carragenina esta asociada con la agregacion
de dobles hélices (Morris et al. 1980; Rochas y Rinaudo, 1984). Nuestros datos
indican que los cambios en la histéresis térmica, AT, para el sistema «-
carragenina—Ca?* son considerables, aun cuando no hubo adicién de sal externa.
Para los geles de 1% (p/p) k-carragenina en presencia de 20, 40, 60, 80 y 100
mM de Ca?* los valores de G’ disminuyen conforme aumenta la concentraciéon de
iones anadidos. Doyle et al. (2002) realizaron un estudio comparativo de la fuerza
de gel determinada como el modulo de Young (E) a partir de pruebas de
compresion en soluciones de 1.0% (p/p) k-carragenina en su forma de sal Na* en
un amplio intervalo de concentraciones de K* y Ca?*. Sus resultados muestran
gue la adicion progresiva de KCl a soluciones 1.0% (p/p) k-carragenina causé un

aumento progresivo en el médulo de Young de los geles resultantes, hasta la

70



mas alta concentracion de K* a la que las muestras podian ser preparadas (500
mM). Para el Ca?*, por el contrario, los médulos mostraron un aumento inicial con
el incremento en la concentracion del catién, pero luego una disminucion drastica
con la adicién progresiva de CaClz (Doyle, Giannouli, Philp, & Morris, 2002). La
unidad repetitiva de disacarido de k-carragenina en la forma de sal de Na* tiene
una masa molecular de 408 Da (Rinaudo, Karimian, & Milas, 1979). Dado que
cada unidad contiene un grupo sulfato, la concentracion de sulfato en las
soluciones al 1.0% (p/p) con las que trabajaron Doyle et al., fue ~25 mM. El
balance de carga con iones Ca?* fue alcanzado a una concentracién de ~12.5
mM, que esta cerca de la concentracion que mostré la maxima fuerza de gel,
sugiriendo la posibilidad de la unién estequiométrica de los iones de Ca?* a las

hélices de k-carragenina.

Cuadro 5. Efecto de la concentracién de Ca?* en las temperaturas de transicion
Ty, Tm, histéresis térmica (AT)* y G,,.c €n 1% k-carragenina.

K- Ca?* Tg Tm (AT) Giooc
carragenina (mM) (°C) (°C) (°C) (Pa)
1.0 - 24.1 36.6 12.5¢ 12.3
1.0 20 29.3 59.0 29.7° 28 769.5
1.0 40 31.9 61.7 29.82 25 242.3
1.0 60 33.5 63.6 30.12 20 274.1
1.0 80 36.2 65.5 29.32 16 179.9
1.0 100 40.6 69.1 28.52 10 910.0

* Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (P < 0.05)

Por otra parte, los estudios de Liu y Li (2016) acerca del efecto de los cationes
Ca?* sobre las propiedades de gelificacion de soluciones al 2% «x-carragenina,
demostraron que el polimero es extremadamente sensitivo al catiéon divalente.
Sus resultados mostraron un incremento en la histéresis térmica dentro del
intervalo evaluado (0 — 0.4 mM), pero no observaron la disminucién de la fuerza
de gel con la adicién progresiva de la concentracion de Ca?*, probablemente
debido a que las concentraciones de sal externa adicionadas no alcanzan la

concentracion estequiométrica.
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4.4.2 El Diagrama de Transicion

El diagrama de transicion sol-gel describe el estado de las moléculas de «-
carragenina en solucién acuosa mediante la relacion C; = Cs + yCp, donde C; es
la concentracion idnica total, C; es la concentracién i6nica debida a la sal
(contenida en el polisacarido + sal afiadida), C» es la concentracion ionica del
polisacarido y y es el coeficiente de actividad promedio del catiéon (Nuafez-
Santiago, Tecante, Garnier, & Doublier, 2011). El valor de y es particular de cada
contraion. Pass, Phillips y Wedlock (1977) encontraron que el coeficiente de
actividad del contraion calcio para k-carragenina en solucion acuosa depende del

grado de sustitucion y, por tanto, de la carga del polianién. De acuerdo con sus

resultados experimentales, para una concentracion de polimero de 2.45 % X 102

(que corresponde a 1% k-carragenina), el coeficiente de actividad del contraion
calcio Y42+ = 0.26. En el diagrama de transicion sol-gel los valores del inverso
de las temperaturas de gelificacion (Tg) y fusiéon (Tm), determinados por el método
de la tangente de 6, estan graficados contra el logaritmo de C; (Figura 15). La
concentracion iénica total Cr, se calculé de acuerdo con Rochas y Rinaudo (1980)
considerando la fuerza iénica generada por la solucién de CaCl: afiadida en lugar
de la concentracion de contraion afiadido. El diagrama de transicidbn muestra que
T, 'y T,;' varian linealmente con el logaritmo de Cr indicando una entalpia
constante asociada con los procesos de gelificacidon y fusién dentro del intervalo
de concentraciones de polimero y sal evaluadas. Las pendientes de regresion de
estas lineas son particulares para cada polimero y sal adicionada. En este
trabajo, los datos experimentales durante el calentamiento y enfriamiento
produjeron pendientes de -2 824.5 y -5 623.9 K, respectivamente. El hecho de
gue los valores de estas pendientes resultaran diferentes indica que, si se
evaluaran valores mas bajos de Cr, seria posible observar un punto en el que

ambas logren intersecarse.

MacArtain et al., (2003) reportaron un valor de aproximadamente -4 500 K para

ambas pendientes (Tg‘1 y ;1) en el sistema Ca?*—«-carragenina. Sin embargo,

las pendientes de las variaciones parecieron ser iguales (lineas paralelas) vy,
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consecuentemente, los autores no encontraron indicios de un punto tricritico, a
diferencia del diagrama de fases establecido a partir de los datos experimentales
del presente estudio. Esta diferencia podria ser atribuida a que MacArtain et al.,
(2003) utilizaron k-carragenina en la forma de sal de Na*, mientras que, en este
trabajo usamos «k-carragenina en la forma de sal de K* para mostrar el

comportamiento del polimero en su forma mas comercializable.

Temperature (°C)
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Figura 15. Diagrama de transicion sol-gel para la forma de potasio de «-
carragenina con y sin CaClz agregado. Las lineas continuas son regresiones de
datos obtenidos por reometria durante el enfriamiento (C) y el calentamiento (H).
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4.4.3 Modelado computacional
Galactosa-sulfato/Anhidrogalactosa (gsag)

En el Cuadro 6 se reportan los conformeros méas estables estudiados como
modelos de k-carragenina, asi como sus energias relativas (a T = 0 K). Cabe
sefalar que este modelo mostré un gran numero de conférmeros debido a sus
grados de libertad. El andlisis a nivel tedrico indicO que los conférmeros
optimizados son los de minima energia, debido a que el andlisis de frecuencia
mostré que cada molécula en la matriz Hessiana no tenia valores propios

negativos; por lo tanto, no hubo frecuencias imaginarias.

Para la optimizacién de los diferentes conférmeros, se eligieron aquellos que
presentaron diferencias significativas en sus coordenadas. En este sentido, los
conférmeros menos estables, probablemente, podrian no existir o con una
existencia minima. Se analizaron doce conférmeros gsag, que es el bloque de
formacién de la x-carragenina. Los conférmeros mostraron una energia que se
localiza entre 0.0 a 13.0 kcal molt y sus parametros geométricos importantes se
ilustran en la Figura 16 (a - e). El conformero mas estable de gsag, mostré dos

puentes de hidrogeno intramoleculares, OH --- OyOH --- 0-S5,2.155y 1.767

A, respectivamente (Figura 16a,).
Galactosa-sulfato/Anhidrogalactosa/Ca?* (gsag—Ca?*)

Con base en los datos previos, se utilizé el conformero de méxima estabilidad
(gsag-6) para analizar la coordinacién con el catién calcio divalente. EI nUmero
de conférmeros se reduce debido a que algunos de estos difieren solo por el lugar
de interaccion de los iones Ca?*. Se analizaron nueve conférmeros de gsag-Ca?*
considerando la energia y el tipo de coordinacién (Cuadro 6); sin embargo, solo

se presentan cuatro (Figura 16 b, c, d, e).
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Cuadro 6. Energia electronica y relativa para los modelos de galactosa-sulfato/anhidrogalactosa y galactosa-
sulfato/anhidrogalactosa-Ca?*.

galactosa-sulfato/

galactosa-sulfato/  Eelectronica Erelativa anhidrogalactosa- Eelectronica Erelativa
anhidrogalactosa (Hartree) (kcal mol?) Catt (Hartree) (kcal mol?)
gsag-1 -1844.662439 13.0 gsag-1-Ca?* -2522.119556 16.9
gsag-2 -1844.671944 7.0 gsag-2-Ca?* -2522.120508 16.3
gsag-3 -1844.664895 115 gsag-3-Ca?* -2522.115813 19.3
gsag-4 -1844.675229 5.0 gsag-4-Ca?* -2522.121170 15.9
gsag-5 -1844.675349 4.9 gsag-5-Ca?* -2522.123278 14.6
gsag-6 -1844.683147 0.0 gsag-6-Ca?* -2522.146243 0.2
gsag-7 -1844.665682 11.0 gsag-7-Ca?* -2522.146508 0.0
gsag-8 -1844.674303 5.5 gsag-8-Ca?* -2522.133353 8.3
gsag-9 -1844.673505 6.0 gsag-9-Ca?* -2522.120508 16.3
gsag-10 -1844.672930 6.4

gsag-11 -1844.676057 4.4

gsag-12 -1844.674295 5.5
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Los atomos de oxigeno estan marcados con lineas discontinuas coordinadas al
Ca?". Las energias electrénicas de las gsag con iones Ca?* estan entre 0.2y 19.3
kcal mol! con respecto a la interaccion de maxima estabilidad. Las
coordinaciones favorecidas del cation son aquellas en las que se producen
interacciones con los atomos de oxigeno (de grupos hidroxilo) y el atomo de
oxigeno que une los anillos de 3,6-anhidro-galactosa y galactosa-4-sulfato de

gsag (Figura 16 c—e).

Los calculos mostraron que hay cuatro conformaciones favorables para la
coordinacion de Ca?* con cinco atomos de oxigeno de gsag (Figura 16 b-e). La
descripcion de estas coordinaciones son: dos oxigenos del grupo sulfato (Figura
16b y 16c); un oxigeno del grupo sulfato (Figura 16d y 16e); dos atomos de
oxigeno, uno del grupo hidroxilo y uno del heteroatomo de la galactosa-4S (Figura
16by 16d); dos atomos de oxigeno, uno del grupo hidroxilo y uno del heteroatomo
de la 3,6-anhidro-galactosa (Figura 16e); un atomo de oxigeno de un grupo
hidroxilo y un heterodtomo de 3,6-anhidro-galactosa (Figura 16c) y el atomo de
oxigeno del enlace O-glicosidico entre la 3,6-anhidrogalactosa y la galactosa-4S

(Figuras 16c-e).

Puede corroborarse que en la interaccion entre gsag y el Ca?* se observaron
puentes de hidrégeno intramoleculares. El conférmero gsag-4-Ca?* (Figura 16b)
mostro dos interacciones; una entre la 3,6-anhidro-galactosa y la galactosa-4S, y
otra en la galactosa-4S, y otra en la galactosa-4S con 1.865 y 1.950 A,
respectivamente. Los complejos gsag-7-Ca?* (Figura 16d) y gsag-8-Ca?* (Figura
16e) mostraron una interaccion entre la 3,6-anhidro-galactosa y la galactosa-4S
con 1.960 y 1.665 a 1.736 A, respectivamente. Algunas distancias de enlace
estdn de acuerdo con las reportadas por Benniston et al. (2014), quienes
reportaron distancias de enlace interatémicos (Ca2*-0) de entre 2.229 y 2.580 A.
Por otra parte, Wang et al., (2009) observaron que las distancias calcio-oxigeno

oscilan entre 2.4 a 2.6 A.
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Figura 16. Estructuras mas estables optimizadas por M062X/6-311G(d,p). a1)
férmula estructural de gsag. Modelos computacionales: a2) gsag-6, b) gsag-4-
Ca?*, ¢) gsag-5-Ca?*, d) gsag-7-Ca?* y e) gsag-8-Ca?*.
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Anhidrogalactosa/Galactosa-sulfato/anhidrogalactosa (gs2ag)

Las energias relativas de algunos conférmeros de gs2ag como modelos de «-
carragenina, con respecto al complejo mas estable estan reportadas en el Cuadro
7. Se analizaron cinco conformeros de la k-carragenina gs2ag; los conformeros
estan localizados entre 0.0 a 5.3 kcal mol. Los gs2ag mas estables presentan
tres puentes de hidrégeno intramoleculares (Figura 17a,), O-H --- O, O-H --- O-S
yOH-.- 0-S, 2.074, 1.887 y 1.876 A, respectivamente.

Cuadro 7. Energias electronicas y relativas para los modelos de
Anhidrogalactosa/galactosa-sulfato/anhidro-galactosa (gs2ag), sola y con un ion
Ca?.

Anhidrogalactosa/
galactosa-
sulfato/anhidro-

Eelectronic

(Hartree)

Erelativa

(kcal mol )

Anhidrogalactosa/
galactosa-
sulfato/anhidro-

Eelec!ronic

(Hartree)

Erela!iva

(kcal mol™)

galactosa galactosa/Ca?*

gs2ag-1 -2378.977938 0 gs2ag-1-Ca**  -3056.424405 8.1
gs2ag-2 -2378.973375 2.9 gs2ag-2-Ca**  -3056.390296 29.5
gs2ag-3 -2378.969541 5.3 gs2ag-3-Ca**  -3056.437230 O
gs2ag-4 -2378.971473 4.1

gs2ag-5 -2378.970965 4.4

Galactosa-sulfato/2anhidrogalctosa/Ca?* (gs2ag-Ca?*)

El conférmero gs2ag-1 de maxima estabilidad se us6 para analizar la
coordinacién con el ion calcio divalente; las posiciones favorecidas del metal son
aguellas donde ocurren interacciones con atomos de oxigeno (de grupos
hidroxilo) y un oxigeno del anillo. Se examinaron tres complejos (Cuadro 7) segun
la energia y el tipo de interaccion y, uno de ellos fue reportado, gs2ag-3-Ca?*
(Figura 17b). La energia electrénica de x-carragenina gs2ag con iones Ca?* se
localiz6 entre 8.1 y 29.5 kcal mol! con respecto a la interaccién de maxima
estabilidad. Los calculos demostraron que las tres conformaciones son
favorables para la union de cationes mediante la coordinacion de seis atomos de

oxigeno en gs2ag. El complejo gs2ag con un atomo de Ca?* se muestra en la
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Figura 17b. Las distancias Ca?*-0, en este conférmero, se encuentran entre
2.259 y 2.451 A, en fase gas. La coordinacion es con un oxigeno sulfato del
residuo galactosa-4S y con dos &tomos de oxigeno de un grupo hidroxilo del
residuo 3,6-anhidro-galactosa y galactosa-4S, un heteroatomo de oxigeno de la
galactosa-4S, un atomo de oxigeno entre 3,6-anhidrogalactosa y galactosa-4Sy

un heteroatomo de oxigeno de 3,6-anhidro-galactosa.

b)

Figura 17. Estructuras mas estables por M062X/6-311G(d,p) optimizadas. ai)
Formula estructural de gs2ag. Modelos computacionales: az) gs2ag y b) gs2ag-
3-Ca?*. Las longitudes de enlace estan en A. Los atomos de oxigeno se ilustran
en color rojo y los atomos de Ca?* estan en verde.
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Galactosa-sulfato/anhidrogalactosa/Galactosa-sulfato/anhidrogalactosa

(2gs2ag)

Cada conférmero estd formado con dos unidades galactosa-sulfato y dos
anhidrogalactosa. Se analizaron cuatro conformeros del modelo 2gs2ag de «-
carragenina. En la Figura 18a,, estd indicado el conformero mas estable. Los
conférmeros son 2.6 a 3.9 kcal molt menos estables con respecto al conférmero
de maxima estabilidad (Cuadro 8). El tetramero méas estable muestra seis
puentes de hidrogeno intramoleculares, cinco O-H --O-S estan localizados entre
1.828 —1.939 Ay un O—H --O esta a 2.055 A.

Galactosa-sulfato/anhidrogalactosa/Galactosa-sulfato/anhidrogalactosa/Ca?*
(2gs2ag—Ca?*)

El conférmero de maxima estabilidad de la 2gs2ag, fue usado para analizar la
interaccién con el ion divalente calcio. Se analizaron cinco complejos. La energia
electrénica relativa del modelo de 2gs2ag con un ion Ca?* esta situado entre 7.4
y 21.3 kcal mol! con respecto al complejo de méaxima estabilidad (Cuadro 8). La
coordinacion entre el oxigeno y el ion metélico es con atomos de oxigeno de

grupos hidroxilo, del grupo sulfato y oxigenos incluidos en el anillo de galactosa.

El catién se une a través de la coordinacién de seis y cinco &tomos de oxigeno
(Figura 18b y 18c). En el complejo 2gs2ag-5-Ca?*, la coordinacién es con un
atomo de oxigeno de grupo hidroxilo, tres oxigenos de sulfatos, uno con el atomo
de oxigeno de anhidrogalactosa y uno con el atomo de oxigeno entre la
anhidrogalactosa y la galactosa sulfato (Figura 18b); y muestra longitudes de
enlace de coordinacion entre 2.268-2.503 A. En el complejo 2gs2ag-6-Ca?*
(Figura 18c), las localizaciones preferidas del metal son aquellas donde las
interacciones ocurren con un atomo de oxigeno de grupos hidroxilo, tres
oxigenos de grupos sulfato y un atomo de oxigeno entre la anhidrogalactosa y la

galactosa-sulfato; y exhibieron longitudes de enlace entre 2.228-2.420 A.
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Figura 18. Estructuras mas estables optimizadas por M062X/6-311G(d,p). a1)
Formula estructural de 2gs2ag. Modelos computacionales: az) 2gs2ag, b)
2gs2ag-5-Ca?*, c¢) 2gs2ag-6-Ca?* y d) 2gs2ag-4-2-Ca?*. Las longitudes de enlace
estan dadas en A. Los atomos de oxigeno se ilustran en color rojo y los atomos
de Ca?* estan en verde.

Galactosa-sulfato/anhidrogalactosa/Galactosa-sulfato/anhidrogalactosa/2Ca?*
(2gs2ag-2Ca?*)

El modelo de estabilidad maxima 2gs2ag fue usado para analizar la interaccion

con dos iones calcio divalentes. Se analizaron cuatro complejos. Las energias
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electrénicas del modelo 2gs2ag con dos iones Ca?* estuvieron entre 4.2 y 13.1
kcal mol? con respecto a la interaccion de estabilidad maxima (Cuadro 8). En el
complejo 2gs2ag-4-2Ca?*, ambos cationes mostraron un nimero de coordinacién
cinco (Figura 18d), exhibiendo longitudes de enlace entre 2.298 — 2.537 Ay 2.348
—2.4480 A, respectivamente. El complejo mostré cinco interacciones con atomos
de oxigeno de sulfato, dos con atomos de oxigeno de grupos hidroxilo y uno con
el atomo de oxigeno del enlace O-glicosidico entre la anhidro-galactosa y la
galactosa-sulfato. La coordinacién del Ca?* ocurre en diferentes conférmeros que

presentan fuerzas de atraccion electrostéaticas (Tako and Konishi, 2018).

Puentes de hidrégeno intra e intermoleculares del modelo de k-carragenina

gs2ag/gs2ag

Para examinar los puentes de hidrégeno intermoleculares entre gs2ag/gs2ag, se
analizaron cuatro conformeros. Mediante calculos de DFT/M06-2X/6-311G(d,p),
éstos mostraron diferencias energéticas de 5.8 a 10.7 kcal mol* con respecto a
la interaccién mas estable. Para el andlisis de los puentes intra e intermoleculares
entre dos gs2ag del modelo de k-carragenina se considerd al conférmero de
maxima estabilidad. En la Figura 19 se muestra el conférmero de maxima
estabilidad.

Figura 19. Enlace de hidrogeno intramolecular (*) y seis puentes de hidrégeno
intermoleculares de gs2ag/gs2ag del modelo de k-carragenina.
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Cuadro 8. Energia electrénica y relativa para los modelos de 2(galactosa-4S)/2(3,6-anhidro-galactosa) sola, con unoy con

dos iones Ca?".

2(galactosa- 2(galactosa-
. Eelectronica Erelativa . Eelectronica Erelativa
sulfato)/2(anhidro- sulfato)2(anhidro-
(Hartree) (kcal mol?) (Hartree) (kcal mol?)
galactosa) galactosa)-Ca?*
2gs2ag-1 -3612.953451 0 2gs2ag-1-Ca?* -4290.616190 0
2gs2ag-2 -3612.948301 3.2 2gs2ag-2-Ca?* -4290.604454 7.4
2gs2ag-3 -3612.947231 3.9 2gs2ag-3-Ca?* -4290.582320 21.3
2gs2ag-4 -3612.949386 2.6 2gs2ag-5-Ca?* -4290.601477 9.2
2gs2ag-6-Ca?* -4290.583509 20.5
2(galactosa-
. Eelectronic Erelativa
sulfato)2(anhidro-
(Hartree) (kcal mol?)
galactosa)-2Ca?*
2gs2ag-1-Ca?* -4967.878658 4.2
2gs2ag-2-Ca?* -4967.877466 4.9
2gs2ag-3-Ca?* -4967.864406 13.1
2gs2ag-4-Ca?* -4967.885292 0
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En el modelo de gs2ag/gs2ag, hay cuatro enlaces de hidrégenos
intramoleculares (1.822 — 1.961 A) y seis enlaces de hidrégenos intermoleculares
(1.798 — 2.036 A), estas interacciones son entre los atomos de hidrégeno del
grupo hidroxilo y el a&tomo de oxigeno del grupo sulfato de la galactosa-4S y la
3,6-anhidrogalactosa. De acuerdo con Desiraju y Steiner (2001), estos puentes
de hidrégeno son fuertes, ya que presentan una energia de interaccion de 14.21

kcal mol.
Mapa de potencial electrostético molecular (MEP)

El MEP fue obtenido del mapeo electrostatico sobre la densidad total de
electrones. En un codigo de colores, el azul indica un potencial electrostatico
positivo maximo y el rojo un potencial electrostatico negativo maximo. Existe un
area de potencial electrostatico negativo que rodea principalmente a los
heterodtomos O (OH, O = S). El mapa de iones de calcio obtenido muestra un
area de carga positiva. Un intervalo de color de -0.175 para atomos de oxigeno
OH o O = S (rojo mas intenso) a +0.175 para atomos de hidrégeno o para el ion
Ca?* (azul mas profundo) se muestra en la Figura 20. La aggs, gs2ag y 2ag2gs
son donantes de atomos de hidrogeno. Los resultados de MEP muestran que los
modelos aggs, gs2ag y 2ag2gs son solo donadores de pares de electrones; por
lo tanto, la coordinacion con cationes es factible. Los resultados de MEP cambian

después de la formacién de complejos.
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d) e)

Figura 20. Mapa de potencial electrostatico en la superficie de la densidad
electrénica, a nivel de MO06-2X/6-311G(d,p), calculado en la superficie de
isodensidad 0.0004 a.u; para el modelo molecular de x-carragenina y el ion Ca?*.
a) ion calcio, b) aggs, ¢) gs2ag, d) 2ag2gs y e) gs2ag/gs2ag.

4.5 Discusion

Se ha afirmado que la gelificaciéon de x-carragenina inducida por cationes Ca?*
es diferente al de los contraiones monovalentes. La adiciéon de iones Ca?*, tiene
impacto tanto en la transicion hebra-hélice como en la estructura final del gel.
Una concentracion de Ca?* creciente mejor6 el médulo elastico del gel de -
carragenina. El aumento de la fuerza de los geles se debe a la neutralizacion de
las cargas electrostaticas de las cadenas de polisacaridos que promueven su
asociacion. Los trabajos realizados por Liu y Li (2016) mostraron evidencia de
que, al aumentar la concentracion de iones Ca?*, se inducen mas hélices de «-
carragenina para que se ‘orienten’ y luego participen en la agregacion; lo que
conduce a incrementos tanto en nimero como en tamafio de los agregados. Sin
embargo, una alta concentracion de cationes permitié la disminucion de G’
significativamente (Lai et al., 2000). Esta disminucién se atribuye a que el Ca?*
induce un gran aumento en el nidmero de ramificaciones formadas por los
agregados durante la gelificacion de k-carragenina, lo que resulta en estructuras

muy grandes que eventualmente precipitan (Tecante y Nufiez-Santiago, 2012),
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lo que podria explicar la disminucion de los modulos cuando la concentracion de
la sal externa aumenta (MacArtain et al., 2003). Evageliou, Ryan y Morris (2019),
encontraron que los valores de temperaturas de gelificacion y fusion
incrementaron progresivamente con el aumento en la concentracion de sal,
siguiendo el orden Na* < Ca?* < K*, pero la mayor histéresis térmica fue vista con
Ca?*. Su interpretacion propuesta fue que los cationes Ca?* “cementan” las
hélices de carragenina al unirse directamente entre ellas, lo que proporciona
mayor estabilidad térmica y, por tanto, mayor histéresis que los cationes K*, que

actuan indirectamente por supresion de cargas.

Por otra parte, el modelado molecular propone que en presencia de iones Ca?*,
se desarrollan enlaces entrecruzados entre los grupos sulfato para formar un
dimero “intra” o intermolecular cuyas energias relativas son bajas (entre 0.5 y
29.5 kcal mol?t) y propias de las fuerzas intermoleculares que constituyen a los

enlaces fisicos.

4.6 Conclusiones

Los cationes divalentes son muy eficientes para incrementar las Tgy Tm pues se
requieren bajas concentraciones de Ca?* para lograr un aumento significativo en
temperatura. La histéresis térmica en el intervalo completo de fuerza idnica
evaluada fue siempre notable (> 20 °C) y directamente relacionado con el
mecanismo a través del que interactian las moléculas de k-carragenina con los

cationes divalentes en medio acuoso.

El modelado por computadora a nivel de mecénica cuantica, en particular usando
DFT permiti6 mostrar una serie de conformeros de modelos de «k-carragenina,
gue podrian presentar puentes de hidrégeno intramolecular, con una energia
electrénica entre 0-13 kcal mol. La coordinacién con los iones de calcio se sitlia
entre 0-29.5 kcal mol. El modelo de k-carragenina, gs2ag/gs2ag, usado en este
trabajo muestra que la estructura del azUcar puede presentar puentes de
hidrogeno intra e intermoleculares. La energia de interaccion que pueden

presentar conformeros de dos modelos de k-carragenina es localizado entre 6-
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11 kcal mol?. La coordinacién entre el metal y el azlcar, asi como las
interacciones intra e inter moleculares de dos azUcares, puede ser uno de los
factores por los que las cadenas de polisacaridos pueden presentar asociacion
entre ellas. El estudio del comportamiento gelificante de la forma comercial de «-
carragenina podria ser de gran ayuda para el establecimiento de las aplicaciones

tecnologicas en la industria de alimentos.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

No solo las temperaturas de gelificacion, sino también las temperaturas de fusion
pueden ser determinadas con precision mediante el método de la tangente de 6.
La determinacion del comportamiento reologico de la k-carragenina en presencia
de cationes Ca?* result6 ser dependiente de la Cty la temperatura. La abundante
histéresis térmica y turbidez sugieren mayor agregacion. El diagrama de
transicion mostré una variacion lineal del inverso de las temperaturas (T1) versus
log de la concentracién idnica total (Cr), indicando entalpia constante asociada a
los procesos de gelificacion y fusion en el intervalo de sal y polimero estudiado.
Sin embargo, los valores de las pendientes de regresion parecen ser casi iguales
(pendientes paralelas), que no muestran un punto tricritico en el diagrama de

fase, como si ocurrié en el diagrama propuesto para el sistema K*—«-carragenina.
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