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RESUMEN

En este trabajo se examiné mediante micro-calorimetria de barrido diferencial el
efecto que distintos alcoholes en diferentes concentraciones tienen sobre las
transiciones de conformacion de la k-carragenina. Adicionalmente, se determiné la
actividad de agua de cada mezcla alcohol-polisacarido y la resistencia de los geles
a la fractura en compresion uniaxial. La concentracion de polisacarido se mantuvo
constante en 5 mg/g y se usaron proporciones agua (A)-alcohol (Z) de 100:0, 90:10,
80:20, 50:50, 20:80, 10:90 y 0:100, respectivamente, donde Z fue en cada caso:
glicerol (G), sorbitol (S), xilitol (X) y manitol (M). También se prepararon disoluciones
de k-carragenina con etanol (E) en otras proporciones.

El aumento de la concentracion de todos los alcoholes provocé diferentes
efectos. Las temperaturas de transicion aumentaron, altas concentraciones de los
polioles indujeron la formacion de geles, e.g., para proporciones A/G = a 50 %. Este
comportamiento también se observé para A/S, A/X'y A/IM en proporciones = a 80 %
y en proporciones de 30-35 % de A/E. Las entalpias de transicibn mostraron un
maximo con la actividad de agua cuyo valor depende del alcohol. La fuerza de
fractura de los geles aumenté en presencia de un alcohol. La formacién de geles
indica que los alcoholes indujeron la agregacién de las estructuras helicoidales que
se forman en el estado ordenado cuando las disoluciones estan a temperatura
ambiente. Esta agregacion resultaria de la presencia de un disolvente diferente al
agua sin co-soluto, es decir, un disolvente en el cual el polisacarido es menos afin.
La hidratacion del co-soluto deja menos moléculas de agua disponibles para el
polisacarido y por ende este tiende a asociarse. Es posible que los grupos hidroxilo
del polisacéarido formen puentes de hidrogeno con los hidroxilos de los polioles. Sin
embargo, esta situacion parece depender de la concentracion de co-soluto. Es
posible postular la existencia de una sub-transicion de conformacion que implicaria
la presencia de diferentes redes de polisacarido cuya formacion depende de la
disponibilidad de agua.



ABSTRACT

In this work the effect of different alcohols at different concentrations on the
conformational transitions of k-carrageenan was examined by differential scanning
micro-calorimetry. Additionally, the water activity of each alcohol-polysaccharide
mixture, and the resistance of the gels to fracture under uniaxial compression were
determined. The k-carrageenan concentration was constant at 5 mg/g and water (A)-
alcohol (Z) ratios of 100: 0, 90:10, 80:20, 50:50, 20:80, 10:90 and 0: 100,
respectively, where Z was in each case: glycerol (G), sorbitol (S), xylitol (X) and
mannitol (M) were used. Solutions of k-carrageenan were also prepared with ethanol
(E) in other ratios.

Increasing the concentration of all alcohols caused different effects. Transition
temperatures increased, high concentrations of polyols induced gel formation, e.g.,
for A/G ratios = 50%. This behavior was also observed for A/S, A/X and A/M ratios
= 80% and for A/E ratios of 30-35%. The transition enthalpies showed a maximum
with water activity whose value depends on the alcohol. The fracture strength of the
gels increased in the presence of an alcohol. Gel formation indicates that the
alcohols induced the aggregation of helical structures formed in the ordered state
when solutions are at room temperature. This aggregation would result from the
presence of a solvent other than free-co-solute water, i.e., a solvent for which the
polysaccharide shows less affinity. The hydration of the co-solute leaves fewer water
molecules available for the polysaccharide and therefore it tends to associate. It is
possible that the hydroxyl groups of the polysaccharide form hydrogen bonds with
the hydroxyls of the polyols. However, this situation seems to depend on the co-
solute concentration. It is possible to postulate the existence of a conformation sub-
transition that would imply the presence of different polysaccharide networks whose

formation depends on the availability of water.



INTRODUCCION

Las carrageninas son polisacaridos naturales, obtenidos por extraccion de una
especie especifica de algas rojas. No tienen valor nutricional y son utilizadas en la
preparacion de alimentos para gelificar, espesar o emulsionar. La k-carragenina
contiene 28-30 % de grupos éster y cerca de 25-30 % de 3,6-anhidro galactosa.
Es soluble en agua caliente (> 75 °C), en bajas concentraciones produce
disoluciones viscosas y en presencia de ciertos cationes forma geles rigidos
(NUfiez-Santiago et al., 2011; Necas & Bartosikova, 2013). En la formulacion de
varios productos alimenticios se incluyen distintos alcoholes como el sorbitol y el
xilitol, entre otros, que son utilizados para mejorar la calidad de los productos pero
que tienen la capacidad de absorber agua, lo que significa que la k-carragenina se
encuentra en condiciones de limitacion de disolvente. Por lo tanto, si la k-
carragenina es soluble en agua y se adiciona un alcohol, entonces, su
comportamiento se vera afectado. Este comportamiento afectara de alguna manera
la estabilidad térmica y mecanica de los geles.

El objetivo de esta investigacion fue conocer el comportamiento de la «-
carragenina sin contraiones afiadidos en presencia de distintos alcoholes mediante
un estudio de micro-calorimetria de barrido diferencial para saber cémo influye el
reemplazo de agua, en la transicion conformacional del polisacarido. Ademas, se
determind la actividad de agua de cada sistema para tener presente la disponibilidad
del disolvente en las disoluciones. La k-carragenina es soluble en agua y en todas
las matrices alimentarias hay distintos componentes con los que este aditivo puede
interaccionar. Por tal motivo, es importante conocer la relacién que existe entre la
K-carragenina y los demas componentes para saber como se modifica su
funcionalidad y ver de qué manera la intervencion de algun alcohol como disolvente
afecta la resistencia mecanica de los geles expresada por su resistencia a la
fractura. Entonces, la comparacion con un gel de k-carragenina formado en medio
acuoso permitird entender los cambios que sufre el polisacarido en presencia de

alcoholes. iii



Capitulo I. Carrageninas y polioles

I.1 Carrageninas

Carrageninas es el nombre genérico para designar a una familia de polisacéridos
gue se obtienen por extraccion de una especie especifica de algas rojas. Estos
polisacaridos no tienen valor nutrimental y son utilizados como gelificantes,
espesantes y emulsionantes en la preparacion de muchos alimentos. Las
carrageninas son poligalactanos sulfatados que contienen de 15 a 40 % de éster-
sulfatos y una masa molar promedio mayor de 100 000 g/mol. Su unidad repetitiva
esta formada por un disacarido en el que alternan la D-galactosa y la 3,6-anhidro-
D-galactosa (3,6-AG) unidas por enlaces a-1,4 y [B-1,3-glucésidico (Necas &
Bartosikova, 2013). En la industria de alimentos, las principales aplicaciones de las
carrageninas son en productos lacteos, e.g., leche con chocolate, queso cottage y
helado. También son utilizadas en alimentos a base de agua como jaleas de frutas,
aderezos para ensaladas, salsas, entre otros, y en alimentos para mascotas (FAO,
2003).

I.1.1 Tipos de carrageninas y sus estructuras

Estos polisacaridos son clasificados en tres tipos con valor comercial: kappa (),
iota (1) y lambda (L) carragenina dependiendo del nimero de grupos sulfato (1, 2 o
3) por unidad repetitiva del disacarido, respectivamente. La Fig. 1 muestra que la k-
carragenina esta formada por la unidad repetitiva del disacarido, B-(1,3)-D-
galactosa-4-sulfato y a-(1,4)-3,6-AG.

[.1.2 Mecanismo de gelificacion
La capacidad gelificante de la carragenina esta directamente relacionada con la

formacion de dobles hélices y, por lo tanto, con su contenido de 3,6-anhidro-



galactosa. A medida que dicho contenido aumenta se obtienen geles mas
resistentes a los esfuerzos mecanicos. La presencia de los grupos sulfato en la
posicion C6 provoca una ruptura de la linealidad del polimero y por consiguiente las
dobles hélices no se asocian. Esta situacion trae consigo que los geles sean tengan
menos resistencia mecanica y en casos extremos no se formen (Yuguchi et al.,
2002).

k-carrageenan
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Figura 1. Estructuras de la carragenina.

La carragenina desarrolla estructuras helicoidales que pueden interaccionan
entre si, creando una red tridimensional (Badui, 2006). Las temperaturas superiores
a las de fusion del gel producen una agitacion térmica que impide la formacion de
las hélices, por lo que la conformacion del polimero en disolucion es de hebras al
azar (random coil) como se muestra en la Figura 2. El enfriamiento induce una
transicion sol-gel que da origen a una estructura tridimensional en la que las dobles
hélices son los puntos de unién de las cadenas de los polimeros (gel I). Finalmente,
al enfriar ain mas, se favorece la agregacion de estas uniones provocando la

gelificacion de todo el sistema (gel I1).
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Figura 2. Mecanismo de gelificacion de la carragenina (Badui, 2006).

I.1.3 K-carragenina

Entre los distintos tipos de poligalactosas sulfatadas que pueden ser extraidas de
algas rojas, la k-carragenina es bien conocida por su capacidad de formar geles.
Este polisacarido es soluble en agua y en leche caliente (80 °C), forma geles firmes
con el contraion K* aunque con otros cationes también forma geles, pero no con la
misma firmeza o resistencia mecanica. La formacion de geles es termorreversible,
es decir, los geles funden al calentarlos, y este hecho junto con la brusquedad del
fendmeno sugieren que puede ocurrir una transicion de dos estados (Snoeren &
Payens, 1976). Durante la formacién del gel, la x-carragenina asume una
conformacién de cadenas aleatorias, conocida como “‘random coil’, y a bajas
temperaturas se induce a las secuencias de 3,6-AG a girar permitiendo la formacion
de doble hélices. Esta superestructura esta estabilizada por la formacién de puentes
de hidrégeno entre las cadenas involucradas. La subsecuente agregacion de las
dobles hélices conduce a la formacion de un dominio entrecruzado hasta lograr una
red infinita suficiente para completar la gelificacion (Yuguchi et al., 2002). Esta
agregacion esta estabilizada por la presencia de contraiones ya sea que se afiadan

0 gque ya estén presentes.



[.1.4 Aplicaciones en la Industria de alimentos

En el lenguaje de la industria de alimentos, las carrageninas son llamadas
emulsificantes, estabilizantes, coloides o gomas. Las carrageninas se adicionan a
varios productos, especialmente la leche de soya, de chocolate y otros sabores, las
formulas infantiles y las bebidas de suplementos alimenticios para lograr
consistencias uniformes. Las carrageninas son las uUnicas con la habilidad de
suspender bajas concentraciones de cocoa en leche de chocolate debido a su alta
capacidad para interaccionar con proteinas (Necas & Bartosikova, 2013). Por otra
parte, la k-carragenina se emplea para lograr ciertas texturas y propiedades
reoldgicas en algunos productos cérnicos. Por ser un polisacérido no metabolizable,
se usa para sustituir el almidon en alimentos “dietéticos” (Stanley, 1990). En el

Cuadro 1 se muestran algunas aplicaciones de las carrageninas en alimentos.

Cuadro 1. Principales aplicaciones de carrageninas en alimentos (Glicksman, 1982).

Us0 FUHCION TIFO NIVEL DE US0 (%)
Fellenos para pasteleria Gelificacion tipo almidon K 0la2
Sustitutos de leche E:tabihizacion, espesante LA 0.3
Jarzbes Agente de suspension e 03a05
Postres gelificados Gehificacion K+1 05al10
Cremas para cafe E:tabilizacion L 0la2
(zeles de lache, flanes Celificacion K+ 02a03
Salzas v aderezos E:pezante K 02a05
Almmentos para maseotas Eztabihizants, espesante | ¥ + algarrobo 05al10
zehficacion
Yoghurt v leches acidificadas | Suspension de frutas, espesante | « + algammobo 02a05
Almmentos mfanhles Estabhizacion K 0.02 20,04
(reles de pescado Gelificacion x + algammobo, 05al0
w1

Pudines no lacteos Estallizacion K 01a03
Bebidas instantaneas E:pesante K 0lai2




Capitulo II. Polioles

I1.1 Polioles

Los alditoles también conocidos como polioles o polihidroxialcoholes se obtienen
de la hidrogenacion de carbohidratos, es decir, la adicion de hidrégeno a un doble
enlace situado en el &tomo de oxigeno y el de carbono del grupo carbonilo de una
aldosa o cetosa. Sus Unicos grupos funcionales son los grupos hidroxilo. Los
polioles son en general bastante hidrosolubles e higroscépicos y en disolucién
acuosa desarrollan una viscosidad moderada en altas concentraciones. A las
estructuras polihidroxilo de estos compuestos se deben sus propiedades ligantes
de agua cuando se adicionan a los alimentos. Las funciones especificas de los
polialcoholes son el control de la viscosidad y la textura, como sustancias de relleno,
la retencion de humedad, la reduccién de la actividad de agua, el control de la
cristalizacion, la mejora o retencion de la pastosidad, la mejora de las propiedades
de rehidratacién de los alimentos deshidratados y como disolventes de compuestos

aromaticos (Fennema et al., 2008).

[1.1.1 Ejemplos de polioles

Los polioles mencionados son solo algunos de los muchos disponibles (Figura
3). El sorbitol o D-glucitol se encuentra de forma natural en algunos frutos; su
masa molar es 182.15 g/mol y es soluble en agua (173 g/100 g a 30 °C). Se
comercializa como jarabe o cristalizado y se utiliza como humectante general, es
decir, sustancia que mantiene o retiene la humedad de un producto. El D-manitol
puede obtenerse mediante hidrogenacién de la D-manosa. Comercialmente, se
obtiene, junto con el sorbitol, por hidrogenacion de la sacarosa. Es un producto de
la hidrogenacion de la D-fructosa que forma parte de la molécula de sacarosa y se
forma también por isomerizacion de la D-glucosa. Su masa molar es de 182.17

g/mol y es soluble en agua (1 mol/L a 20 °C). A diferencia del sorbitol, el D-manitol



no es humectante sino, al contrario, cristaliza facilmente y su solubilidad es sélo

moderada. Se ha utilizado como recubrimiento antiapelmazante en caramelos.

Figura 3. Estructuras de alcoholes polihidricos simples utilizados como ingredientes alimentarios (Fennema
et al., 2008).

El xilitol es un polialcohol que se produce por hidrogenacion de la D-xilosa
obtenida de las hemicelulosas, especialmente de abedules. Su masa molar es
151.15 g/mol y es soluble en agua (169 g/100 g a temperatura ambiente) (Ur-
Rehman et al., 2013). Los cristales, al disolverse, manifiestan un elevado efecto
endotérmico, lo que origina una sensacion de frescor en la boca. Por ello, el xilitol
es un ingrediente muy oportuno para caramelos de menta y chicles sin azucar.
Existen algunos polioles de cadena corta, que también tienen interés alimentario, y
gue no se obtienen por reduccion de carbohidratos.

El glicerol es importante fundamentalmente por formar parte de los triglicéridos
y fosfolipidos, aunque también puede encontrarse en forma libre en algunos
alimentos. Su masa molar es de 92.038 g/mol y es miscible con el agua en todas

las proporciones.



II.1. 2 Interaccion de los polioles con el agua y la k-carragenina

La presencia de cosolutos, en particular azucares y polioles, afecta la gelificacion
de la k-carragenina y, por lo tanto, la estabilidad y la resistencia mecanica de sus
geles. Se ha estudiado como es que los polioles/azlcares inducen el cambio en la
estructura del agua y en consecuencia la hidratacion del polisacarido. Un indicativo
de esto es la liberacion de agua y la correlacion lineal entre la estructura del agua y
el co-soluto que incrementa la estabilidad térmica de los geles (Gekko et al., 1986;
Stenner et al., 2016). Ademas, el enlace directo del co-soluto con la cadena del
polisacéarido en el gel incrementa el nimero de zonas de unién. Asi es como se
explica la disminucién de la energia libre de las zonas de unién debido a la
estabilizacion de las reticulaciones intermoleculares, ademas del incremento de la
temperatura de gelificacion y de fusién de geles de «- carragenina en presencia de
azucares. Hay un incremento en la rigidez de los geles relacionado con el aumento
de la concentracion de los polioles (Stenner et al., 2016).

Gekko et al. (1987) estudiaron el efecto de carbohidratos (sacarosa, glucosa,
xilosa, manosa, galactosa, maltosa, arabinosa, fructosa, lactosa), polioles
(etilenglicol, glicerol, eritriol, xilitol, sorbitol, maltitol), y alcoholes (metanol y etanol)
sobre la transicion sol-gel de 2 % de k-carragenina (masa molar 300 000 g/mol,
contenido de sulfato 0.923 mol/mol de unidad disacarida) en disoluciones acuosas
con 25 mmol/L de KCI, por medio de calorimetria de barrido diferencial.

El aumento en la concentracion afiadida de estos compuestos (0 a 6 mmol/L
polioles y alcoholes) y 0 a 3 mmol/L (carbohidratos) resulté invariablemente en un
aumento de la temperatura de gelificacion, Tg, y la disminucién del valor absoluto
de la entalpia de gelificacion AHg. La adicién de mayores concentraciones de KCly
carragenina aumentd Tg y AHg. EI mismo fenémeno ocurrié con el etanol, aunque
de forma moderada. La adicion de mayores concentraciones de los carbohidratos y
polioles mencionados, asi como de metanol, también aumentaron Tg, pero
produjeron el efecto contrario sobre AHg, es decir, la hicieron cada vez mas
pequefia. Dado que ASg = AHg/Tg, la entropia de gelificacion disminuye cuando Tg

aumenta. Sin embargo, cuando AHg aumenta, como en el caso del aumento de la

7



concentracion de KCl y de k-carragenina, la disminucion es menor que cuando AHg
disminuye y Tg aumenta, como sucede con los compuestos polihidricos y el metanol.
Segun estos autores este comportamiento indica que no es AHg sino la entropia de
gelificacion, ASg, la que juega un papel esencial en la estabilizacion del gel por la
adicién de los componentes de manera individual, haciendo que la estabilizacion
entrépica sea diferente de la entalpica debida a la adicion de KCI, etanol o
carragenina.

Los efectos estabilizadores de los compuestos polihidricos no pueden explicarse
simplemente en términos de una disminucion de la actividad de agua ya que si este
fuese el caso el aumento de la concentracion real de KCl y carragenina deberia
contribuir mas bien a aumentar el valor absoluto de AHg y no a disminuirlo como
estos autores observaron en sus experimentos. Por lo tanto, en presencia de los
compuestos polihidricos un factor importante es la interaccién polimero-disolvente
que afecta directamente las interacciones electrostaticas, las interacciones
hidrofébicas y los puentes de hidrogeno de las cadenas poliméricas. Lo que no
queda claro es cuél es el grado de afectacibn de cada una de ellas. En
consecuencia, la disminucion del valor absoluto de AHg por los compuestos
polihidricos podria atribuirse al debilitamiento de los puentes de hidrégeno polimero-
polimero en los disolventes mixtos.

Al parecer, un cambio tan grande en ASg en relacion con AHg ocurre
predominantemente durante el reemplazo de los puentes de hidrogeno polimero-
disolvente por los puentes de hidrégeno polimero-polimero con una contribucién
menor de la entropia conformacional de las cadenas de polimero. Esta hipotesis
para el mecanismo de estabilizacién del gel de los compuestos afiadidos deberia
confirmarse mediante investigaciones mas detalladas de la interaccién preferencial
con el disolvente y de la conformacion molecular de la carragenina en los estados
sol y gel. Cada componente, carbohidrato, poliol, alcohol, tiene diferente capacidad
de estabilizacion del gel porque cada uno de ellos influye de manera diferente sobre
la estructura del agua.

Nishinari & Watase (1992) estudiaron los efectos de diversos azucares (ribosa,

glucosa, fructosa, manosa, galactosa, sacarosa, maltosa y rafinosa), y polioles



(etilenglicol y glicerol) sobre la transicion gel-sol de los geles de k-carragenina
mediante calorimetria de barrido diferencial (DSC). La masa molar de la carragenina
fue 1.8 x 10% g/mol. El contenido de iones de la preparacion comercial del
polisacéarido fue K = 7.93 %, Na = 0.31 %, Ca = 0.6 % and Mg = 0.05 %. La
concentracion de carragenina en los experimentos fue 2 % y la concentracion de
azucares y polioles estuvo en el intervalo de 0 a 2 mol/L.

La temperatura de fusién, Tm, y la temperatura de gelificacion, Tq, se desplazaron
hacia valores mas altos al aumentar la concentracion del poliol o el azicar afiadido.
El aumento en ATm, 0 ATg ocurrié en el siguiente orden: rafinosa > maltosa >
sacarosa > glucosa > galactosa > manosa > fructosa > ribosa. El aumento en ATm,
con el aumento de la concentracion de azUcares o polioles afiadidos, se ha atribuido
a la estabilizacién de las zonas de union en los geles de kappa-carragenina por
puentes de hidrégeno recién creados entre los grupos hidroxilo de las moléculas de
azucar o poliol y de las moléculas de kappa-carragenina.

El aumento en Tm y Ty se relaciond linealmente con el nimero de hidratacion
dindmica o el numero de grupos hidroxilo unidos ecuatorialmente en el poliol o el
azucar afadido. Esta situacion sugiere que se crean puentes de hidrogeno entre los
grupos hidroxilo de la k-carragenina y los del poliol o el azlcar y estas interacciones
estabilizan la estructura de las zonas de union de las dobles hélices de polisacéarido
en el gel.

No obstante, los autores no pudieron concluir cual factor es mas decisivo para el
cambio conformacional de las moléculas de k-carragenina. La estructura del agua
como disolvente se modifica mediante la adicién de azlcares o polioles y esto puede
cambiar la conformacion del polisacarido. La otra posibilidad es la interaccion directa
entre los grupos hidroxilo de los azlcares o polioles y los de las moléculas de k-
carragenina.

Ramakrishnan & Prud’homme (2000) examinaron el efecto del glicerol y el
sorbitol sobre la transicion sol-gel-sol de disoluciones acuosas de 1 % de «-
carragenina predominantemente en su forma sédica en presencia de 10 mM KCI.
Las concentraciones de glicerol y sorbitol fueron 0 (solo agua), 50 y 100 %

(disolucion saturada con sorbitol). Ambos solutos afectaron la transicion



conformacional de manera similar. Esto significa que un aumento en la
concentracion de glicerol y sorbitol aumento6 la temperatura de inicio de la transicion
en el calentamiento, gel-sol, y en el enfriamiento, sol-gel. El fenbmeno de histéresis
térmica estuvo presente con la temperatura de fusion del gel, Tm, mayor que la de
formacion del gel, Tq. La correlacion de Tonset €n calentamiento y en enfriamiento
con la constante dieléctrica del medio acuoso y su falta de correlacién con el
potencial quimico del agua y el parametro de solubilidad del polisacarido en los
distintos medios acuosos, fue interpretada por los autores como una indicacién de
que las interacciones Coulémbicas, es decir, electrostéticas predominan sobre los
puentes de hidrégeno y la solubilidad del polimero en agua y medios acuosos con

glicerol o sorbitol.
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Capitulo Ill. Desarrollo Experimental

En la Figura 4 se observa el diagrama de bloques del desarrollo de la parte

experimental de este trabajo.

Estudio de transiciones

orden-desorden de kappa
- <5
carragenina en presencia de

a‘
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v )4
Preparacion de
disoluciones . J Y
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v
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mg/g. 100 g de cada Pesar alrededor de

una 700 mg de disolucién
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misma forma que en la paso 1
y vaciar en jeringas con
diametro de 20 mm.

v
La primera serie con Agua/Glicerol

La segunda serie con Agua/Sorbitol
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100:0, 90:10. 80:20, 50:50, 20:80,
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Para el gel de kappa carragenina
con iones potasio (alrededor de
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Calentar a 80 °C/ 10 min,
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v
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v
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de compresion a una velocidad de
50 mm/min con una deformacién
relativa del 50 %

h 4

Tratamiento de datos

Figura 4. Diagrama de bloques del desarrollo experimental.
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I11.1 Materiales

Se us6 una preparacion comercial de k-carragenina grado alimenticio (WG-17,
Ingredient Solutions; Inc, USA). Su masa molar determinada por dispersion de luz
es 308366 g/mol y su contenido de iones potasio, sodio, calcio y magnesio
determinado por espectroscopia de absorcion atébmica es 62100, 21513, 1301y 5.2
mg/kg, respectivamente (Ortiz-Tafoya et al., 2018). Se usd agua desionizada,
glicerol anhidro, grado reactivo (Baker ACS, México), D-sorbitol (Sigma-Aldrich,
México), D-xilitol (Sigma-Aldrich, México), D-manitol (Sigma-Aldrich, México) y
etanol 99.5 % (J.T. Baker, México). Para la preparacion del gel de k-carragenina se

adicioné KCI grado reactivo (Merck, México).

[11.2 Disoluciones de k-carragenina con distintos alcoholes y sus geles con

iones potasio

Se prepararon series de 100 g cada una de siete disoluciones con 5 mg/g de «-
carragenina, considerando la humedad del polvo. Cada disolucion fue preparada
con agua (A) y glicerol (G) en proporciones (A/G) de, 100:0, 90:10, 80:20, 50:50,
20:80, 10:90 y 0:100. La proporcién 100:0 solo tuvo k-carragenina y la proporcion
0:100 solo glicerol. En el caso de las disoluciones acuosas de k-carragenina con
sorbitol (AS), xilitol (AX) y manitol (AM) la proporcién 0:100 se prepar6 como una
disolucion saturada de cada soluto. La disolucion de sorbitol se preparé a 30 °C, las
de xilitol, y manitol, a temperatura ambiente. A cada una de estas disoluciones se
les afadi6 la k-carragenina en cantidad suficiente para una concentracion de
polisacéarido de 5 mg/g de disolucién, para preparar las otras proporciones como en
el caso del glicerol. Las disoluciones de k-carragenina con agua (A) y etanol (E) se
prepararon en proporciones (A/E) de 100:0, 95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 75:25y 70:30.
Primero se disperso la k-carragenina en el disolvente a temperatura ambiente bajo
agitacion constante. Posteriormente el polisacarido se disolvio a 80 °C durante 10
min, se recuperaron aproximadamente 0.5 g de disolvente evaporado y la disolucion

se almacend a temperatura ambiente durante 18 h para después hacer el estudio
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calorimétrico. El gel con 5 mg/g de k-carragenina se prepard de la misma manera
afiadiendo 20 mmol/dm? de KCI para inducir la gelificacién al enfriar la disolucion
caliente. Para ello, la disolucion caliente se vacio en jeringas de plastico con un
diametro interno de 20 mm. Las jeringas se dejaron enfriar a temperatura ambiente
hasta la formacion del gel para después realizar el estudio calorimétrico y medir la
fuerza de fractura. El Cuadro 2 muestra las proporciones y concentraciones de los

alcoholes mezclados con la k-carragenina.

Cuadro 2. Proporciones y concentraciones de alcoholes

Porcentaje mol

AlZz Proporcién masa Glicerol Sorbitol Xilitol Manitol A/E Proporcién masa Porcentaje mol
100:0 0 0 0 0 0 100:0 0 0

90:10 0.111 0.0241 0.0122 0.0146 0.0122 95:5 0.0526 0.0216
80:20 0.250 0.0610 0.0309 0.0370 0.0309 90:10 0.111 0.0482
50:50 1.00 0.389 0.197 0.236 0.389 85:15 0.176 0.0811
20:80 4.00 3.76 1.94 2.31 3.76 80:20 0.250 0.122
10:90 9.00 15.0 8.2 9.62 15.0 75:25 0.333 0.173
0:100 o« 100 100 100 100 70:30 0.429 0.239

[11.3 Microcalorimetria de barrido diferencial (uDSC)

Las transiciones estudiadas, orden-desorden y sol-gel, fueron examinadas en las
disoluciones y los geles, respectivamente, en un microcalorimetro (Micro DSC Evo
I, Setaram, France). Se pesaron aproximadamente 700 mg de muestra en celdas
de Hasteloy, se colocaron dentro del horno del equipo y se examinaron a una tasa
méaxima de 1.0 °C/min desde 1 hasta 90 °C en dos ciclos consecutivos de

calentamiento-enfriamiento (NUfiez-Santiago & Tecante, 2007; Yang et al., 2018).

[11.4 Actividad de agua (aw)

La actividad de agua, aw, fue determinada en un acuometro (LabSwift-aw,
Novasina, USA). En una capsula de plastico se coloc6é alrededor de 1 mL de
muestra, se cerro la capsula, se introdujo en el equipo y se espero la determinacion
de actividad de agua y la medicién de temperatura. Lo anterior se realiz6 para cada

una de las disoluciones preparadas.
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[11.5 Propiedades mecanicas

Los geles se sacaron del molde y se cortaron en longitudes de 20 mm. Los
ensayos de compresion se realizaron en la maquina de pruebas mecéanicas Sintech
1/S (MTS System Corporation, USA) con una celda de carga de 100 N y un cilindro
de 2 cm de didmetro. La muestra se coloc6 sobre una placa metélica de soporte y
el gel se comprimié con el cilindro a una velocidad de compresion de 50 mm/min y

una deformacién relativa de 50 %, i.e., 10 mm.
I11.6 Tratamiento de datos

Con los resultados del estudio calorimétrico se hizo una comparacion grafica de
todos los termogramas para asi analizar el comportamiento del polisacarido en
presencia y ausencia de cada alcohol y cuéles fueron las diferencias. En el caso de
la medicion de actividad de agua se analiz6 si el resultado obtenido fue congruente
con la cantidad de agua de cada disolucion, ademas de hacer un analisis de
varianza para poder comparar la diferencia entre alcoholes.

Con los datos obtenidos de la prueba de compresién uniaxial se calcul6 el
esfuerzo normal verdadero, ov (Pa) y la deformacién de Hencky, €u, que es
adimensional. El esfuerzo y la deformacién normales estan dados por las

ecuaciones (1) y (2), respectivamente.

F
°o=7 €Y)

AL=L-1L, (2)
donde F es la fuerza, A el area sobre la que actla la fuerza, L, es la longitud inicial
del espécimen y L es la longitud del espécimen al tiempo t durante o en cualquier

instante de la deformacion. El esfuerzo normal nominal (o) se calculé con la

ecuacion (3) y la deformacién relativa nominal (€) con la ecuacion (4)
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AL

I 4)

E =

donde R es el radio del espécimen. La deformacién dada por la ecuacion (4) es
también llamada deformacion de ingenieria o deformacion de Cauchy. El esfuerzo
normal verdadero (ov) se calcul6 con la ecuacion (6) y la deformacion de Hencky

(en) con la ecuacion (8)

o(Lo —AL) G[ AL

» 1-—| ®

Oy =
Lo

o, = o(l— ¢ (6)

AL
£H=—ln[1—L— (7)
0

ey = —In[1 —g] (8)

La deformacion de Hencky es una medida mas conveniente de la deformacion
porque toma en cuenta el cambio de &rea transversal durante la compresion. Sin
embargo, esta basada en la consideracion de que el volumen del espécimen
permanece constante durante la compresion (Escamilla-Loeza, 2006), es decir, una
condicién de incompresibilidad. Con los datos expresados como esfuerzo normal
verdadero y deformacion de Hencky, se construyeron graficas ov vs. gx. Por Ultimo,
se determiné el esfuerzo maximo tomando directamente el punto maximo
correspondiente de la gréfica ov vs. en. Para la determinacion del médulo de Young

se determind la pendiente de la porcidn inicial de la curva ov vs. €n.
[ll. 7 Anélisis estadistico
Con los resultados obtenidos se hizo un analisis de varianza (ANOVA) para

determinar si hubo diferencia significativa entre cada experimento y concluir si las

variaciones en las disoluciones estudiadas eran un factor para dicha diferencia.
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Capitulo IV. Resultados y discusion

IV.1 Microcalorimetria diferencial de barrido (uDSC)

La DSC es una técnica de andlisis térmico que proporciona la temperatura y el
flujo de calor asociados con las transiciones de conformacion de la carragenina
como funcion del tiempo y la temperatura. Es una herramienta termodinamica para
la evaluacion directa de la captacion de energia térmica, que ocurre con un aumento
0 un descenso de temperatura controlado en una muestra (Gill et al., 2010).

La Figura 5 muestra las transiciones endo y exotérmicas de las mezclas acuosas
de k-carragenina con diferentes proporciones individuales de glicerol y sorbitol. En
el calentamiento se observan dos transiciones endotérmicas consecutivas para
cada alcohol. Cada transicion tiene su temperatura de inicio, Tonset, de picO, Tpeak, Y
de conclusion, Toftset. Sin embargo, proporciones iguales o superiores a 80 % de
glicerol resultaron claramente en un solo pico endotérmico.

Este mismo comportamiento ocurrié con proporciones de 25-30 % de etanol
(datos no mostrados) para las cuales se formaron geles. Sin embargo, en el caso
del sorbitol, xilitol y manitol (datos no mostrados) la presencia de dos picos en el
calentamiento fue constante y también se formaron geles para concentraciones
iguales o superiores a 80 % de cada alcohol.

La k-carragenina adopta una conformacion de cadena aleatoria (del inglés
‘random coil”) cuando la temperatura es superior a la temperatura de transicion
conformacional. Cuando la disolucibn se enfria ocurre wuna transicion
conformacional que da como resultado la formacién de dobles hélices. En el estado
desordenado, la conformacion de cadena aleatoria es el resultado de las
repulsiones electroestaticas entre segmentos de cadenas adyacentes debido a los
grupos SOs" del polimero, mientras que, en el estado ordenado, la asociacion entre
cadenas o conformacion helicoidal no forma agregados por debajo de una
concentracion ionica critica o en ausencia de contraiones (Ramakrishnan & Prud’

homme, 2000; Nufiez-Santiago et al., 2011). Con base en esta informacién, la

16



primera transicion endotérmica, es decir, la que ocurre a baja temperatura, puede
atribuirse a la disociacion de las dobles hélices que estdn agregadas por debajo de
la temperatura pico de esta transicion. La segunda transicion endotérmica, cuyo
pico se observa a mayor temperatura, corresponde a la separacion de las cadenas
poliméricas que forman las dobles hélices. Por arriba de esa temperatura el
polisacarido esta en la conformacién de hebra aleatoria.
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Figura 5. Transiciones endotérmicas (superior) y exotérmicas (inferior) de disoluciones con 5 mg/g de -
carragenina en distintas proporciones de Agua/Glicerol (izquierda) y Agua/Sorbitol (derecha).
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El aumento de la proporcion de glicerol, i.e., 2 50 %, condujo a la desaparicién de
la primera transicion y solo se observo la segunda (Fig. 5 superior, izquierda). Este
comportamiento sugiere la transformacion de las estructuras helicoidales en
cadenas aleatorias, sin una disociacion previa. El mismo fenémeno ocurre cuando
aumenta la concentracion de etanol, 25 — 30 % (datos no mostrados).

La desaparicion de la transicion atribuida a la disociacion de las dobles hélices
sugiere que altas proporciones de los alcoholes impiden la agregacion de las dobles
hélices alterando la formacién de zonas de unién, segun el modelo de ziper
(Nishinari & Watase, 1992). De acuerdo con este modelo cada cinta del ziper seria
el equivalente a una doble hélice y el ziper totalmente abierto es equivalente a las
dos dobles hélices separadas, mientas que el ziper totalmente cerrado equivale a
las dos dobles hélices unidas por zonas de union laterales estabilizadas por los
contraiones potasio inherentes o agregados. Entonces, las altas concentraciones
de alcoholes impedirian la estabilizacion de esas zonas de union por los
contraiones. El posible mecanismo puede ser la formacién de puentes de hidrégeno
entre los grupos -OH del polisacarido y aquellos de los compuestos polihidricos que
posiblemente no estan ya totalmente hidratados por estar en exceso. Esta
interaccion seria energéticamente mas estable que aquella debida a la hidratacion
dindmica de los polioles. Este fendmeno no ocurre en el caso del sorbitol (Fig. 5
superior, derecha). Ambas transiciones se observan incluso para altas proporciones
de este alcohol.

Por otro lado, altas concentraciones de etanol, usualmente > 50 %, se utilizan
para disminuir la solubilidad y precipitar polisacaridos presentes en extractos
acuosos para recuperarlos, mientras que concentraciones menores de 20 % (20
g/100 g) aumentan la resistencia mecéanica de los geles de k—carragenina (Yang et
al., 2018). Experimentalmente, esa precipitacién se observdé con una concentracion
igual y mayor al 40 % de etanol. Es decir, en esa proporcion no fue posible
incorporarlo en la disolucién de kappa carragenina, razon por la que se decidio
trabajar con las concentraciones ya mencionadas.

En el enfriamiento se observé solo una transicion para las mezclas con glicerol y

con sorbitol que corresponde al cambio conformacional de cadena aleatoria a
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estructuras helicoidales debido a la formacién de una red de estas estructuras que
macroscopicamente produce un gel (Fig. 5 inferior). Es importante mencionar que
todas las disoluciones preparadas con concentraciones altas de alcohol gelificaron
al enfriarlas a temperatura ambiente. Este comportamiento muestra que los
alcoholes juegan un papel en la gelificacion de la k-carragenina. Se ha planteado la
hipotesis de que los polioles, en tanto que cosolutos, forman puentes de hidrégeno
con las moléculas de agua y rodeando asi a las cadenas de carragenina de tal forma
qgue provocan la interaccion entre las partes hidrofébicas de las cadenas de
polisacéarido. Esta condicion explicaria la asociacion de estas cadenas para formar
la red tridimensional que conduciria a la gelificacién de las disoluciones a medida
que aumenta la concentracién de alcohol (Stenner et al., 2016).

De acuerdo con estos autores el reforzamiento de los geles de k-carragenina que
se manifiesta por un aumento en las temperaturas de transicion sol-gel y gel-sol asi
como en las respectivas entalpias con el aumento en la concentracion de cosolutos,
entre los que se incluyen el glicerol, el sorbitol y el xilitol, ocurre debido a los
siguientes fendmenos. 1) La exclusion de los cosolutos de la superficie de la «-
carragenina en el sol, y 2) La unién de los cosolutos con la k-carragenina en el gel.
Ambas condiciones contribuyen a que los cosolutos estén mas excluidos en el sol
que en el gel. En el estado sol la presencia de los cosolutos mejora la asociacién
entre las cadenas de k-carragenina porque existe una exclusion preferencial, es
decir, una hidratacién preferencial de los cosolutos que los aleja de la superficie de
las cadenas de polisacéarido. Tal condicion est4 gobernada por una energia libre
MAas negativa que la interaccion entre el cosoluto y la carragenina. En el estado gel
los cosolutos se unen directamente a la k-carragenina aumentando el nUmero de
zonas de unién, con una longitud media mas corta, por unidad volumen. Esta unién
se atribuye a la estabilizacion de los puentes de hidrogeno intermoleculares entre
cadenas individuales de k-carragenina en una zona de union tipica por la formacion
enlaces reticulantes (cross-links) entre los grupos -OH del cosoluto y el polisacérido.
El resultado es la formacion de estructuras helicoidales mas estables como lo

muestra la Figura 6 (Stenner et al., 2016).
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Figura 6. Gelificacion (desorden — orden — red tridimensional) de la k-carragenina (lineas rojas) por la
adicion de un poliol (puntos verdes) y moléculas de agua (puntos azules). Tomado de Stenner et. al. (2016).

IV.1.1 Variacion de las temperaturas de inicio (onset), pico (peak) y conclusion

(offset) con la concentracién de poliol

En la Figura 7 se observa el aumento de las temperaturas de inicio, pico y
conclusion con el aumento la proporcion de los distintos cosolutos para la primera'y
segunda transiciones en el calentamiento como las mostradas en la Fig. 5 para el
glicerol y el sorbitol. Las dos transiciones estan presentes para el sorbitol, xilitol,
manitol y etanol. Cabe mencionar que las disoluciones con proporciones 0:100 de
sorbitol, manitol y xilitol, se prepararon considerando la solubilidad de cada cosoluto
a temperatura ambiente. De acuerdo con la primera hipotesis sefialada en la seccién
anterior el comportamiento mostrado en la Fig. 7 puede atribuirse a la estabilizacién
resultante de la interaccion del agua con el cosoluto que impide al polisacéarido pasar
facilmente del estado ordenado al desordenado. Este impedimento resulta en
temperaturas mas altas para inducir la movilidad necesaria que desacomode la red
tridimensional formada o de las dobles hélices, cuando se forma el gel. La k-
carragenina no se hidrata facilmente pues el agua presente no esta completamente
disponible para interaccionar con el polisacarido debido a la presencia de los
alcoholes. De igual forma en el momento de pasar del estado desordenado al
ordenado es congruente la hipétesis de que el polisacarido interacciona

directamente con el cosolvente aumentando las zonas de union.
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Sin embargo, el efecto estabilizador es diferente para cada cosoluto. El mas
efectivo para estabilizar la estructura del polisacéarido es el etanol, aunque por su
accion precipitante del polisacarido ya mencionada su proporcibn maxima es la
menor de todos los alcoholes. El sorbitol y el xilitol tienen una accién similar sobre
todo en la segunda transicion. El manitol es el que menor efecto muestra sobre las
temperaturas de transicion en el calentamiento. En general, el aumento de las
temperaturas de inicio, pico y conclusion con la concentracion es razonablemente
lineal (r? > 0.94) para sorbitol y xilitol y mas cercano a la linealidad (r? > 0.97) para
el glicerol, el manitol y el etanol, respectivamente.

En la Figura 8 se muestran las temperaturas de inicio, pico y conclusion para los
alcoholes en el enfriamiento. Estas temperaturas siguen la misma tendencia que
aguellas en el calentamiento, pero corresponden a una unica transicién exotérmica.
Los cosolutos con la proporcion mas alta mostraron la temperatura de inicio mas
alta. Por ejemplo, la transicion de la carragenina con el glicerol sin agua afiadida,
proporcion 0:100, empezd a 71.2 °C, mostro su maximo a 68.1 °C y concluyo a 63.1
°C. Las temperaturas respectivas para la carragenina sin alcoholes fueron 18.6,
16.3, 10.9 °C. El etanol mostr6 el mayor efecto seguido del glicerol, el sorbitol, el

xilitol y el manitol.

IV.1.2 Variacion de las entalpias de transicion

Los Cuadros 3 y 4 muestran las entalpias de transicion de todos los alcoholes en
calentamiento y enfriamiento, respectivamente. En general, los valores absolutos
de las entalpias de transicion exotérmica son mayores que las de la transicion
endotérmica para cada una de las dos transiciones. Las entalpias de las mezclas
de k-carragenina con etanol son las mas altas de todos los alcoholes. Las altas
proporciones de glicerol produjeron las entalpias mas bajas en el calentamiento y
en el enfriamiento.

La Figura 9 muestra la dependencia de las entalpias de las transiciones endo y
exotérmicas con la proporcion del alcohol en la matriz acuosa de k-carragenina. El

efecto de cada alcohol es notablemente diferente, aunque la tendencia es similar.
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Cuadro 3. Entalpias (J/g) en funcién de la concentracion del alcohol durante el calentamiento.

Calentamiento  Glicerol Sorbitol Xilitol Manitol Etanol
[Alcohol] % Transicion Entalpia Entalpia Entalpia Entalpia Entalpia [Etanol] %

0 Primera 0.052 0.059 0.059 0.058 0.057 0
Segunda 0.072 0.068 0.068 0.091 0.091

10 Primera 0.045 0.061 0.051 0.061 0.025 5
Segunda 0.118 0.091 0.096 0.088 0.160

20 Primera 0.017 0.076 0.064 0.06 0.046 10
Segunda 0.153 0.090 0.087 0.095 0.083

50 Primera 0.109 0.094 0.052 0.072 0.046 15
Segunda 0.083 0.097 0.129 0.137 0.118

80 Primera - 0.101 0.189 0.034 0.081 20
Segunda 0.112 0.076 0.018 0.137 0.149

90 Primera - 0.112 0.124 0.038 - 25
Segunda 0.099 0.057 0.062 0.136 0.241

100 Primera - 0.093 0.108 0.042 - 30
Segunda 0.069 0.046 0.049 0.120 0.269

Cuadro 4. Entalpias (J/g) en funcién de la concentracién del alcohol durante el enfriamiento.

Enfriamiento  Glicerol  Sorbitol Xilitol Manitol Etanol

[Alcohol] %  Entalpia Entalpia Entalpia Entalpia Entalpia [Etanol] %

0 0.128 0.140 0.138 0.133 0.136 0
10 0.141 0.141 0.142 0.137 0.169 5
20 0.140 0.146 0.141 0.143 0.197 10
50 0.139 0.151 0.145 0.154 0.211 15
80 0.112 0.141 0.143 0.147 0.233 20
90 0.095 0.125 0.141 0.143 0.244 25
100 0.083 0.111 0.131 0.142 0.253 30

En las transiciones endotérmicas (Fig. 9, superior) se observa un maximo para una
proporcién A/G, A/S y A/IM de 50:50, mientras que para el xilitol el maximo ocurre a
la proporcién A/X de 20:80. El etanol en el calentamiento muestra un maximo para
la proporcion A/E de 95:5, un minimo para A/E de 90:10 y luego un ascenso continuo
hasta llegar a la proporcion A/E de 70:30. El méximo divide el efecto en dos zonas.
En la primera zona, para bajas proporciones de cosoluto, la entalpia aumenta con
el aumento de la concentracion del alcohol, lo que puede interpretarse como un
reforzamiento de la conformacién ordenada cuya disociacion hacia cadenas
aleatorias requiere cada vez mayor energia. De esta forma, en esta primera zona

se favorece la estabilidad de las interacciones polisacarido-polisacarido.
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Figura 9. Variacion de la entalpia con la concentracion de alcohol durante el calentamiento

(superior) y el enfriamiento (inferior).

Para proporciones superiores al maximo, ocurre un descenso en la entalpia que

indica la disminucién de las interacciones entre las cadenas de k-carragenina que

se ve favorecida por la interaccion del cosoluto con el agua. Esta condicion hace

mas facil el paso de la conformacion ordenada a la desordenada. De lo contrario, la

entalpia tendria que seguir en ascenso debido a que romper interacciones entre

polisacéarido y polisacarido requeriria una mayor energia.

En el caso de las transiciones exotérmicas se observa el mismo comportamiento,

pero el maximo es menos intenso (Fig. 9, inferior). El ligero aumento en la entalpia
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sugiere una interaccién entre cadenas posiblemente mas débil que la requerida para
disociarlas en el calentamiento. Mas alla del maximo hay una disminucion
considerable de la entalpia con el aumento de la proporcion de alcohol. Este efecto
es mas notable en el glicerol y después en el sorbitol y el xilitol. Sin embargo, la
entalpia de transicion exotérmica es practicamente independiente de la proporcion
de manitol. La limitacion de agua afecta la interaccion de las cadenas de
carragenina, pero siguen formandose las estructuras helicoidales. La disminucién
de las entalpias de transicion para concentraciones superiores a 50 % de cosoluto

(Cuadro 4) confirmaria también este planteamiento.

IV.1.3 Transiciones endotérmicas y exotérmicas del gel de k-carragenina con

contraiones potasio afladidos

La Figura 10 muestra el comportamiento del gel de k-carragenina 5 mg/g con

adicion de 20 mmol/dm? de contraiones potasio libre de alcohol.
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Figura 10. Variacion del flujo de calor con la temperatura de un gel de k-carragenina con
contraiones potasio libre de alcohol.
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En el calentamiento solo hay una transicion endotérmica atribuible a la fusion del
gel que implica el cambio conformacional directo de una red tridimensional hasta
cadenas aleatorias sin la transicion intermedia que corresponde a la disociacion de
las estructuras helicoidales antes de pasar a las hebras aleatorias, como se observa
para las proporciones de alcohol bajas y moderadas. Las temperaturas de transicion
son mayores que cuando no hay contraiones potasio afadidos. Este
comportamiento se debe a que los contraiones estabilizan la estructura ordenada
mediante la asociacion de las cadenas individuales del polisacarido con un puente
ionico en el cual el participa el agua y es del tipo cadena-agua-K*-agua-cadena. La
disrupcion de esta estructura altamente estable requiere mayor energia para
aumentar la movilidad de sus componentes y el consecuente cambio, a mayores

temperaturas, de la conformacion ordenada a la desordenada y viceversa.

IV.2 Propiedades mecanicas

Como ya se menciono, la estabilidad de los geles formados esta en funcioén de la
cantidad de cosoluto afiadido. Por tal motivo, es importante considerar la resistencia
de los geles formados para saber si la red tridimensional es funcional sin necesidad
de adicionar iones que actien como un puente para estabilizar la estructura
ordenada del porlisacéarido. La resistencia a la compresion uniaxial es el esfuerzo
de compresién axial maximo que puede tolerar una muestra cilindrica recta de
material antes de fracturarse. Los geles son materiales de comportamiento inusual,
son mecanicamente blandos pero fragiles (Czerner et al., 2013).

A pesar de que se observé la formacion de geles con todos los alcoholes en
distintas proporciones, solo fue posible determinar la fuerza de fractura para los
geles de k-carragenina con las proporciones A/G 20:80 y 10:90, A/S 0:100 y A/E
70:30. Ademas, se determind la resistencia del gel de k-carragenina con iones
potasio afiadidos, debido a que los otros geles no mantuvieron su forma bajo su
peso, es decir, se aplanaron en cierto grado, o se fracturaron después de
desmoldarlos por ser demasiado fragiles para manipularlos. Al aplicar la compresion

uniaxial se observo la deformacién elastica inicial del gel hasta antes de llegar al
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punto maximo gue corresponde a la fractura del gel. Una vez ocurrida la fractura ya
no es posible que el gel recupere su forma original como podria suceder cuando
aun no se alcanza el esfuerzo maximo.

La Figura 11 muestra el comportamiento de distintos geles. Las proporciones
mayores de glicerol produjeron geles con mayor resistencia a la fractura con una
tolerancia a la deformacion igual o mayor que la de un gel con contraiones afiadidos
libre de alcohol. A pesar de que se afiadié un exceso de contraiones potasio, el gel
de k-carragenina con estos iones mostro un esfuerzo de fractura dos veces menor
gue aquellos con glicerol. Esta menor resistencia a la compresion muestra que el
reforzamiento de la red con los contraiones K* no es comparable con el que ocurre
con el alcohol. El Cuadro 5 muestra los valores de resistencia de los diferentes

geles.
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Figura 11. Esfuerzo y deformacién de fractura de geles de k-carragenina con A/G.

Este comportamiento se confirma con los valores mostrados en el Cuadro 5, que
corresponden al esfuerzo maximo y a la deformacion de fractura. Lo anterior tiene
sentido debido a que el esfuerzo es atribuido a la capacidad de reacomodo de las
cadenas de proteinas cuando estan bajo presién o alguna fuerza externa. Del
mismo modo, la adicion de polioles causa un incremento en la capacidad de

retencion de agua y mejora la fuerza de fractura de los geles (Czerner et al., 2013).
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Cuadro 5. Esfuerzo verdadero (ov), deformacion de fractura (en) y médulo de Young (E) de geles de
K-carragenina con A/G y de k-carragenina con contraiones potasio.

Gel de k-carragenina ov (Pa) €H E (Pa)
con A/G 20:80 28.0+0.1152  0.432+0.0052 59.30 + 0.6342
con A/G 10:90 30.5+0.378> 0.472+0.015° 71.84 +1.444°

con contraiones K* 14.3+0.115¢ 0.403 £0.002¢  35.55+0.154¢
Diferente letra en la misma columna significa valores significativamente diferentes

Al comparar el gel con contraiones potasio con los que tienen alcohol es posible
entender que el potasio solo actiia como un puente i6nico que permite la union de
las hélices de k-carragenina para formar la red tridimensional, mientras que los
cosolutos interaccionan con el polisacarido y con el agua permitiendo la unién
polisacarido-polisacéarido y reforzando de esa manera la formacién del gel con las
uniones cosolvente-polisacarido.

Una vez realizado el analisis de varianza se observé que existe diferencia
significativa entre las distintas muestras. Entonces, la cantidad de —OH si es un
factor primordial para la formacion de geles mediante las interacciones que tienen
con el polisacéarido directamente. A mayor concentracion de alcohol, mayor cantidad
de —OH que pueden relacionarse con la k-carragenina logrando pasar a la
conformacién ordenada formando una red tridimensional.

El esfuerzo y la deformacion de Hencky dependen de la concentracion de alcohol
dado que aumentan al aumentar la capacidad de retencion de agua. Este
comportamiento se observa en el Cuadro 5. La mayor concentraciéon de alcohol
produce una mayor resistencia a la compresion, es decir, un mayor esfuerzo de
fractura. El esfuerzo es una medida de la resistencia del gel a la compresién axial,
es decir, a la deformacion, de tal forma que los geles menos resistentes tienen
esfuerzos de fractura mas pequefios (Escamilla-Loeza, 2006). La estabilidad
mecanica de los geles es mayor en presencia del alcohol y es mas significativa en
el caso del glicerol. Como ya se explico, este cosoluto forma diferentes estados con
el agua y por lo tanto afecta la formacién de la red de carragenina. El
comportamiento anterior es congruente con el comportamiento elastico, expresado
por el modulo de Young, de los geles puesto que un gel que se fractura rapidamente

tiene una zona de comportamiento elastico mas corta y una menor estabilidad de la
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red tridimensional, por ejemplo, con los geles que contienen contraiones potasio

agregados y una concentraciéon menor de alcohol.

IV. 3 Actividad de agua

La actividad de agua (aw) se define como la relacion entre la presion de vapor de
agua en una disolucién y la presion de vapor del agua pura, a la misma temperatura,
por tanto, la actividad de agua se usa para caracterizar el estado de equilibrio del
agua en una matriz alimenticia que iguala la presion relativa de equilibrio del agua
en la atmdsfera circundante. Para alcanzar el equilibrio, habra una transferencia de
masa de agua del alimento al entorno o viceversa hasta llegar a dicho equilibrio,
donde los valores de awdeben ser iguales en ambas fases a temperatura y presion
constante (Roos, 1995) Con base en este valor se puede predecir la estabilidad y la
vida de anaquel de un producto. La aw refleja la disponibilidad del agua que de
alguna manera determina el grado de interaccion con los otros componentes.
Ademas, estd relacionada con la formulacién, el control de los procesos de
deshidratacion y de rehidratacién, la migracion de la humedad en el
almacenamiento y muchos otros factores (Badui, 2006).

Hasta donde sabemos no existen en la literatura datos sobre el efecto de la
actividad de agua sobre la estabilidad térmica de geles de carragenina en presencia
de alcoholes. La Figura 12 muestra la variacion de la aw de las disoluciones de k-
carragenina con la proporcion de cada uno de los alcoholes. ElI aumento en la
proporcién de alcohol reduce la presion de vapor del agua en la disolucion y su
comportamiento se aleja de la idealidad (datos no mostrados). Sin embargo, la
intensidad del efecto es particular para cada cosoluto. La capacidad de depresion
de la actividad de agua sigue el orden glicerol > etanol > sorbitol > xilitol > manitol.
De hecho, este ultimo tiene una muy baja capacidad de depresion de la actividad

de agua.
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carragenina con agua y alcohol.

El glicerol tiene un efecto depresivo muy notable. En disolucién acuosa las
moléculas de glicerol forman puentes de hidrégeno fuertes con las moléculas de
agua. Estos puentes son similares a los puentes de hidrogeno entre las moléculas
de glicerol puro. En consecuencia, en una disolucion acuosa el glicerol existe en un
entorno que no es muy diferente de aquel en el glicerol puro hasta donde su
movimiento de rotacion estd involucrado (Charkhest et al., 2019). A baja
concentracion, cada molécula de glicerol esta bien cubierta por una capa de
hidratacion que esta separada de otras capas de hidratacion. Cuando aumenta la
concentracion de glicerol mas alla de una concentracion umbral, las moléculas de
glicerol tienden a formar clusters o redes y las capas de hidratacion comienzan a
superponerse. De esta forma en las disoluciones agua-glicerol hay agua que no
interacciona con el glicerol, agua que forma puentes de hidrégeno con el glicerol y
agua que esta confinada en los clusters o redes de glicerol. Se entiende por red,
cualquier agregado de dos o mas moléculas de este cosoluto. La presencia de estos

estados depende de la concentracion de glicerol.
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La presencia de glicerol reduce la concentracion de agua en la mezcla. La
molécula de glicerol tiene tres grupos -OH que pueden formar idealmente seis
puentes de hidrogeno con moléculas de agua circunvecinas para formar una capa
de hidratacion. Cuando la concentracion de glicerol aumenta, la cantidad de agua
en la capa de hidratacion también aumenta. La cantidad promedio de moléculas de
agua en la capa de hidratacién depende de la concentracion de glicerol. La fuerza
de los puentes de hidrégeno entre el glicerol y el agua es mayor que aquella entre
dos moléculas de agua.

El nimero promedio de moléculas de agua unidas a una molécula de glicerol es
aproximadamente constante siempre que las capas de hidratacién de diferentes
moléculas de glicerol no se empalmen. Cuando la concentracion de glicerol
aumenta mas alld de un cierto valor, las capas de hidratacion comienzan a
empalmarse y las moléculas de glicerol se agregan para formar clusters o redes que
resultan en una disminucion en el nimero de hidratacion. Esta concentracion umbral
es igual a una fraccion mol de glicerol de 0.0756 la cual corresponde a una
proporcion masa A/G de aproximadamente 70:30. Por debajo de esta concentracion
de glicerol el agua no esta confinada en redes. Méas alla de esta concentracion el
agua queda confinada en redes que se empalman. Sin embargo, en mezclas ricas
en glicerol el niumero de hidratacion disminuye considerablemente porque la
concentracion de agua es muy baja. Por ejemplo, el nUmero de hidratacion umbral
es 5.57, muy cercano a 6 que es el ideal, mientras que para una fraccién mol de
glicerol de 0.5 que corresponde a una proporcién masa A/G de aproximadamente
16:84, el numero de hidratacion es de 0.97. Bajo esta condicion en la mezcla
predominan las moléculas de glicerol practicamente libres de agua (Charkhest et
al., 2019).

La presencia de grupos hidroxilo en el sorbitol permite la formacion de puentes
de hidrégeno intramoleculares y puentes de hidrogeno con otras moléculas de
sorbitol o con el disolvente agua. Los grupos hidroxilo en la posicion C2 y C4 de la
molécula de sorbitol forman significativamente mas puentes de hidrogeno
intramoleculares que el resto. Este fendmeno ocurre porque el puente de hidrogeno

entre los hidroxilos de esas dos posiciones es el predominante. Los puentes de

32



hidrogeno entre las posiciones C1 y C3, C5 y C6 también son probables, pero su
frecuencia es significativamente menor; i.e., tres a cinco veces con respecto a C2 y
C4, respectivamente. El nUmero de puentes de hidrogeno intermoleculares, es
decir, con otras moléculas de sorbitol es apenas 1.16 veces mayor que el
intramolecular y ninguno de los dos alcanza en promedio 1.5 puentes de hidrégeno.
Estos enlaces intra e intermoleculares sirven para estabilizar la conformacion
extendida del sorbitol en medio acuoso y para controlar los angulos de rotacion que
la molécula puede adoptar. Por el contrario, el nUmero de puentes de hidrogeno que
la molécula de sorbitol puede formar con la molécula de agua es en promedio 10.7,
muy cercano al ideal que es 12. La mayor proporcién de puentes de hidrégeno con
el agua se forma mediante los hidroxilos en las posiciones C1 y C6, seguidos de C3
y C5y C2, C4. De esta forma los hidroxilos extremos interaccionan con los hidroxilos
del agua y los hidroxilos intermedios estabilizan la molécula de sorbitol y también
interaccionan con el agua, aunque en menor grado. Estos resultados corresponden
a una concentracién 3 molal de sorbitol en agua, que equivale a una proporcion A/S
de aproximadamente 65:35 (Lerbret et al., 2009).

Todos los polioles tienden a actuar de manera similar en disoluciones acuosas.
El nimero total de enlaces que el agua puede formar en la disolucion no es muy
diferente al comparar agua pura y disoluciones que contienen polioles y es
insensible a los rasgos moleculares de estos cosolutos. Esta propiedad especial se
debe a que los polioles pueden formar puentes de hidrégeno con las moléculas de
agua circundantes, de modo que los puentes de hidrégeno que no se forman con el
agua son en gran medida reemplazados por puentes formados entre ellos (Politi et
al., 2009). Por ejemplo, el nimero promedio estimado de moléculas de agua en la
primera capa de hidratacion representativo de la interaccion con el atomo de
oxigeno del grupo -OH es 3.02, 2.52 y 2.41, para el glicerol, xilitol y sorbitol,
respectivamente. Asimismo, el numero promedio estimado de puentes de hidrogeno
gue el agua puede formar con un grupo -OH representativo del poliol es 1.79, 1.30
y 1.22 para el glicerol, xilitol y sorbitol, respectivamente. Los puentes de hidrogeno
intra-poliol son 0.43 (glicerol), 0.66 (xilitol) y 1.38 (sorbitol), mientras que los inter-
poliol son 0.42 (glicerol), 0.94 (xilitol) y 1.11 (sorbitol) (Politi et al., 2009).
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Por otro lado, se han reportado nimeros de hidratacién del etanol desde 2.16
hasta 8.4 dependiendo del método de determinacion. Estas cifras consideran el
namero de moléculas de agua ubicadas a una distancia que se define
arbitrariamente. De manera mas precisa es el nimero promedio de moléculas de
agua que se ven afectadas por las interacciones entre el soluto y el disolvente y que
causan un efecto observable sobre una propiedad fisica de la disolucion
(Burakowski & Glinski, 2012).

Por su parte, en un gel de xk-carragenina existen tres tipos diferentes de
moléculas de agua: 1) Moléculas de agua libres en el seno de la disolucion, 2)
Moléculas de agua fuertemente unidas a la k-carragenina en estado sol, y 3)
Moléculas de agua unidas débilmente a la red de gel de k-carragenina (Hikichi,
1993). Harding et al. (1997) han reportado una hidratacion de 50 g de agua por 1 g
de k-carragenina polvo que corresponde a una expansion molecular de mas de cien
veces. Este valor corresponde a un polisacarido de masa molar 300 000 + 40 000,
disuelto en un buffer fosfato de sodio/cloruro de sodio (pH 6.5, | = 0.10 mol/L) en
una concentracion de 2 mg/mL.

La Figura 13 muestra el cambio en la aw en un sistema modelo con diferentes
proporciones de distintos polioles. La capacidad de reduccion de la aw del glicerol y

el sorbitol coinciden con los resultados del presente trabajo.

Water activity

07 [ —a— Maltitel

—a— Sorhitol

06 I +— Glycerol

nE [ 1 L 1 [ R TN TR N T S T W SO N N T E_—T_—

[PalyeliPolyal+Water|]%

Figura 13. Actividad de agua en un modelo de sistemas de alimentos de humedad intermedia (Liu et
al., 2009).
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La actividad de agua disminuye mas en presencia de alcoholes con baja masa
molar que con alcoholes con alta masa molar. Es decir, depende del nimero y de
la posicion del grupo funcional puesto que las interacciones presentes se ven
afectadas por estos factores. En disoluciones acuosas con la misma fraccion de
agua/alcohol, influye mucho el poliol utilizado, como es el caso de esta
investigacion, puesto que, todos tienen una estructura distinta y diferente cantidad
de grupos funcionales (-OH). Esta tendencia es consecuencia del crecimiento de la
masa molar y el incremento de la hidrofobicidad de las largas cadenas de los
cosolutos, siendo este el factor dominante para que la actividad de agua se vea
afectada (Marcolli & Peter, 2005).

La Figura 14 muestra el efecto de la actividad de agua sobre las entalpias de
fusion de los geles de x-carragenina y la gelificacion de las disoluciones del
porlisacarido. La relacion entre las variables es clara. Excepto en el caso de la
entalpia de gelificacion de las disoluciones con etanol, todos los alcoholes
mostraron un maximo para ambas entalpias. El glicerol mostré una entalpia maxima
de fusién para aw = 0.8 y una entalpia maxima de gelificacion para aw = 0.95 (Fig.
14, superior). Esta diferencia indica la presencia de un fendmeno de histéresis que
sugiere una interaccién diferente en el estado sol y en el gel. La baja entalpia de
fusion para baja aw indica que la estabilidad de la conformacién ordenada es menor,
es decir, se requiere menos energia para desestabilizarla debido a que la cantidad
de agua disponible para interaccionar con el polisacarido es muy baja. Entonces, la
conformacién ordenada esté estabilizada por los puentes de hidrégeno inter e intra-
cadenas poliméricas mientras que la poca agua disponible contribuye en menor
grado a dicha estabilizacion. Como ya se discutio, la hidratacion del glicerol es muy
baja y el alcohol interacciona practicamente con él mismo. El fenbmeno es similar
en el caso de la entalpia de gelificacién, pero esta es menor que la de fusion lo que
confirma que el fendmeno de desestabilizacion de la conformacion ordenada al
calentar no es igual que la estabilizacion de la conformacion al enfriar. Esto sugiere
la presencia de una organizacion diferente posiblemente a nivel de la agregacion de
las estructura helicoidales del polisacarido. Conforme aumenta la aw, las entalpias

aumentan lo que indica que una mayor disponibilidad de agua resulta en una mayor
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Figura 14. Variacion de las entalpias de fusion (derecha) y gelificacion (izquierda) con la aw para glicerol
(superior), sorbitol y xilitol (centro) y manitol y etanol (inferior).




estabilidad térmica presumiblemente por una mayor disponibilidad de agua para
interaccionar con los solutos. Més alla del maximo de aw, las entalpias vuelven a
disminuir por un efecto de hidratacion del cosoluto que dejaria menos agua
disponible para el polisacéarido. Este efecto es mas intenso en la fusion que en la
gelificacion.

El comportamiento del sorbitol y el xilitol es similar (Fig. 14, centro), pero ocurre
sobre un intervalo de aw notablemente menor que para el glicerol. Aqui también se
observa el fendbmeno de histéresis en aw entre la fusion y la gelificacion y entre las
entalpias de fusion y gelificacion. Estos dos alcoholes reducen la actividad de agua
en menor proporcion que el glicerol (Fig. 12), lo que implicaria una mayor tendencia
a la interaccion intra e intermolecular con la x-carragenina. Mas alla del maximo de
entalpia de fusion que ocurre para aw = 0.92 (sorbitol) y aw = 0.86 (xilitol) la caida
de esta entalpia es notablemente mayor que para el glicerol, lo que indica una mayor
interaccion de estos alcoholes con el agua que limitaria la interaccion de este
disolvente con el polisacéarido. El resultado es la formacién de conformaciones
ordenadas menos estables que requieren menos energia para disociarlas. El
comportamiento en gelificacion es muy similar para el sorbitol y el xilitol. EI maximo
es el mismo para ambos, aw = 0.92, y la caida en la entalpia de gelificacién mas alla
de este valor es menos intensa que en el caso de la fusién.

El efecto del manitol sobre ambas entalpias se observa en la Fig. 14 (inferior). El
intervalo de aw es el mas estrecho de los alcoholes estudiados y la depresion de aw
causada por este cosoluto es muy baja (Fig. 12). No obstante, también se observa
un maximo para la entalpia de fusion y gelificaciéon (aw = 0.963). Igualmente, la
variacion de las entalpias con aw €s menos intensa que para los otros alcoholes.
Este comportamiento sugiere que hay una mayor interaccion del manitol con él
mismo y en menor grado con el polisacarido que con el agua.

El etanol es un caso diferente (Fig. 14, inferior). Una actividad de agua mas baja
(0.925) resulta en una entalpia de fusion mas alta. Esto implica una conformacion
ordenada mas estable y por lo tanto con una mayor demanda de energia para
disociarla. Esto sugiere una fuerte interaccion, via puentes de hidrégeno, del etanol

con el agua que obliga al polisacarido a asociarse. Al aumentar aw, es decir, al
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reducir la proporcion de alcohol, la entalpia disminuye notablemente porque se
favorece la hidratacion del polisacarido. El posterior aumento y disminucion de esta
entalpia mas alla de aw = 0.95 es inesperado y requiere mayor estudio para verificar
o confirmar este comportamiento. EI comportamiento en gelificacion del etanol no
muestra un maximo. La entalpia de gelificacion disminuye considerablemente al
aumentar la actividad de agua lo que sugiere la presencia de distintas formas de
asociacion de las estructuras helicoidales al enfriar las disoluciones. Estas formas

de agregacion estarian afectadas por la presencia del alcohol.
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Conclusiones

La k-carragenina muestra un comportamiento distinto en presencia de distintos
alcoholes. Conforme aumenta la proporcion de un alcohol existe cierta interferencia
que afecta la asociacion entre las estructuras helicoidales y, ademas, causa una
menor solubilidad del polisacarido pues los alcoholes interaccionan con el agua
presente del medio, lo que hace que el agua presente no esté completamente
disponible para la interaccion con la k-carragenina y asi se pueda dar paso a la
agregacion de las estructuras helicoidales.

Después de analizar las hipétesis planteadas se observé que, si hay interaccién
entre el agua y el polisacéarido, pero, a medida que se aumenta la concentracion de
cosolvente, estas interacciones disminuyen puesto que, el cosolvente interacciona
con el polisacéarido lo que también explica el cambio de estado desordenado al
estado ordenado llegando, en algunos casos, a la formacién de la red tridimensional.

Los ensayos por compresion permitieron estudiar el comportamiento mecanico y
las propiedades de fractura de geles con A/G en distintas proporciones y con iones
potasio. Experimentalmente, se observd que la adicion de un alcohol modifica las
propiedades mecanicas del gel.

Los geles con A/G son rigidos, aumentan su esfuerzo de fractura al aumentar la
concentracion del alcohol asumiendo que es por la agregacion de las estructuras
helicoidales de la k-carragenina y la interferencia del glicerol, ademas de la red bien
definida en presencia de iones.

La medicién de actividad de agua confirm6 que la presencia de alcoholes influye
para que la interaccién agua-polisacarido se vea afectada, pues a medida que
aumenta la concentracion de alcohol, disminuyen las interacciones polisacarido-
agua y aumentan las interacciones agua-cosolvente-polisacarido por lo que es
fundamental la cantidad de —OH que aporta cada poliol. La actividad de agua

disminuye notoriamente frente a un poliol mas pequefio.
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Anexos

Andlisis estadistico de las pruebas de compresion uniaxial aplicada a geles de

kappa carragenina con Agua/Glicerol

e Se realizé un andlisis de varianza al determinar el Esfuerzo, la Deformacién

de fractura y el Modulo de Young:

Esfuerzo
kappa carragenina | kappa carragenina | kappa carragenina
con A/G 10:90 con A/G 20:80 con iones K+
[ov (Pa)} [ov (Pa)} [ov (Pa)]
30.7 28.1 14.4
30.1 27.9 14.4
30.8 27.9 14.2
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
kappa carragenina
con A/G 10:90 3 91.6 30.53333333  0.14333333
kappa carragenina
. 27. 7 .01
con A/G 20:80 3 83.9 9666666 0.01333333
kappa carragenina 3 43 14.33333333  0.01333333
con iones K+
ANALISIS DE
VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 454.8955556 2 227.4477778 4013.78431 4.16609E-10 5.14325285
Dentro de los grupos 0.34 6 0.056666667
Por lo tanto
H1
Total 455.2355556 8
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Deformacion de fractura

kappa carragenina | kappa carragenina | kappa carragenina
con A/G 10:90 con A/G 20:80 con iones K+
[eH] [eH] [eH]
0.4246 0.4749 0.4036
0.4483 0.4749 0.4047
0.4215 0.465 0.4014
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
kappa carragenina con
A/G 10:90 3 1.2944 0.431466667 0.00021492
kappa carragenina con
A/G 20:80 3 1.4148 0.4716  3.267E-05
kappa carragenina con
iones K+ 3 1.2097 0.403233333 2.8233E-06
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0.007081807 2 0.003540903 42.4201398 0.00028815 5.14325285
Dentro de los grupos 0.000500833 6 8.34722E-05
Por lo tanto
H1
Total 0.00758264 8
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Médulo de Young

kappa carragenina | kappa carragenina | kappa carragenina
con A/G 10:90 con A/G 20:80 [E con iones K+
[E (Pa)] (Pa)] [E (Pa)]
72.3 59.2 35.7
67.1 58.7 35.6
73.1 60 35.4
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
kappa carragenina con
A/G 10:90 3 212.5 70.83333333 10.6133333
kappa carragenina con
A/G 20:80 3 177.9 59.3 0.43
kappa carragenina con 3 106.7 3556666667  0.02333333
iones K+
ANALISIS DE
VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los .. Valor critico
L . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 1940.026667 2 970.0133333 262.955422 1.43528E-06 5.14325285
Dentro de los grupos 22.13333333 6 3.688888889
Por lo tanto
H1
Total 1962.16 8
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Calculo de cantidad requerida de K* para los geles de kappa carragenina con
iones

Para calcular la cantidad estequiométricamente requerida de K* se considera el masa molar
de la unidad repetitiva de kappa carragenina sola y el correspondiente con potasio.

Masa molar k-carragenina sola= 385 g/mol
Masa molar k-carragenina con K*=424.1 g/mol

La cantidad de iones K* es

358 ———
g kcarrK*

39.102g K* 1mol K* 2.358 mmol K*\ mmol K*
4241 g kcarrK+)\39.102 g K* 1mol K+

Suponiendo que se prepararon 15 g de disolucion de kappa carragenina al 0.5% la cantidad
de iones potasio es la siguiente:

0.5795 g kcarr 9 2.358 mmol K*
100 g disolucion g kcarrK*

15 g disolucion x = 0.2050 mmolK*

Entonces

1mol K* 39.102 g K* 74.55 g KCl

2 K+ X X X
0.2050 mmol 103mmol K+ 1mol K+ 39.102 g K+

= 0.0153 g KCl
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