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INTRODUCCION

El rol del agua en los procesos biológicos, es un tema que 

h≡ sido investigado desde los tiempos de los antiguos griegos, 

h≡h sido estos f i 1 oso-f os—ci ent i f i eos (1) los primeros en dividir 

1 =■ materia en "ti erra,fuego y agua". Las investigaciones clasicas 

permitieron obtener el contenido de agua de plantas y animales 

por métodos de desecación, pero recien en la primera mitad de 

n-iestro siglo, biologos y bioquímicos fueron capaces de definir 

algunas de las propiedades del agua en las células gracias a las 

∏jeva≡ técnicas químicas y físicas puestas a punto.

El agua es el solvente primario en el .cual los otros 

r imponentes celulares y los solutos di-Funden. En muchas 

reacciones bioquímicas el agua sirve como donor de ioπ∣*s 

!∙idrogeno, la disociación del agua contribuye a la regulación 

cel ph celular. A causa de su alta capacidad calorífica, el agι⅛a 

acumula energía metabolica y contribuye a la regulación de la 

temperatura de los organismos. A través de interaccionos 

∙,idrof obi cas e hidrofilicas el agua contribuye a la 
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estabilización de la estructura tridimensional de las 

macromoleculas y mas aun estabiliza construcciones celulares 

gigantes como la doble capa lipidica de membranas y microtubulos, 

Además el agua es lubricante de los tejidos y en combinación can 

lo⅛ pol i sacar i dos puede contribuir a la formación de films de 

baja fricción en la superficie. Por ultimo, los productos finales 

del camino metabolico son dioxido de carbono y agua. De modo que 

las células no solo usan agua, sino que también la sintetizan.

HIDRATACION GENERAL Y ESPECIFICA. AGUA DE HIDRATACION.

Para poder tener un correcto cuadro del estado del agua en 

los tejidos, debemos abordar la hidratacion de los diferentes 

componentes, sabiendo que aunque un detallado conocimiento de la 

hidratacion de las macromoleculas y pequeñas estructuras, al 

■final, contribuye a un mejor entendimiento de la hidratacion de 

los tejidos, no podemos concluir que el esquema final se obtenga 

simplemente de la adición de las propiedades individuales.

El problema del estudio de la hidratacion de tejidos y de 

sus componentes no es meramente académico sino que responde a las 

demandas de las ciencias aplicadas: tecnología de alimentos 

■'secado, cryopreservacion y procesos de rehidratacion) , industria 
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del papel, textil, industria de medicamentos y cuero, son algunos 

ejemplos de las multiples ramas de la producción y de la medicina 

que requieren continuamente información sobre hidratacion.

Uno de los problemas fundamentales con los que uno se 

enfrenta cuando desea definir la hidratacion de proteínas —y 

otras macromoleculas- es que aunque la idea de hidratacion esta 

ciertamente relacionada con la cantidad de agua asociada con la 

macromolecula, la medición de cuanta agua esta asociada a la 

misma requiere conocer que propiedades determinan tal asociación.

Para una dada definición de agua asociada, una dada técnica 

experimental sera requerida para tener una medida de la cantidad 

de tal agua en concordancia con la definición utilizada.

Es posible utilizar definiciones operativas, considerando al 

agua de hidratacion a aquella que no congela a cero grado, la 

cual no contribuye a la permitividad dieléctrica a 1 GHz , etc. 

Obviamente la cantidad de agua de hidratacion sera diferente para 

cada definición, dependiendo de las propiedades consideradas. Es 

decir que la expresión "agua ligada" no tendrá ningún significado 

en el caso de no especificarse claramente que definición y 

técnica se han utilizado.



Cuando nos referimos a hidratacion podemos estar interesados 

en propiedades dinámicas, estructurales o termodinámicas y 

debemos dirigir nuestros esfuerzos al uso de la técnica deseable 

para dar información de la propiedad requerida.

Debemos tener en cuenta que a menudo existe una fuerte relación 

entre ellassej^ una típica técnica estructural como difracción de 

Rayos X es seriamente afectada por el estado dinámico del 

agua. Las diferentes técnicas dinámicas que dan información dentro 

de distintas escalas de tiempo son utiles para dar información en 

un mas o menos estrecho rango de la dinámica del. agua.

A modo general debemos decir que cuando queremos hablar 

sobre agua de hidratacion, debemos indicar sobre que clase de 

propiedades estamos hablando o mejor dar una clara especificación 

del estado dinámico, estructural y/o termodinámica del agua, en 

lugar de referirnos al mismo como " ligado", "estructural, u otra 

expresión similar. Por tanto concluimos que el estado de 

hidratacion solo puede ser obtenido mediante el cuidadoso uso de 

técnicas diferentes que cubran los diferentes aspectos de la 

hidratacion. El uso de las diferentes técnicas requiere un 

detallado conocímiento de las mismas —mas cuanto mas sofisticadas 

sean- y por otro lado, un profundo conocimiento del problema de 

hi drataci on.

De acuerdo a BERENDSEN (2) los siguientes aspectos de la
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hidratacion deben de ser considerados

ASPECTOS TERMODINAMICOS: reíaci onados entropías y

entalpias de interacción entre macromolecul as agua, y que

a

y

influencian los coeficientes de actividad de los solutos

De acuerdo a este aspecto las definiciones de agua 1 i ga<la

ser i an:

humedad

) El agua

reí at i va

retenida

c on ex i on

que esta ligada en equilibrio

y temperatura; o la cantidad

luego de un cierto proceso de

) El agua que llena la primer

con una cierta interpretacion

adsorción.

solutos,

secado.

y a una

de agua

cierta

que es

monocapa de adsorción,

teórica de la isoterma

) El agua que no esta disponible para la solvatacion

dependiendo del tipo de solutos

) El

de transición

ASFECTCS

en

de

de

agua que no congela a una dada temperatura abrupta

<ej O C ) - Depende de la técnica de congelami ento

DINAMICOS: que involucran detalles de movimiento·

i

i i

i i i

i V

molecular y propiedades hidrodinamicas

Las definiciones de agua ligada que cubren estas facetas

son

v ) El agua que no contribuye a la permití vi dad electrics a 



una cierta frecuencia.

vi ) El agua que acompaña a una macromolecula en los 

experimentos de sedimentacion,difusion,viscosidad,aumentando el 

tamaño hidrodinámico de la macromolecula.

vi i ) El agua que produce una lenta velocidad de rotación, 

medida con técnicas de resonancia magnética nuclear

vi i i ) El agua que muestra una lenta velocidad dé auto- 

di fusion.

ASPECTOS ESTRUCTURALES: relacionados con posiciones y

orientaciones medias de las moléculas de agua, respecto de una a 

otras y a las macromoleculas.

Siendo las definiciones pertinentes:

i >4 .) El agua que vista por medio de técnicas de difracción

de Rayos X o neutrones ocupan una posición molecular regular con 

respecto a una macromolecule en un cristal.

x ) El agua que se desvia de la densidad normal del 

liquido, determinado por dispersion de luz o difracción de RX en 

pequeños ángulos de soluciones macromoleculares.

xi ) El agua que ( puede ser vista por técnicas de 

espectroscopia infrarroja y Raman ) esta unida por puentes de 

hidrogeno a la macromolecula.

En Ja Fig.l vemos algunas de las distintas técnicas
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FIGURA 1 . LOCALA DI IltMPUS EN LAS MEDICIONES LIIÜFISJCAS

GEOMETRICO 1O^11
.... s

CRISTALOGRAFIA DE R-X

ESPECTROSCOPIA RAMAN

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

DISPERSION DE NEUTRONES

CINETICO 1□"1a

TERMODINAMILUS

R.N.M.

RELAJACION DIELECTRICA

E.S.R.

POLARIZACION FLUORESCENTE

RELAJACION ACUSTICA
⅜

DISPERSION DE NEUTRONES CUASI- ELASTICA

FIGURA 2 METODOS BIOFISICOS PARA DETECTAR AGUA



biofísicas que se aplican al estudio de los sistemas vivos, en 

relación con el tiempo en el cual las propiedades físicas del 

agua pueden ser medidas.

Un numero critico de esta escala de tiempos es hielo a 10 

s. Siendo hielo el tiempo de correlación di funcional o el

tiempo entre ,,sal tos" posicionales de las moléculas de agua en el 

sistema. En el caso del hielo Cp es lento, aproximadamente 10 

e, mientras en el caso del agua liquida pura es

-14
aproximadamente W s <o un millón de veces mas rápido). Muchas 

de las propiedades físicas del agua pueden teóricamente 

relacionarse con , y a menudo las ecuaciones provenientes de 

técnicas biofísicas incluyen a menudo este parametro. De modo que 

la utilidad de una técnica biofísica para dar información sobre 

el estado del agua depende de cuan rápido pueda realizarse.

Métodos ccmo el de espectroscopia infrarroja o Raman y 

dispersion inelastica de neutrones suministra información sobre 

factores intramoleculares tales como longitud de ligaduras H-0 y 

ángulos de ligaduras de hidrogeno (factor geométrico). En el caso 

de técnicas qoe requieren tiempos mayores de medición que el

requerido para obtener , dan un promedio sobre toda la

población de moléculas, con una contribución cinética a la 

difusión. En general estas técnicas arrojan información sobre 

interacciones entre moléculas de agua y entre moléculas de agua y
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su entorno (Factores cinéticos). Ambos casos están ilustrados en 

la Fig.2.

La confusion sobre el estado físico del agua en sistemas 

biológicos es en muchos casos el resultado de una errónea 

separación y/o extrapolación de la información suministrada por 

las diversas técnicas biofísicas aplicadas a un mismo sistema.

HIDRATACION ESPECIFICA Y GENERAL

En el caso de pequeños solutos es posible considerar 

diferentes esferas de hidratacion,si endo las propiedades de las 

moléculas de agua pertenecientes a una misma esfera muy similares 

(Apéndice II). Aun para pequeños solutos este cuadro és una 

simplificación, pero en el caso de las macromoleculas esta 

aproximación es insostenible. La superficie macromolecular es

suficientemenfe grande -respecto al diámetro de la molécula de

agua- para tener i rregulari dades de consi derabl e

i mportanci a. Estas irregularidades significan di ferentes

posibilidades para la i nteracci on agua-macromoleculas.

Esto implica abandonar la idea de esferas de hidratacion 
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uniformes y utilizar un mejor criterio para caracterizar el 

estado de hidratacion.

Usaremos el concepto de ’’hidratacion especifica" para 

referirnos a las moléculas de agua fijadas a sitios bien 

definidos en la macromolecula y el de "hidratacion general" al 

agua que -aunque fuertemente relacionada a la macromolecula- no 

posee sitios específicos de ligadura, estando en la superficie o 

sobre otras moléculas de agua formando muí ti capas.

Una de las formas de determinar la hidratacion especifica es 

por medio de técnicas de difracción (Rayos X - difracción de 

neutrones), pero no es posible obtener un cuadro completo usando 

solo estas técnicas.

Mol ecul as'-con .un tiempo de residencia muy pequeño que pueden 

ser consideradas pertenecientes a la hidratacion especifica no 

pueden ser detectadas por difracción de Rayos X. En casos 

favorables, resultados extremadamente buenos han sido obtenidos 

dando claramente la posición de las diferentes moléculas de agua 

entre los cristales macromoleculares (particularmente en el caso 

de proteínas).

Mas alia de las dificultades halladas cuando moléculas de 

agua tienen una considerable movilidad, ya desde los primeros 

trabajos en cristalografía de proteínas, las imágenes de 
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difracción se usaban para indicar no solo las ya mencionadas 

moléculas de agua fijas, sino también para dar indicaciones de 

las regiones donde preferentemente se une el agua y aun de la 

cantidad de la misma. Esta información es invalorable para la 

interpretacion de resultados obtenidos por resonancia magnética 

nuclear (n.m.r.), relajación dieléctrica, etc. Es interesante 

destacar que técnicas tan diferentes y aparentemente no 

relacionadas como n.m.r. e isotermas de adsorción puedan ser 

altamente complementarias.

FUERZAS QUE ESTABILIZAN LA ESTRUCTURA PROTEICA

Las proteínas son polímeros naturales con peso molecular en 

el rango de 5000 a varios millones; Son formas policondensadas de 

aminoácidos, con formula general (-NHCHRCO-)n , donde R puede ser 

cualquiera de los 22 aminoácidos (estamos hablando de la 

estructura primaria).

Hay que tener en cuenta, que salvo muy pocos casos 

(colágeno, keratina) el .estado nativo corresponde a la 

macromolecul a en solución. Entendiéndose como estado nati vo aquel 

en el cual la proteina desarrolla su actividad biológica normal.
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Es decir que en los niveles organizativos estructurales

(estructura secundaria, terciaria, cuaternari a de acuerdo con la

nomenclatura anterior; su equivalenciassecundaria,

supersecundari a, dominios,

agregados) no podemos separar

protei na 

a 1 a mi sma

globular
•fe

del medio.

O tibri 1 ar ,

De modo que

o

debemos considerar la interacción Proteina-Solvente y el estado 
í-

con-formacional de la misma como una relación biunivoca.

Las tuerzas que estabilizan la estructura proteica son 

□redomi nantemente de naturaleza no-covalente. Las principales

son:

1 ) Ligaduras de hidrogeno.

2 ) Interacciones eléctricas.

3 ) Interacción hi drofobi ca.

Para las ligaduras de hidrogeno, el equilibrio a considerar 

es aquel entre ligaduras de hidrogeno internas entre grupos 

dentro de la molécula de proteins y ligaduras de hidrogeno entre 

esos grupos y las moléculas de agua. La diferencia de energía 

entre ambos estados finsles.es pequeña, y se estima en general 

que la contribución neta de los puentes de hidrogeno a la 

estabilización proteica nó es grande ( 63 ).

Las contribuciones eléctricas pueden ser de dos especies: 1> 

Interacción carga-carga entre grupos ionizables de los residuos 

11
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de aminoácidos. 2) Interacciones dipolares internas entre grupos 

peptidicos, en particular, en secciones ordenadas de una molécula 

de proteina ( alta—helice ).

Las proteínas se encuentran normalmente en un medio de alta 

fuerza iónica, del orden de Γ*/2 ≡0.15^ y las cadenas laterales 

cargadas yacen en la superficie de la molécula, expuestas al 

solvente. Cualquier interacción entre cargas en 1 a superficie 

esta amenudo apantallada, contribuyendo a una pequeña 

estabilización. Por otra parte,la adquisición por parte de la 

proteina de carga neta no nula ( positiva o negativa ) produce 

una repulsion entre los grupos, y por ende una neta 

desestabi1 izacion ( 64 ).

El tercer tipo de contribución no-covalente a la estabilidad 

estructural de la proteina es el producido por la interacción 

hidrofobica Este efecto da cuenta de la interacción 

desfavorable entre moléculas de agua y residuos no polares de la 

proteina ( 65 ).

Cuando una molécula de hidrocarbono es introducida en agua, 

induce cambios en la estructura del agua, frecuentemente la 

entropía decrece. Para minimizar este desfavorable cambio 

entropico, las moléculas no—polares están forzadas a juntarse, en 

gotas o glóbulos, reduciendo asi la superficie de contacto con el

12



agua. En el caso particular de una proteina, las cadenas laterales 

de aminoácidos, las cuales están unidas por la cadena

peptidica, cubren un amplio rango de polaridad, desde altamente 

polares (como los grupos carboxilíeos de los ácidos aspartico o 

glutamico) a altamente no polares como el anillo bencenico de la 

fenil alanina.

El contacto de los residuos no polares con el agua baja la 

entropía del sistema. Como resultado, las cadenas de la proteina 

están forzadas a plegarse en una estructura, mi celar con la mitad 

de los grupos hidrocarbonados hacia el interior del glóbulo y leas 

grupos polares hacia afuera (estamos, obviamente, ejemplificando 

el caso de proteínas gl obul ares) . Medici ones de la energía líbre 

de transferencia de aminoácidos entre agua y solventes orgánicos, 

amen de consideraciones teóricas muestran que el remover residuos 

no—polares del contacto con el agua produce una mayor 

contribución a la energía libre de la estabilización 

conformacional (63,65).

DESESTABILIZACION CONFORMACIONAL DE LA PROTEINA

El agregado de diversas sustancias a una solución acuosa de

13



proteins produce, la mayoría de las veces, la desnaturalización 

de ∙la misma. El producto final puede adoptar en general dos 

■Formas diferentes: 1 j Puede adoptar la forma de cadena no 

plegada,si mi 1ar a la forma al azar de los polímeros sintéticos 

(estamos ejemplificando en proteínas globulares). Tal 

desnaturalización se debe a urea y a sales de guanidina, a 

detergentes, a cambios en el ph del medio, etc, etc.

2 ) Puede adoptar una forma estructurada,con 

orden de largo alcance(ejz alfa helice).Tal desnaturalización 

ocurre con el agregado de muchos solventes orgánicos como acetona 

y alcoholes (66).

Se acepta en general que la estabilidad conformacional de 

una molécula de proteina nativa en una solución acuosa es el 

resultado en primera instancia de la presión que ejerce el agua 

sobre los residuos no polares, forzando los mismos hacia el 

interior, de la molécula. Reciprocamente, la ruptura de la 

estructura nativa por los agentes desnaturalizantes esta 

intimamente relacionada a las interacciones con los componentes 

estructural es de la proteina (67),(68).

No existe en general acuerdo, sin embargo,de cual de los dos 

efectos (el de los desnaturalizantes en la estructura en el seno 

del agua o el de la interacción de los mismos con los elementos 

estructurales de la proteina) juega el rol preponderante.
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En un sistema en equilibrio, la interacción- entre sus 

diferentes componentes debe estar relacionada, a través de los 

requerimientos de la ec. de Gibbs-Duhem. De modo que en el proceso 

de desnaturalización de una proteina uno debe esperar cambios 

simultáneos en la estructura del agua, en la conformación de la 

proteina, y en la interacción entre los componentes del solvente y 

las partes de la molécula de proteina.

CAMBIOS CONFORMACIONALES

La conformación adoptada por una macromolecul'a (proteina o 

polipeptido) en un medio acuoso, es el equilibrio resultante de 

los efectos competitivos del solvente, de las unidades peptidicas 

componentes de la cadena macromolecular y de la secuencia de las
·-

unidades en la misma. El numero de conformaciones que una 

proteina conteniendo centenares de unidades peptidicas puede 

adoptar es altísimo, sin embargo es posible dividirlos (con 

criterio amplio) en dos grupos principales! 1) Contiene las 

conformaciones en las cuales predomina la interacción entre 

unidades peptidicas sobre la interacción del solvente sobre las 

unidades peptidicas, para la mayoría de las unidades. 2) Contiene 
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las conformaciones para las cuales es predominante la interacción 

union peptidica—sol vente.

Actualmente se acepta que la primera clase corresponde a las 

conformaciones nativas helicoidales de las macromoleculas; en 

tanto la segunda clase da cuenta de las configuraciones al azar 

(random -coil), es decir desnaturalizadas.

Una division en dos estados es obviamente una simplificación 

de una situación compleja, pero es una herramienta útil para 

pensar a las macromolecules estando predominantemente en la 

configuración nativa {helicoidal) o predominantemente en la 

configuracion desnaturalizada (random-coil) (69).

El equilibrio entre ambos estados forma parte de la base de 

la aproximación de la teoría de los "dos estados” propuesta por 

Brands (69) en la cual un numero no especifico de diferentes 

conformaciones son posibles, cada una carácterizada por un valor 

particular de un parámetro experimental observable 0 el cual es 

utilizado para examinar el sistema. En general observamos valores 

promedios de los diferentes parametros (0) , los cuales varían con 

la temperatura, presión y composición del solvente desde que la 

probabilidad de cada estado conformacional depende de la 

naturaleza del solvente.
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El estudio de la participación del agua en la estructura de 

proteínas, puede encararse mediante diferentes técnicas. En el 

presente trabajo se considera las caracteristicas de la 

hidratacion y su influencia en la estabilidad, desde el punto de 

vista del estudio de las isotermas de adsorción.

Los estudios de las isotermas de adsorción se desarrol1aron

inicialmente desde el punto de vista fisicoquimico (Langmuir

191θ> y luego fueron aplicados a sistemas biológicos (1944)

Pese a que esta ultima api i caci on se inicia hace mas de

cuarenta y cinco anos, muchos aspectos no han sido consi derados

adecuadamente. Por una parte el propio análisis de las isotermas

se lleva a cabo generalmente mediante el uso de conceptos

cinéticos —tal como fuera planteado por Langmuir- lo que resulta 

irrelevante para un proceso de equilibrio. Este enfoque, ademas 

de la cuestión conceptual,, no permite un adecuado análisis del •V

proceso y, consecuentemente, disminuye el aprovechamiento de la 

técnica.

Por otra parte la aplicación a los sistemas biológicos, no

siempre ha contemplado en la literatura la labilidad de los

mi smos y las posibles alteraciones debido a la metodología de

aplicación de la técnica experimental.
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Asimismo el estudio de las isotermas gas-solido y líquido-

solido; asi como la presencia de co—solutos y su efecto en 

proteínas mediante un tratamiento unificado y coherente no se ha 

informado en la literatura.

Cor»si deramos en primer lugar adsorción de vapor de agua

tanto desde el punto de vi sta teórico general como

experimentalmente para distintos biopoli meros y algunas

1 a

apiicaci ones A continuación consideramos la situación de 

sistemas en solución y suspension, y la posible formulación de un

modelo que establezca la vinculación entre las isotermas en fase

gaseosa y en fase liquida Los aspectos experimentales de la

i soterma en fase liquida, consi derando la presencia de co-

solutos, se abordan uti1 izando di ferentes técnicas

experimentales.

Como aplicación se utiliza un sistema de importancia, tanto 

por su relevancia conceptual como por su posible relevancia 

tecnológicas el sistema colágeno — detergente.

,Fiπaimente se plantean las conclusiones generales del 

trabajo.

IB



PARTE I ADSORCION DE VAPOR DE AGUA

Existe una dependencia entre la cantidad de agua tomada por 

una sustancia y la presión de vapor de la atmosfera a la cual 

esta expuesta. La relación entre contenido de agua y presión de 

vapor a una cierta temperatura define la isoterma de sorcion de 

dicha sustancia.

El termino SORCION incluye dos procesos diferentes:

i ) ADSORCION en el cual el agua es tomada por la superficie 

del solido; y

i i ) ABSORCION en el cual el agua penetra en el solido. No 

siempre es fácil distinguir entre ambos procesos.

i
En el caso de polvo de proteina la .cantidad de agua tomada a 

una cierta' presión de vapor, no depende del tamaño de la 

partícula (5), este hecho indica que el agua no es tomada por la 

superficie, sino que penetra dentro de las partículas, definiendo 

por tanto el proceso como de absorción, en cambio la toma de 

vapores de gases inertes como N por polvo de proteina depende del 

grado de pulverizacion, estamos ante un fenómeno de adsorción.
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Por otro lado, las moléculas de proteínas son 

suficientemente grandes como para considerar que las moléculas de 

agua son adsorbidas por las mismas en superficie.

No existe acuerdo al respecto, y en la literatura 

especializada se puede encontrar que se utiliza indistintamente 

los términos de ,,ab" y "adsorción". Como las teorías de sorcion 

pueden ser desarrol1adas en bastante extension sin hacer ninguna 

diferencia entre adsorción y absorción, esta anarquía en la 

designación del fenómeno puede ser subsanada sin cometer serios 

errores.

DIFERENTES ISOTERMAS DE ADSORCION

Las isotermas experimental es han sido clasificadas por 

Brunauer <6) en 1945 en cinco tipos distintos mostrados en la 

Fig.3.

Sorcion de agua por proteínas, ácidos nucleicos y complejos 

sistemas biológicos, incluyendo a alimentos parcialmente disecados 

corresponden al tipo II.
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FIGURA 3

CLASIFICACION DE LAS ISOTERMAS DE ADSORCION SEGUN BRUNAUER

I



Como lo demostramos mas adelante las isotermas de tipo I y 

II pueden ser consideradas juntas, considerando sus diferencias 

solo en forma cuantitativa.

A pesar del gran numero de trabajos que existen al respecto, 

no existe un tipo de isoterma uní versal mente aceptado.

En el camino de investigar en busca de la "mejor" formula, 

mas de 75 isotermas han sido propuestas (7), pero la mayoría de 

ellas son, por lo menos formalmente, equivalentes (8).

La Tabla 1, muestra una lista de algunas de ellas. Los 

estudios de sorcion han sido hechos a partir de aproximaciones 

tecnológicas o conocimientos básicas, existiendo una superposición 

dé resultados y una duplicación de esfuerzos. La mayoría de las 

isotermas de origen tecnológico son empíricas.

A comienzos de 1918, Langmuí r (9) considero el fenómeno dé

adsorción como un proceso cinético.

Aunque Langmuir es conocido principalmente por la llamada 

"isoterma de conocapa de Langmuir" (Tipo I), en el trabajo 

mencionado si≡nτa las bases para las otras isotermas. La isoterma 

de Langmuir tipo IV corresponde a la de tipo II ("muí ticapas") de

21



Brunauer, Emmett y Teller (10), actualmente conocida como isotermas

de B.E.T. Pero en ambos casos existe una interpretación errónea 

del fenómeno ya que los autores utilizan argumentos cinéticos 

para describir un problema de equilibrio como es el de sorcion.

TRATAMIENTO MECANICO ESTADISTICO

Tratamiento de Guggenheim:

Como estamos interesados en conocer como algunas moléculas 

son ligadas a la superficie a un acierta temperatura y a una 

cierta presión de vapor, el conjunto macrocaπonico es el adecuado 

para tratar a este sistema.

El numero de moléculas fijadas, esta dado por la siguiente 

expresi on:

( 1 )

( 2 )
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j r
siendo ? la gran función de partición.

La clave para solucionar el problema es el poder computar la

gran función de partición Podemos obviar esta dificultad

realizando las siguientes suposiciones: Pri mero consideramos N

sitios primarios de adsorción que pueden ser 1leñados

i ndependi entemente Si sobre cada uno de estos sitios pueden

acomodarse no una sino varias moléculas, la gran función de

partición puede ser escrita como

( 3 )

donde q i=l,2,3,...) es la función de partición de una(

i

partícula sorbida en el sitio "i"; definida como

; siendo £ la energía

i

de cualquier estado posible de la molécula

Nos encontramos nuevamente con una dificultad, 1 a de darle a



q una expresión con la que se pueda trabajar. Podemos salvar 

i

esta dificultad, si analizamos una nueva suposición que todas 

las moléculas, excepto la primera de cada sitio, tienen la misma 

función de partición, proporcional a la lera de cada sitio, es 

decir:

con lo cual obtenemos finalmente la expresión:

< 5 )

< 4 )

De manera que:



Puesto que el adsórbate» esta en equilibrio con el gas 

(agua en nuestro caso) el valor de es igual al del gas, y

ademas proporcional a la presión p, mientras que q es 

independiente de p, podemos escribir:

( 6 )

donde p* ( al igual que c ) es caracteri st i co de la 

superficie, del gas y de la temperatura,pero independiente de la 

presi on.

La isoterma puede ser escrita como:

( 7 )

Siendo esta isoterma exactamente igual a la isoterma de

B.E.T. cuando p*=p , que es la suposición de los autores. Esta 

o

suposición implica que las moléculas de la ,,multicapa" son 

termodinamicamente equivalentes a la del liquido, no habiendo sin 

embargo razones valederas para establecer esto a priori.



Pera satisfacer esta condición el espaciado de los sitios de 

sorcion deberían coincidir exactamente con el espaciado del 

liquido ( 11 ). En general p* es diferente ( y mayor ) que p

o

Un problema de relevante importancia es el del significado 

de los parametros que aparecen en la isoterma. No existe ningún 

problema con N ≡≡ al numero de sitios primarios dé sorcion 

(expresados en las unidades correctas ), pero en lo que respecta 

a "c" y p* la situación debe ser estudiada cuidadosamente

Primero definamos el potencial químico "standard'* para el 

sitio i-esimo como:

< 8 )

donde standard se refiere a total ocupación del sitio i— 

esimo. Usaremos siempre como referencia el estado liquido.

-.5·.

Aceptando esta definición podemos escribir:



Podemos observar que aquí p* es una medida de las propiedades 

termodinámicas del promedio de las moléculas en las mui ti capas,en 

tanto que ”c" lo es de la monocapa.

Es interesante notar que con la suposición de B.E.T- s

27

de modo que:

( 10 )



(11 >

Ex i ste

1 os de

una relación simple entre los parámetros de Guggenheim y

B.E.T.:

( 13 )

2Θ

< 12 )

para ( p* / p ) entre 1 y 2 y c del orden de 10 es 

o



siendo valido para c muy pequeño.

SUPERIORIDAD DEL AJUSTE DE LOS DATOS EXPERIMENTALES MEDIANTE EL

USO DE LA ISOTERMA DE GUGGENHEIM

En nuestro laboratorio —orientado al estudio del agua en 

sistemas biológicos- hemos encarado el análisis de las isotermas 

de adsorción con el objetivo de aplicarlo al estudio de la 

interacción agua—proteina. Entre el gran numero de isotermas 

existentes (cuya existencia se justifica en que ajustan un 

limitado numero de datos experimentales ); suponíamos que para 

nuestro proposito la que mejor permitía interpretar los 

•resultados experimentales desde el punto de vista termodinámica» 

e.-a la isoterma de Guggenheim. Por eso nos planteamos explorar la 

apiicabi1 i dad de la mencionada isoterma a curvas experimentales 

de diferentes formas.

De acuerdo a un trabajo publicado á talvfin por nosotros 

(12) vemos que la" isoterma de Guggenheim ajusta aceptablemente
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distintas ■formas de curvas experimentales I, II y III y no

sς<lamente las clasicas curvas sigmoideas presentes en

a□sorci on en muiticapas en el caso de proteínas y sistemas

biológicos mas complejos pertenecientes al tipo II ).

1 a

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 4 (curva a) muestra los datos experimentales (13) 

de agua adsorbida por silica gel a 25 C junto con el ajuste por 

minimos cuadrados de la isoterma de Guggenheim con N ≡ 117 g 

agua/100 g P.S. ;c = 300 y p* = 200 p

o

Mukesh y col.(13) ajustaron sus puntos experimentales con 

lé.s isotermas de B.E.T. y de Langmuir (9) ,in-fructuosamente; y 

legraron un ajuste de sus resultados mediante una doble isoterma 

de Langmuir- Hay que tener en cuenta que una doble isoterma de 

Lengmuir implica cinco parametros ajustables, en lugar de los 

tres por nosotros usados.

Ademas del hecho de solo usar tres parámetros ajustables, 

h≡y que resaltar el hecho que los mismos están vinculados a

30



FIGURA A

ISOTERMAS DE ADSORCION:

Curva a adsorción de agua por silica gel
Curva b adsorción de nitrógeno en Fe-Al 0 catalítico 

2 3
Curva*c agua adsorbida en poliestlrenD sulfonado lineal a 25 0 C

En todos los casos las curvas corresponden a las isotermas de Guggen

heim. Los parámetros para cada caso están dados en el texto.



propiedades termodinámicas de los sitios de adsorción.

El valor numérico dejos parámetros, en el caso presente, 

indican que las moléculas ligadas a los sitios primarios tienen 

un potencial químico de 0.24 kcal./ mol "por debajo" del estado 

liquido, mientras que las moléculas ligadas a sitios secundarios 

(muí ti capas) tienen ¿yu ® 3-14 kcal/mol, es decir por encima del 

estado liquido. Esta situación es la responsable del tipo cuasi- 

monocapa de la isoterma; las moléculas de agua de la muí ti capa 

están cercanas a las del liquido, dando curvas del tipo II.

Otro ejemplo del mismo tipo de isoterma corresponde a la 

referencia (10). En dicho trabajo los resultados experimentales 

(adsorción de nitrógeno en Fe — Al O catalítico a — 183 Ofueron 

2 3

hechos por los autores con una isoterma B.E.T. modificada (con 

tres parámetros). Como muestra la Fig. 4 curva b, nosotros hicimos 

el ajuste con la isoterma de Guggenheim con N ≡= 125 cm; c = 225; 

p* » 2984,64 mm Hg.

La curva c de la Fig. 4 muestra adsorción de agua en resinas 

de intercambio ionico "polyestyrene sulfonada" lineal a 25 C y en 

presencia de H L’os puntos experimentales corresponden a la 

referencia (14), mientras que el ajuste es nuestro, mediante la 

formula de Guggenheim con N = 1.3 mol.agua/equiv. adsorbato;
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c=8.37; p* ≈ 1.03 p

o

En este caso nos encontramos con una isoterma del tipo

III, y vemos que Guggenheim da un correcto ajuste.

En todos los casos hemos mantenido las unidades utilizadas 

en los trabajos de los cuales se han extraído los resultados 

experimentales, con el fin de simplificar las comparaciones.

Como conclusion podemos remarcar que la isoterma de 

Guggenheim puede ser aplicada a diferentes situaciones 

experimentales. En momentos .en que las facilidades de computación 

necesarias para el ajuste de las mismas esta al alcance de 

cualquier laboratorio de Biofísica, no se justifica -como es 

habitual- continuar utilizando la isoterma de B.E.T. (que puede 

ser 1 inealizada); teniendo en cuenta que la isoterma de Guggenheim 

provee una expresión convergente para la energía libre de 

adsorción y no esta restringida a un angosto intervalo de 

presiones tie vapor (como es el caso de B.E.T.).

Recientemente Timmermann (112) desarrollo una isoterma de

tres etapas que describe aun mejor el comportami ento

experimental. No consideramos aquí esta isoterma



DEPENDENCIA DE LA ISOTERMA CON LA TEMPERATURA

La deducción de 1 a isoterma de Guggenheim se efectúa en el 

conjunto macrocanonico, en cuyo formalismo el potencial químico es 

una variable independiente.

La ecuación (14) expresa el numero dé moléculas adsorbidas 

en función de la presión de vapor a una temperatura fija T:

( 14 )

Definiendo el potencial químico estandard (referido a total 

Ocupación de sitios) como

( 15 )

y los incrementos en el potencial químico como

< 16 >



Obtenenmos

Donde el subíndice "m" esta vinculado a los sitios primarios
*

("monocapas") y ,,M" a sitios secundarios < "Muí ti capas" ) .

Las. ecuaciones anteriores se pueden homologar a la variación 

de energía libre por mol, de modo que los parametros "c" y *,p**, 

que aparecen en la ec. (14) están vinculados con los .incrementos 

de entalpia y entropía por mol a través de:
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( 19 )

í 20 )

< 21 )



Aquí evidenciamos que, aun admitiendo la igualdad entre las 

propiedades entre las moléculas de las muí ti capas y el liquido, 

”c" no esta relacionado directamente con la energía de adsorción, 

como lo plantean Brunauer, Emmett y Teller (10); sino con el 

potencial químico de las moléculas fijas a sitios primarios.

APLICACION A LOS RESULTADOS EXPERIMENTALES

Conociendo los valores experimentales de la cantidad de 

vapor de agua adsorbida por una proteina a dos temperaturas 

distintas, se pueden ajustar los mismos mediante la ec. (14) y 

obtener c, p*‘ y N para ambas temperaturas. En posesión de estos 

parámetros, con la suposición que los incrementos de entalpia y 

entropía se mantienen constantes es posible, con el auxilio de 

las ecs (17) y (18), obtener:

( 22 )



con

( 23 )

con

y mediante las expresiones de energía libre por mol y las ecs. 

(22) y (23) se puede obtener Ah y /J h Una vez en posesión de

m 14

estos valores y utilizando las apropiadas relaciones es posible 

obtener las isotermas a las temperaturas deseadas. El rango de 

validez de este tratamiento depende del rango en que A5 y h 

pueden ser consideradas constantes.

ANALISIS DE LOS DATOS EXPERIMENTALES DE LISOZIMA

Los datos experimental es obtenidos por Hnojewyj y col(15) 

a T = 300 K y T β 310 K se ajustaron con la ec. <14) por mínimos 

cuadrados, estimándose a partir de los parametros obtenidos los

i-
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incrementos de entalpia y entropía. Con estos se evaluaron las 

isotermas a T = 290 Ky T ≡ 320 K. Los valores de N obtenidos 

para 300 y 310 K no resultaron estrictamente iguales ( Ver tabla 

2) .

Las diferencias pueden atribuirse a errores experimentales, 

sin embargo el ajuste para 290 y 320 fue mejor utilizando

N=7g.agua/100 g p.s. y N=6g.agua/100 g p.s. que si se toma un
10 3X0

promedio entre los valores obtenidos del ajuste a las otras 

temperaturas. Si bien la diferencia no es muy grande si se tienen 

en cuenta las dificultades experimentales se observa una 

tendencia decreciente de N con la temperatura. Resulta difícil 

establecer si se trata de errores experimentales o si se esta 

frente a una variación en el numero de sitios primarios debido a 

cambios conformacionales en la proteina. La verificación de esta 

suposición podría, eventual mente, hacerse mediante el análisis de 

algún sistema mas estable con la temperatura. De cualquier manera 

el método de predicción de la isoterma a diferentes temperaturas 

pareciera ser aceptable para proteínas siempre .que el rango de 

temperaturas estudiado no sea excesivamente amplio. En la Tabla 2 

se muestran los parametros de las isotermas asi como los 

termodinamieos á cuatro temperaturas, y en la Fig.5 las curvas 

obtenidas junto a los valores experimentales.

≤1
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FIGURA 5

Isotermas de adsorción de vapor de agua por lisozima.Los puntos corresponden
<

a los datos .experimentales de referencia ( 15 )∙Las lineas de las isotermas 

a 300 y 310 K corresponden al ajuste según la ecuación 14. Las correspondien

tes 8 290 y 320 K se obtienen utilizando la dependencia con la temperatura 

de acuerdo a las relaciones propuestas en este.trabaJo ·



TABLA 2

PARAMETROS DE LA ISOTERMA DE GUGGENHEIM Y TERMODINAMICAS PARA LISDZIMA
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CALOR ISOSTERICO

Con el objeto de vincular las expresiones para calores O 

entalpias isostericas que aparecen en bibliografía (16),(17) y 

(18) con las respectivas entalpias de mono y muí ti capas, 

utilizadas en el tratamiento anteriormente descripto, y 

considerando según Steele (17) para el calor isosterico:

( 24 )

y usando las siguientes expresiones para las isotermas:

( 25 )

con B « B.E.T y x ≡ p/p

o

y
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( 26 )

obtuvimos las siguientes relaciones para los calores i sosteri cosí

siendo esta la ec., ( 27 );y la ec. C 2S ) la siguiente:
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CALCULO PARA B.E.T

Para evaluar las derivadas parciales se utilizo la expresión 

"corregida** por B.E.T. , es decir aquella que surge como limite de 

la teoría de Guggenheim, considerando p*=p

o

Es decir que

( 29 )

y no igual a un exponencial de energías internas como lo 

considera Steele (17).

De acuerdo a esta suposición y considerando que s

< 31 )

-es decir que el numero de sitios primarios de adsorción no varia

ni con la presión ni con la temperatura-, y que (^c /2 x) «O

S
B T
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ecs. (34) y (35) respectivamente.

Obteniendo -finalmente para el calor isosterico de adsorción 

siguiente expresión:

la

ec. < 36 ).

41

ec, < 32 ) — suposición lógica ya que ,,c', se introdujo como un
I

cociente de -Funciones de partición-; obtuvimos:

( 33 )



CALCULO DEL CALOR ISOSTERICO PARA LA ISOTERMA DE GUGGENHEIM

Lae expresiones utilizadas fueron

42

obteniéndose



Las expresiones para las derivadas parciales son

siendo esta la ec. <41); y;

con las siguientes suposiciones:

por argumentos análogos a los planteados para B.E.T.; con ellos 

se llega a:
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CONCLUSIONES

1 ) El calor isosterico de Guggenheim es igual(con la

correspondí ente relación entre c y c ) al que se obtiene con 

B G

la expresión "corregída" de B.E.T. mas un termino que da cuenta 

de las desviaciones respectivas al estado liquido.

h
•o

bibliografía (16), (17) y (.18) y que se pueden medir también en

forma independiente la cual permite establecer un vinculo entre 

los resultados que se obtienen y los publicados.

2 )Λ Y U*~,u están- vinculados con magnitudes evaluadas
Π

en
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ANALISIS DE LA DERIVADA PARCIAL DE LA ISOTERMA CON RESPECTO A LA

TEMPERATURA A HUMEDADES RELATIVAS CONSTANTES

Para ver como variaba la ( J n/ ¿ T)| con la

x

temperatura se hizo un programa en la calculadora Hewlet Packard 

modelo 9810 A con graficador adjunto. Se estudio la dependencia 

de la derivada con los diferentes parámetros. Se trabajo con 

valores arbitrarios de N, ¿tí , X s de los encontrados

experimentalmente para colágeno a 25 C y 35 C (ver resultados 

experimentales) por nosotros medidos en nuestro laboratorio, en 

un rango de 51 K a 10.000 K (en la gráfica se llega a 400 

K;(Fig.6). Los resultados son:

1 ) La derivada presenta un soló mínimo a una dada humedad 

relativa (HR) en todo el rango de temperaturas usadas.

2 ) Este mínimo se hace mas pronunciado y se desplaza a 

temperaturas menores a menores presiones de vapor.

3 ) Las derivadas a una dada HR, en el mismo rango de T 

pero a distintos N (dejando fijo≡∆h y ¿s ); -y modificando el

i i

numero de sitios primarios de adsorción— siguen presentando un 

45



solo mínimo a la misma temperatura, pero haciéndose mas 

pronunciado a N crecientes.

4 ) La variación de la derivada en el mismo rango de 

temperaturas a una misma HR no altera prácticamente la ubicación 

ni ancho del mínimo cuando se varían en forma separada £s y¿h

Μ M

5 ) El mínimo se desplaza a temperaturas menores (en el 

mismo rango de temperatura y a una dada HR) y es mas profundo 

para valores de mas negativos.

m

6 ) El mínimo se desplaza a temperaturas mayores y es 

menos profundo para valores hftl mas negativos.

En la Tabla 3 se muestra el valor del mínimo de la derivada 

a distintas presiones de vapor y a la temperatura en que se 

produce, y en la Fig-7 esta graficado el valor del mínimo a 

distintas presiones de vapor vs. Temperatura.

De la gráfica de la Fig. 7 se evidencias

-7 -2

1 — que entre <ρ∕p )≡10 a 10 el mínimo decrece en forma 

o

constante, produciéndose también a intervalos regulares de 

temperatura.
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-1

2- que entre (p/p >=10 a 0;4 el mínimo de la derivada es

o

casi constante produciéndose también a intervalos regulares de 

temperatura.

3- que a partir de (p/p )= 0.5 a 0.9 comienza nuevamente a

o

aumentar, cambiando bruscamente para 100⅝ de HR.

CONCLUSIONES

El estudio de la dependencia de la derivada parcial de la 

isoterma con respecto a la temperatura a humedades constantes, 

nos indica que en el rango de interes biológico son validas las 

suposiciones utilizadas para la extrapolación de isotermas.

■Y
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FIGURA 7
GRAFICO DE LOS MINIMOS VALORES DE LA DERIVADA A DISTINTAS 

PRESIONES DE VAPOR EN FUNCION DE LA TEMPERATURA.



TABLA 3

τ < ∙κ) P/Po <»!/?’ >∕t,o,βfn.

186
-7

10
-0,6552

lf>8 ιor*
-0.5737

213
-5

10 —0,4981

230
-4 "11

10 -0,4273

253
-3 

10 -0,350«

273
-3

10 -0.3037

293
-2

jr∙xl() -0.2712

303
—A

10 —0,2629

304 0,11 —0,2024

314 0,20 -0,2040

322 0,30 -0,2738

329 0,40 -0,2893

335 0,50 -0,3104

341 0.60 -0,337 9

349 0,70 —0,3735

358 0,80 —0,4173

370 0,90 -0,4526

374 1 -0,0829



DIFERENTES ESPECIES DE SITIOS

Si consideramos que el adsorbente posee mas de una clase de 

sitios primarios el tratamiento de Guggenheim puede ser aplicado. 

En el caso simple de dos tipos de sitios en los cuales solo se 

puede -Fijar una molécula por cada uno (monocaρa) , la gran -función 

de partición sera:

lo que da:

expresión que puede extenderse para MULTICAPAS dando para la

isoterma la siguiente expresión:

ec.<47)

48
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Siendo la expresión (47) simplemente la suma de dos'isotermas

• Esta formula tiene cinco parámetros, y puede ser útil en casos 

muy particulares. Queda claro que aunque uno puede extender el 

tratamiento a cualquier numero de clases diferentes de sitios, la 

isoterma resultante sera de utilidad casi nula por el alto numero 

de parámetros ajustables que requerirá.

FRACCION DE AGUA LIGADA A LOS SITIOS PRIMARIOS

Es a menudo útil conocer cuantas moléculas están ligadas a 

los sitios primarios en relación a la cantidad total de agua

presente. La suposición mas elemental es la de que ninguna * 

molécula puede pasar a la muí ticapa hasta que todos los sitios 

primarios, de union están ocupados. Esto arroja para la fracción 

de agua total presente fijada a los sitios primarios:

( 48 )
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Claramente es esta una suposición muy simplista, pero a 

pesar de ello muy usada; como fue planteado por Grigera (19)^ 

este simple camino de computar la fracción no es apropiado para 

muchos casos, pudiendo hacerlo mas correctamente considerando a 

las moléculas en diferentes estados.

Si queremos considerar la ocupación de los sitios primarios 

de r? sorcion debemos considerar que ”1” es la probabilidad 

’Vlctiva de encontrar un sitio vacio, mientras que

2 2 3 3

^c q A cq,λcq,...*' son proporci onal es a la probabilidad 

relativa de encontrar un sitio llenado por 

una,dos,tres,... moleculas.

Si “ So” es el numero de sitios vacíos, tendremos So√ 1, y:

( 49 )

pudiendo entonces escribir:

< 50 )
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Como N es el numero de sitios primarios de union y "So" 

es el numero de los vacíos; la razon de sitios ocupados a numero 

de sitios total, sera:

( 51 ) *

Podemos ahora escribir la fracción del total de las 

moléculas presentes en el sistema que están fijadas a S sitios 

primarios como:

( 52 >

y utilizando las ecs.(7) y (50), y recordando que

encontramos que:

< 53 )
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EN FUNCION DE p/p*

FIGURA 9. RELACION ENTRE LA FRACCION DE POBLACION COMPUTADA A PARTIR DE LA ISOTER

MA ( f ) y ASUMIENDO TOTAL OCUPACION DE LOS SITIOS PRIMARIOS ANTES QUE 

LAS MULTICAPAS SE FORMEN ( fr )cGDNJRA]LAp.PβESION DE VAPOR PARCIAL PARA 

COLAGENO y LISDZIMA (—-) LA FLECHA INDICA EL PTO N=n

FIGURA B . COCIENTE ENTRE LA FRACCION DE OCUPACION DE SITIOS



En el caso particular de considerar que todos los sitios 

primarios son sitios de union (es decir S ≡ N) tenemos

( 54 )

La diferencia entre considerar la total ocupación de sitios 

primarios antes que se fijen moléculas a sitios secundarios 

implica que la fracción arriba calculada es igual a CN / n> tpara 

η N3. En la Fig.8 se representa el cociente (N∕n)∕f en 

función ce (p/p*) para distintos valores de "c".

La Fig.9 muestra la razon (f∕f') para dos casos (colágeno y 

lisozima), se puede ver que la diferencia es maxima para π ≡ N.

En caso de usar la suposición de ELE.T. en lugar del 

tratamiento de Guggenheim, los valores de f serán algo diferentes 

pero no afectan apreciablemente los resultados-

En el caso de dos tipos diferentes de sitios, se puede 

escribir la fracción correspodiente a los sitios ’’I” y ”2“, 

utilizando un tratamiento similar al anterior:



< 55 )

ENERGIA LIBRE

La energía libre necesaria para transferir una molécula 

desde el vapor a la superficie solida se puede escribir como:

c

¿F=(RT/M)\ n d κ /x ( 56 )

O

donde x ⅛ presión parcial de vapor

M = peso molecular del adsórbalo

n ≡ numero de moléculas adsorbidas

La isoterma B.E.T. conduce a una integral divergente para 

x=l. La isoterma de Guggenheim permite obtener una expresión 

analítica convergente para p*>p. La diferencia de energía libre 

o
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puede escribirse entonces:

En la Fig. 10 se comparan las diferencias de energía libre

obtenidas medí ante integración gráfica (tal como utiliza

Bull(20)) a partir de las isotermas de B.E.T. y de Guggenheim

para diferentes valores de Los datos experimentales

corresponden a tendon de cola de rata (21> (esencialmente 

colágeno) a 20 C. Los parámetros de 'Guggenheim son N= 

19,6g.agua∕100g P.S.; c=ll y p*≡=l ,65 p .Los puntos corresponden a

o

la integración gráfica y poseen un gran error, partículármente a 

valores cercanos a p/p =1.

o

54

( 57 >



FIGURA 10 . VARIACION DE LA ENERGIA LIBRE DE ADSORCION DE VAPOR DE AGUA

POR COLAGENO.



DETERMINACION EXPERIMENTAL 

a ) METODO GRAVIMETRICO

El método mas difundido para obtener experi mental mente 

isotermas de adsorción de proteínas es el método gravimétrico o 

de pesada. Consiste en poner muestras solidas de biοροί imeros en 

una capsula previamente pesada, pasándola luego por atmosferas de. 

distintas humedades relativas (las cuales se crean poniendo cerca 

de la muestra un recipiente con soluciones saturadas de distintas 

drogas que dan la humedad deseada a la temperatura a la cual se 

trabaja); en estufa hasta que llegue al equilibrio. El equilibrio 

se determina cuando el peso de la muestra no varia, tardando 

generalmente en establecerse para cada humedad relativa, varias 

semanas. Cuando se ha pasado la muestra por las distintas 

humedades relativas se las deja secar en vacio con Pentoxido de 

Fosforo, en estufa y se determina el peso de la muestra seca. El 

inconveniente fundamental del método es el tiempo que insume 

realizar un ciclo completo de adsorcion-desorcion.



b ) METODO DE LA BALANZA DE CUARZO

Para superar el inconveniente puntualizado, se puso en 

practica el sistema de la balanza de cuarzo (22)■

La idea consiste en aprovechar el hecho de que un cristal de 

cuarzo AT plano tiene una -frecuencia de resonancia característica 

que disminuye a medida que sobre el se deposita una masa de 

acuerdo a la expresión:

•f ® frecuencia del cristal 1 i mp i o.

56

( 58 )

donde el coeficiente de sensibilidad C cumple la siguiente 

reí aci on:

< 59 )



N = 1670 KHz mm, es la frecuencia constante para cristales de 

cuarzo AT planos.

≈ 2,65 g cm , es la densidad del cuarzo.

q

m = es la masa depositada.

A « area del cristal.

En síntesis el método consiste en tener el cristal conectado 

a un circuito resonante, y a un frecuencimetro. Medir la 

•frecuencia del cristal limpio, cubrirlo luego con una solución de 

proteina (una vez evaporado el solvente queda una capa solida de 

proteina). Determinar la frecuencia del cristal con proteina 

seca, que en general permite hallar el peso de la masa de proteina 

depositada con precision al nanogramo; y luego pasar el cristal 

por atmosferas de distintas humedades relativas, midiendo la 

variación de la frecuencia y relacionando la misma con la 

cantidad de vapor de agua adsorbida.

Se construyo el circuito resonante similar al dado por 

KENNERLEY(22), pero poniendo como fuente de tension un 

transformador de 12 volts estabilizado para evitar las caídas de 

tension y los ruidos. Para estabilizar térmicamente el circuito 

se construyo una estufa de poliestireno (telgopor), cuya fuente 
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de poder es una lampara de filamento de 40 watts conectada por 

medio de un relay a un termómetro de contacto que mantiene la 

temperatura fija $ 25 C.

En su trabajo KENNERLEY (22) utiliza como camaras de humedad 

Erlemeyer de 500 mi, en cuyos tapones se conectan los cristales. 

Inicialmente utilizamos este sistema (al intentar realizar 

isotermas de Colágeno Soluble a 25 C),pero evidenciamos varios 

problemas:

1 ) Ex istia en la estufa un gradiente de Temperaturas que 

producía variaciones de 0,5 C cada .10 cm medidos desde el piso de 

la estufa donde esta el sí sterna de calefacción.

2 ) Producto de este gradiente de temperatura se producía 

condensación del vapor de agua en las paredes del recipiente y en 

los cristales que invalidaban las mediciones, produciéndose en la 

mayoría de los casos cortocircuitos en los cristales.

Para subsanar estas dificultades, realizamos las siguientes 

modi ficacioness

1 ) Para evitar las variaciones de temperatura, y con el fin 

de crear una corriente de convección, se puso en el techo de la 

estufa paletas de ventilador, el motor de 1/8 c.v. de potencia se 

lo puso hacia afuera para evitar el recalentamiento. Con la 
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corriente de convección creada se logro estabilizar la 

t emper atur a.

2 ) Para evitar el problema de la condensación de agua en

los cristales ideamos un sistema para las camaras de humedad 

distinto al descripto por KENNERLEY(22).

El dispositivo- consiste en recipientes· cilindricos de 

acrilico, en su interior hay un trípode de acrilico que sirve de 

sosten a un eje también de acrilico, en uno de sus extremos hay 

a: ¡a pequeña helice de acrilico conectada por un pequeño ruleman, 

en el otro extremo hay un buzo magnético. La tapa de acrilico de 

cierre hermético tiene en su interior un zocalo donde van 

<-∩chufβGo≡ los cristales. El objetivo de la helice que se ha 

colocado en cada una de las camaras de humedad es el de producir 

una corriente que por un lado ayude a que se estabilice mas 

rápido la atmosfera de humedad, y por el otro, al renovar 

permanentemente la superficie, evita posible desviaciones de la 

humedad deseada por la presencia de alguna impureza en la 

solución que pueda modificar la tension superficial de la misma.

Para acelerar el proceso de medición vimos que era 

conveniente hacer en forma encadenada tres experimentos, y cono 

careciarιos de tres agitadores magnéticos y ante el inconveniente 

del costo y del recalentamiento que suscitaría poner tres motores 

dentro de la estufa, se construyo un agitador magnético triple 
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con un sistema de tres ejes conectados por correas y un motor de 

toeadi seo.

Con este sistema de agitación se logro que se estabilice la 

atmosfera de humedad a la media hora, lo que permite realizar en 

24 hs ei ciclo completo de adsorcion—desorcion, dejando durante 

12 hs en vacio y con Pentoxido de Fosforo los cristales con 

proteínas para poder medir la frecuencia (y por ende la masa) de 

la película de proteina seca.

El frecuencímetro utilizado fue un FLUKE 1952 B. Los 

cristales de cuarzo AT se compraron en Curie Electronica. Las 

tablas de humedad relativa son las publicadas por ARAI y 

col aboradores (23).

A continuación se adjunta un diagrama del, circuito (Fig.ll), 

de las camaras de humedad (Fig. 12) , del agitador magnético 

(Fig.13), y una reproducción de la tabla de Humedades Relativas 

(23) (Tabla 4).
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FIGURA 11



FIGURA 12

)



FIGURA 13



TAOLΛ 4

RELATIVASVALORES DE HUMEDADES

Temp. ("C,⅛ 1(1.0 20.0 25.0 30.0 40.0 50.0

K.SO. 98..1* 97.9 97.6 97.4 97.0 96.6
0.0.1* 0.05 0.04 0.06 0.05 0.04
8.5" 10.0 10.75 11.5 12.9 14.2

κα R6.R RS.I 84.2 R1.5 R2.1 60.7
0.02 0.06 0.0.1 . 0.04 0.0.1 0.05

23.8 25.5 26.4 27.1 28.6 30.0
NaO 75.R 75.6 75.4 75.2 75.0 74.9

0.0K 0.06 0.02 0.07 0.0.1 0.01
26.31 26.3R 26.4.1 26.50 26.65 26.81

• NaNOl 67.4 65.4 64. 1 6.1.2 61 .2 59.2
0.04 0.08 0.02 0.04 0.03 0.02

43.1 44.9 45.R 46. R 4R.R 50.8
Na Hr 62.5 59.1 57. R 56 2 53.0 49.6

0.0.5 0.02 0 02 o oí 0.03 0.02
4f>.O 4F.(. 4K. 6| 4*» ·. *1 6

Na∣C 57.5 54.7 53.4 5’ «» 49.2 46. .1
0.07 0.04 0 05 0.05 0.01 O 02

61.2 64.4 65.01 65.X 6H..1 70.5
K,COt 44.5 44.1 41 0 43 R 41.4 42.8

0.01 0.06 O 02 0.04 O 02 0 06
51.9 52.5 5? 85 51 2,ι 51 9 54.8

MgCI. 33. R 3.1.1 32. R 32.4 .11 .6 30 6
0.06 0.02 0.0.1 0.03 0.0.1 (1.(11

34.9 35.3 35.5 3.5.8 16.5 37 2
CII.COOK 24.5 21? 22.4 21 '· Γ>.7 »·· 5

o.oí 0.06 0.07 o vz O 02 •i tr.
70.1 71.9 • 74 0 76. 1 77.1

i.ia 12.7 II 1 II I 1' · II 1 I! ·»
X. 0.05 0.01 O OI o «>2 O 01 1» OI

42.7 45.85 4nl 47..1 4H..1
* NaOH __ 7.0 6.9 6.8 6.5 5.R

0.01 o.oi 0 0| 0.01 0.02
52.2 51.1 54..1 56..1 59.2

LiHr 7.R 7.2 6.7 6..1 5.2 5.0
0.0.1 0.02 0.01 0.01 0.01 0 01

62.4 63.9 64.8 — 67.2 67.9

a humedad relativa (%) 

b desviación standard (%) 

c solubilida de sales en la saturación (wt%)



ISOTERMAS DE ADSORCION DE DISTINTOS BIOPOLIMEROS

ADSORCION DE VAPOR DE AGUA EN PROTEINAS

Una molécula · de proteina contiene una o mas cadenas

pol i peptidi cas -formadas por sucesión de aminoacid□5 -(RCHCONH)n,

constituyendo la cadena la estructura primaria de la proteina

(f i g 14) Hay mas de veinte grupos laterales R, incluyendo

hidrocarbonos no polares y grupos polares amino, hidroxilo y

carbox i 1 o

Por arrol 1 amiento la estructura primaria puede dar origen 

la estructura secundaria heli

a

En la 4“ helice el grupo CO

___ i⊂≡, helice, -cruzada)« 

esta asociado al grupo NH cada tres

residuos a lo largo de la cadena por puentes de hidrogeno

intramoleculares. En las proteínas las cadenas polipeptidicas se 

extienden paralelamente y están unidas entre si por puentes de 

hidrogeno intermoleculares. Finalmente la conformación espacial 

esta dada por la estructura terciaria (fibras colágeno) o 

cuaternaria (hemoglobina)· *

Sponsler, Bath & Ellis (30) consideran que existen dos
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Formación de un enlace peplídico.

FIGURA 1A



FIGURA 1⅛

IJ grupo prpiidico es plano porque el enluce 
carbono nitrógeno tiene un carácter parcial de 
uuble enlace.

l'xisle una considerable libertad de rolación 
alrededor de los enlaces que unen los grupos 
pcplidicos a los ilomos de carbono a.

El grupo peptidico es una unidad rígida plana. 
Las distancias estándar de loa enlaces están 
indicadas en A.



FIGURA ¾

Definición de ψ y φ: ψ>e refiere ■ I· rotación 
alrededor del enlace sencillo Cβ — C; <|» se re
fiere a las rotaciones de los enlaces simples Ca 
— N (basado en el articulo de C. Levinthal 
•Edificación de modelos moleculares por me
dio del computador·. Impreso en 1966 por 
Scientific American, Inc. Todos los derechos 

reservados).



clases, de grupos hidrofilicos en una proteínas a) Los sitios 

polares en las cadenas laterales de los residuos de aminoácidos, 

b) Grupos carbonil e i mi do de las uniones peptidicas. Siendo b) 

mucho mayor que el primero, pero los grupos carbonil e imi do 

están fuertemente unidos unos a otros por uniones de puente 

hidrogeno en la configuración N...H...0=C..., estando 

Completamente saturados y siendo la atracción por el agua 

despreci able.

Estudi os de sorci on han sido real i z ados en numerosos

biopolimeros, por distintos autores, y los resultados en la

mayoría de los casos han sido analizados con la isoterma B.E.T.,

en la Tabla 5 se ve que para la mayoría de los biopolimeros la 

cantidad sorbida en la hidratacion primaria es entre 0.2 a 0.5 

mol agua∕100g.P.S. De los 20 aminoácidos mas comunes, 13 de ellos 

son polares (ARG, HIS, LYS, ASP, GLY, CYS, MET, SER, THR, TYR, 

TRP) y capaces por ende de fijar agua.

Entre otros autores, Pauling (31) propuso que una molécula

de agua puede ser fijada por cada residuo polar. La cantidad 

computada de agua fija a sitios primarios de adsorción es del 

mismo orden de magnitud que los experimentales, pero las cifras 

son alrededor de un 70% mayores que los valores 

reales ((32),(33)).
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TABLA 5 ( Ref. 20 )
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TABLA* 5 . ( Ref. 2D )
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Aun consic≡rando que el numero de sitios primarios esta 

subvaluado en la teoría de B.E.T., el hecho que el ajuste con la 

teoría de Guggerheim sea mejor, no justifica la suposición.

Las uniones peptidicas también han sido consideradas como 

posibles sitios de hidratacion primaria; pero también arrojan un

pobre acuerdo con los resultados experimentales: la benzoyl ación

de los grupos amino de las cadenas laterales de la caseína

reducen la tona de agua (34) Watt y Leeder (35,36,37) han

realizado estudios de sorcion por keratina, bloqueando

sistemáticamente grupos funcionales de las cadenas laterales. De 

sus estudios se deduce que el agua asociada con las uniones 

peptidicas tiene una baja energía de union; y que las isotermas 

individuales d≡ los grupos amino, carboxilo e hidroxilo pueden 

ser descriptas por una isoterma tipo.Langιτ∣uir hasta un 257. de 

H.R.

Junto con el resto de evidencias experimentales concluyen 

que en la keratina (como todas las otras proteínas), la sorcion 

en los grupos polares es el principal mecanismo para la toma de 

agua. La discrepancia entre la hidratacion primaria computada con 

esta hipótesis y los resultados experimentales puede ser 

explicada por la existencia de un numero de cadenas laterales 

polares, confinadas en· la estructura proteica y que son 

inaccesibles al agua; pero también otras posibilidades son
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igualmente probables, como por ejemplo: puentes de agua entre 

sitios cargados, de tal manera que una molécula sola bloquee dos 

sitios o moléculas de agua que son compartidas por -dos 

macromoleculas adyacentes.

Analizando la situación brevemente delineada anteriormente, 

se puede concluir (2> que asignar a determinados grupos el 

carácter de SITIOS PRIMARIOS solo a partir de los datos de 

sorcion es solo una suposición hipotética- Debemos tener presente 

que las moléculas de agua, cuando están en el estado liquido, 

están unidas entre si por puentes de hidrogeno. Para compensar la 

menor entropía en el estado ligado, al menos dos “buenos1’ puentes 

de hidrogeno deben formarse de manera de tener un potencial 

termodinamico favorable que justifique la union preferencial y 

devenir una molécula perteneciente a la hidratacion primaria. De 

esta manera los sitios primarios de union no son determinados 

solo por la mera existencia de un sitio de union hidrogeno, sino 

por las posibilidades que un grupo de ellos tenga una geometría 

favorable que permita a una molécula de agua formar varios 

puentes de hidrogeno.
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DEPENDENCIA CON LA TEMPERATURA

Loe cambios en la temperatura produce cambios en los 

procesos de sorci on (ver DEPENDENCIA DE LA ISOTERMA CON LA

TEMPERATURA) En los materiales biológicos, la forma sigmoidea de

la isoterma es mantenida y, en general, la cantidad de agua

sorbida DECRECE con la temperatura (por ejemplo los estudios de

Watt (38) de las isotermas de agua en lana merino a 20,35,65 y

100 C).

Resultados de Urquhart de sorcion de .agua en algodón a 

temperaturas entre 10 y 110 C muestran que arriba de 50C aumentos 

en temperatura aumenta la sorcion. Esto indica un cambio en el 

adsorbente que producto de la temperatura se comporta (desde el 

punto de vista de la sorcion) como un material diferente.
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ΗISTERESIS

Para la mayoría de las isotermas de vapor de agua en 

sustancias biológicas se observa el fenómeno de Histeresis. Esto 

significa que la cantidad de equilibrio de agua sorbida a una 

dada humedad relativa depende de la historia de sorcion de la 

muestra.

La Fig. 15 a) muestra una isoterma hipotética con 

histeresis. El ciclo de sorcion siempre es menor que el de 

desorción, y la diferencia entre ambos caminos varia según la 

sustancia. Cuando se realiza un ciclo parcial de deshidratacion— 

hidratacion se forma un pequeño lazo, de tal manera que la 

isoterma total representa la evolvente de todas las posibles 

curvas parciales, como se muestra en la Fig. 15 b). Estas curvas 

son llamadas ’'curvas de barrido” (scanning curves). Algunos puntos 

comunes de las lineas superior e inferior han sido encontrados a 

bajas y altas humedades, -pero solo son muy pocos puntos. La no 

coincidencia de las curvas podría deberse a un efecto cinético, 

mostrando que las curvas no han llegado a su valor de 

equilibrio. Este no es el caso para las sustancias de interes, 

como ha sido demostrado, por diferentes autores para keratiná de
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FIGURA 15 a ) : ISOTERMA COMPLETA EXHIBIENDO HISTERESIS.



PARCIALES DE SDRCION -DESORCION.

FIGURA 15 b) : LA ISOTERMA COMPLETA CORRESPONDE A LA EVOLVENTE DE LOS CICLOS



lana (40,41,42). Después de varios meses de equi 1ibracion las 

curvas de sorcion—desorcion no convergen, dando el lazo de 

histeresis como un verdadero fenómeno de equilibrio. El estado 

del sistema no puede ser fijado tan solo externamente, al menos 

una variable interna debe ser definida.

Como una posible explicación de la histeresis, uno puede 

suponer que algunos grupos hidrofi 1 icos pueden interactuar entre 

ellos, en ausencia de agua, llenando los sitios. Como resultado 

la isoterma de sorcion se produce en un material que tiene menos 

numero de sitios primarios. A humedades mayores la flexibilidad 

de la macromolecula permite al agua acceder a tales sitios, 

aumentando de hecho el numero de sitios primarios. Nuevamente 

trabajos de bloqueo de cadenas laterales han sido usados para 

investigar este efecto (34), La histeresis permanece aun después 

de la eliminación de las cadenas laterales como sitios primarios 

de sorcion, sugiriendo que la cadena principal de la proteina es 

la responsable de la misma.

Ninguna de las teorías de sorcion anteriormente presentadas 

dan cuenta ce la existencia de la histeresis, y solamente un 

tratamiento independiente de los ciclos de sorcion y desorción 

han sido realizados hasta el. momento. Esta aproximación no es del 

todo mala considerando que uno esta' procedí endo con materiales
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distintos en uno y otro caso, si suponemos que la única causa de 

la histeresis es el cambio en el numero de sitios primarios. Sin 

embargo el cambio en el numero de sitios no se produce 

súbitamente a altas y bajas humedades. Esto significa un cambio 

continuo en el numero de sitios de sorcion, que ninguna teoría 

tiene en cuenta.

El fenómeno de histeresis tiene una aplicación mucho mas 

amplia que solo el proceso de sorcion, como por ejemplo en el 

campo del magnetismo y transiciones en solidos. Un tratamiento 

general es posible. En el Apéndice IV) sintetizamos someramente 

las diferencias entre HISTERESIS y SUPERSATURACION, de acuerdo a 

la aproximación de Everett y col aboradores (43,44,45).

Nd es dificultoso considerar un sistema macromolecular como 

compuesto por un gran numero de componentes sorbentes que 

difieren ligeramente en sus caracteres, teniendo un 

comportamiento metaestable. La histeresis (de acuerdo a la 

definición dada en el Apéndice IV)) seria una consecuencia natural 

del comportamiento total.

La extrema deshidratacion produce desnatural izacion

irreversible, en algunas sustancias puede o no afectar la isoterma 

de adsorción: en el caso del DNA, por ejemplo, es conocida su 

critica dependencia con la hidratacion, pero no se refleja
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hemosninguna anormalidad en su isoterma. En el caso nuestro, 

encontrado que la adsorción de agua por mioglobina es. elaramente 

modificada después de un completo secado de la muestra.

Es muy importante tener en cuenta que el agua actúa como 

pl asti ficante. A muy. bajo contenido de agua el efecto no es 

suficientemente intenso, de tal manera que el sistema adquiere un 

estado extrenadamente rígido (vitrificacion) lo que ⅜impide el 

reacomodamiento interno. Bajo este punto de vista el sistema, al 

descender su contenido de agua, requeriría tiempos, inalcanzables 

para lograr el equilibrio.
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LAS ISOTERMAS DE ADSORCION Y LOS CAMBIOS CONFORMACIONALES CON LA

HIDRATACION

Cuando iniciamos nuestros estudios de adsorción de vapor de 

agua en proteínas decidimos abordar el estudio de las isotermas 

de Mioglobina a 30 C, ya que hasta ese momento no ewistia en 

bibliografía un estudio de las mismas.

En el Apéndice IV hacemos una resena sobre la molécula de 

Mioglobina (hacemos mención a estudios por medio de técnicas 

estructural es: RX y difracción de neutrones).

Nosotros trabajamos en Mioglobina de Cachalote Sigma a. 

30C, mediante el método de la balanza de cuarzo y los parametros 

se ajustaron de acuerdo a la isoterma de Guggenheim* Nuestros 

resultados (46,47,48,49,50) están reseñados en la Fig.16 y en la 

Tabla 6 (el único punto que conocía de la isoterma de mioglobina, 

era el de 922 HR a 25 C dado por Bull (51)).
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FIGURA 1G . O = DESORCION NATIVA

• ∙ ∙∙ Δ β ADSORCION DESPUES DE SECADO

X ≡ DESORCION DESPUES DE SECADO Y REHIDRATACIDN



TABLA 6. PARAMETROS DE LAS ISOTERMAS DE MIOGLOBINA A 30 D C
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De acuerdo a nuestros resultados observamos:

1) La proteina completamente deshidratada se comporta como 

un material distinto desde el punto de vista de la isoterma de 

adsorción.

2) El material deshidratado posee un comportamiento 

"normal", presentando ciclo de histeresis.

3) El numero de sitios primarios aumenta con el secado (lo 

que daría cuenta de cambios con-Formaci onal es). Tenemos 0.42 

sitios por aminoácido para la.proteina nativa frente a 1,066 para 

la que ha sido previamente secada. Registramos un comportamiento 

distinto a otros biopoli meros frente al proceso de secado, que en 

el caso de la mioglobina nos esta indicando modificaciones 

estructurales. Cuando una estructura proteica -Flexible es secada, 

se espera que la misma se vuelva mas hidro-Fobica, es decir que 

sus grupos polares —en el caso de una proteina globular— se 

localicen hacia el interiqr, y que de tal manera disminuyan los 

sities donde el agua puede ser -Fijada. Nuestros resultados de 

adsorción de vapor de agua en Lisozima (proteina globular) por el 

metoco gravimetrico a 25 C 1 o confirma: siendo el numero de 

sities primarios por aminoácidos para la adsorción sin secado 

previo de 0,5303 y para la proteina secada en Pentoxido de
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Fosforo y vacio ü,4221.
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De Ide 153 aminoácidos que componen a la Mioglobina,61,33 

son polares; es una estructura plegada en ocho segmentos (de los 

cuales solo los extremos no tienen estructura helicoidal y 

corresponden a restos de Prolina). En el interior se aloja el 

grupo hemo.

En el caso de la proteina nativa vemos que de acuerdo a la

teoría de Pauling, coincidente con la de Sponsler, Bath & Ellis

(anteriormente mencionada ), vemos que existe una buena 

correlación entre el numero de restos por aminoácidos que es de

0.422 y el numero de sitios primarios (calculado a partir de la

isoterma de Guggenheim), S=0.420.

De acuerdo a Lehninger (53) en su descripción de las 

propiedades de 1 aS ¿-helices, su arreglo espacial permite que 

TODA union peptidica puede participar en uniones tipo puente 

hidrogeno intercadena. La mioglobina tiene 152 uniones 

peptidicas: es decir existen 152 sitios potenciales adicionales

para la fijación de agua.

Una' explicación tentativa seria suponer para la proteina 

previ-o secado, que estos sitios son mas fuertes que los polares, 

de modo que los contabilizamos en las "mui ti capas" , registrando



en la "tnonocapa" solo los correspondí entes a las uniones 

peptidica≡, siendo su cociente 153/152 «= 1 (siendo para desorción 

previo secado 1.065 y para adsorción 1.112). Comparando las 

isotermas de adsorcion-desorcion previo secado vemos que N es del 

mismo orden, o sea que es un problema energético (distintos ,,c,') 

y no un problema de sitios.

En vista de la diferencia que ofrecía el secado o no de la

Mioglobina en atmosferas de Pentoxido de Fosforo y vacio, nos

planteamos estudiar en detalle el proceso de secado, 

determinar hasta que orden de humedad relativa el 

para poder

proceso de

adsorción es reversible.

Trabajando siempre con los cristales de cuarzo y a 30 C, 

partimos de las humedades relativas mas altas; hicimos pasar los 

cristales por atmosferas de humedades relativas menores, volvimos 

a hidratar. Es decir que fuimos realizando lazos, que deberían 

(salvo que se produjese desnaturalización de la proteina) 

retornarnos a los valores inic,iales. Encontramos reversibi 1 idad 

hasta aproximadamente 21.6% HR, que corresponde a valores de 

n < O.lg agua/g P.S..

Recien en 1982, con la aparición del trabajo de M.Luscher— 

Mattli(53)^ quien hace un meticuloso estudio de barrido de 

sorei on—desorci on para otra proteina globular* β( —quimotripsina; 
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aparece en la bibliografía especializada un tratamiento similar 

al nuestro.

Sus resultados coinciden totalmente con los que nosotros 

hallamos para la Mioglobina.

La autora realizo los ciclos de sorcion—desorcion a 298 

K, encontrando reversibi 1 idad salvo la zona n= 0.06-0.1 g 

agua/P. S.

Este contenido critico de agua corresponde a una fracción 

muy fuerte de agua ligada, aproximadamente un 202 de la lera 

esfera de hidratacion. Concluyendo, que en el caso de la d — 
quimotripsina las isotermas de desorción partiendo de soluciones 

(q suspensiones) acuosas o desde rangos altos de HR (p/p >0.8) re 

0 

presentan verdaderamente condiciones de equilibrio en el 

contenido de agua, para n n’ (donde n’ =0.1 g agua/g P.S.)

p p

siendo posible interpretar este experimento termodinamicamente.

La otra conclusion a la que llega la autora es que el efecto 

de histeresis es consecuencia de la remoción completa de agua. 

Puesto que la deshidratacion hasta un valor critico de contenido 

de agua correspondiendo a una fracción de agua fuertemente ligada
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(η* ) no induce e∙fecto de histere≡is.

P

De modo que a la luz de este otro experimento, podemos decir 

que la reversibi 1 i dad del camino adsorcion/desorcion para valores 

de n>0.lg.ag.∕g.P.S. (en el caso nativo), nos habla de ausencia 

de cambios estructural es. De modo que en el caso de la mioglobina 

con el secado se produce desnaturalización (transición vitrea).

COMPARACION DE RESULTADOS CON LOS OBTENIDOS POR DISTINTAS

TECNICAS DE DIFRACCION (RAYOS ,,X∙, Y DIFRACCION DE NEUTRONES)

La cr i stalogra∙F i a de neutrones (54) es una técnica ideal

para el estudio del agua en estructuras proteicas,

parti culármente cuando el agua es reemplazada por D 0. El -Factor

de scattering para el hidrogeno, aunque negativo, es

eu-í i c i entemente grande como para realizar una clara descripción

de los atomos de hidrogeno en los mapas de Fourier de alta

resolución, aunque para reducir Ja incoherencia.'de scattering,

los hidrógenos comunmente son reemplazados por deuterios..
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El cambio isotópico no solo suministra una gran reducción de 

información previa, sino que distingue entre hidrógenos 

intercambiables y aquellos que no lo son.

El factor de scattering del deuterio es cerca de dos veces 

mayor que el del hidrogeno, aumenta la visibilidad de la molécula 

de agua en los mapas de Fourier. De tal manera en un mapa de 

neutrones una molécula aparece alrededor de tres veces mas fuerte 

que en el equivalente mapa de densidades electrónicas. Ademas la 

ausencia de cualquier tipo de daño por radiación elimina errores, 

ya que es posible utilizar un mismo cristal para una serie de 

estudios.

El análisis de la estructura del agua puede ser mejorada por 

la mezcla de H O y D O, produciendo un cambio controlado en la 

2 2

densidad de scattering. La altura de los picos resultantes de las 

moléculas de agua puede ser cambiada de forma controlada; y puede 

ser usada para distinguir los picos de agua del de otras 

moléculas. Ademas las formas características de los picos de H O

2

y D 0 permite encontrar su orientación y la de los puentes de

2

hidrogeno.
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Schoenborn (55) realizo análisis por .difracción de neutrones 

en metemioglobina, basándose en la estructura de Rayos X de 

Watson & Kendrew; encontrando 106 picos de agua.

En 1977, Takano (57, 58) con una resolución mas fina de la 

estructura de Rayos X de metamioglobina encontró 72 moléculas de 

agua y Shoenborn (56) en 1980 realizo un análisis refinado de 

difracción de neutrones en CO—Mb (Carbon Monoxide Myoglobin), 

encontrando 40 moléculas de agua.

Nuestros resultados de 78 moléculas de agua por molécula de 

Mioglobina nativa, tiene un excelente acuerdo con los resultados 

enunci ados.
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LAS ISOTERMAS COMO TECNICA COMPLEMENTARIA DE RESONANCIA MAGNETICA

NUCLEAR Y RELAJACION DIELECTRICA

De acuerdo a Grigera <19, 59), la información obtenida por 

relajación dieléctrica y r.m.n. es consistente con un modelo de 

hidratacion de 2 o 3 (60) estados, cada uno de ellos con tiempos 

df∙, relajación bien definidos.

En este modelo la fracción de ocupación f=<S∕N)<1-ρ∕p*> y en 

el caso que S=N, f=l-p∕ρ* es imprescindible para el calculo de
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los tiempos de relajación spin—spin, y como vim□s1 la obtenemos 

de las isotermas.

De acuerdo a este modelo, ,el ancho de linea observada 

experimental mente está dada por



b

con T « tiempo relajaciot⅛ spin-spin de agua fija> a un sitio

2

especifico

in

T = tiempo relajación spin—spin del agua mas libre (asociada a

j"k^í-

multi capas).

f fracción total de agua fija en sitios de orientación y

tiempos de relajación diferentes del agua libre.

m

T se obtiene de mediciones de Ref 1ectometri a en Dominio del

2

tiempo (TDR) y f de las isotermas de sorcion.

En el caso de la mioglobina a 912 HR obtuvimos f≡=0.26 (47),

b -3

y encontramos para el estado ligado T ≡ 6.9 x 10 sg

2 m

(suponiendo que la fracción "m” rotaba isotropicamente, S ≡ O y
21
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b

S=0.038; siendo S los parametros de Saupe, y considerando T=600 

.22 i j 2

ιr∣5, generalizando los resultados de relajación dieléctrica para 

otras proteínas.

La anisotropia del agua ligada, ,,b" , seria la responsable 

del desdoblamiento de linea de r.m.n.

La identificación del agua fija a sitios primarios (que 

causan estabilización) con el agua detectada por difracción, 

permite considerarla no solo como el agua que liga aminoácidos 

per¿enecientes a la misma proteina sino también como la que 

produce ligaduras intermoleculares en los cristales de proteina, 

(similitud del espectro de r.m.n. con fibras orientadas de 

colágeno con un cristal de mioglobina, Grigera (19)).
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COMPARACION CON LOS RESULTADOS DE RESONANCIA PARAMAGNETICA

(EPR o ESR)

ESR (Electron Spin Resonance) o EPR (Electron Paramagnetic 

F'35θnance) da cuenta del comportamiento de los electrones en un 

campo magnético. Este ’comportamiento proviene del momento 

magnético y del momento angular del electrort (61).

Estudios realizados en met ami c«gl obi na equina liofilizada, 

mediante EPR, a diferentes niveles de hidratacion, por Neto y 

col aboradores (62), muestran que para Metamioglobina g=6, FORMA 

NATIVA, (correspondiente a la componente perpendicular de spin 

5/2 del ion Fe(111) en simetría axial), la variación del ancho de 

linea en función de la hidratacion evidencia una variación 

monotona hasta un valor de hidratacion de 0.20 g agua/g Mb. 

Encima de este valor casi es una constante, hasta tomar el valor 

de la solución.

La explicación encontrada por los autores, es que tal 
w

variación se debe a alteraciones de simetría alrededor del ion

Fe(111) provocadas por cambios conformadonal es inducidos por la 

81



variación en el contenido de agua, hasta que en hidrataciones 

superiores a 0.20 g agua/g Mb, se encuentra una situación muy 

parecida a la de la muestra en solución <o sea con simetría axial 

bien definida). Los autores encontraron comportamiento similar 

para mioglobina de ballena.

Estos resultados confirman lo hallado por nosotros mediante 

el estudio de las isotermas.

A modo de sintesis de lo anteri ormente expuesto, podemos 

concluir que el agua juega un rol preponderante * en la 

estabilización de la mioglobina; existiendo un valor critico de 

hidratacion que sobrepasado produce cambios conformacional es.

Por otra parte, también es importante resaltar el hecho que 

una técnica tan simple y económica permite obtener resultados de 

tal precision que son compatibles con los obtenidos por técnicas 

mucho mas sofisticadas y que no e≡tan al alcance de nuestro 

laboratorio; lo que nos permite aseverar sobre la validez de 

nuestras conclusiones.
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PARTE II. MACROMOLECULAS EN SOLUCION (O SUSPENSION). ADSORCION

DE AGUA LIQUIDA. EFECTO DEL COSOLUTO

INTERACCION PROTEINA - SOLVENTE

Los estudios realizados en vinculación con los cambias

conf ormaci chal es produci dos en proteínas por agentes

desnatural izantes y la relación entre la interacción de las

proteínas con la componentes del solvente en mezclas de agua con

sustanci as organi cas, i ndi can que ambos fenómenos están

intimamente relacionados (ver Introducción)

Una comparación cuantitativa directa entre el grado de 

transición con÷ormacional y las interacciones totales entre la 

proteina y los componentes del solvente es sin embargo muy 

complicada debido a la dependencia del estado de referencia ,con 

la composición del solvente.
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Esto se debe al hecho que las técnicas termodinámicas usadas 

para medir las interacciones en sistemas de tres componentes 

sirven solo para detectar interacciones 

pre-f erenci al es: ejemplo: mediciones del cambio del potencial 

químico de las componentes agregadas al solvente, debido a la 

interacción de las mismas con la proteina, relativo a sus 

potenciales químicos en el seno de la mezcla con el solvente en 

ausencia de proteina (70).

Para entender las relaciones entre las i nteracci ones

proteina-solvente y cambios conformacional es de la proteina en

solución es necesario conocer completamente la i nteracci on

total entre la proteina y cada componente del solvente. De modo 

que el problema teórico' es el de encontrar una ecuación que 

relacione las interacciones preference al es y totales de las 

componentes del solvente con las proteínas.
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DISTINTOS TRATAMIENTOS TEORICOS PARA DETERMINAR LA SOLVATACION

PREIFERENCIAL Y TOTAL

A ) TRATAMIENTO TERMODINAMICA DEL SISTEMA AGUA-PROTEINA-COSOLUTO

Timasheff (70) utiliza la notación de Scatchard (71) y 

Stockmayer (72) = designa al agua (principal solvente) como la 

componente "1”, la macromolecula (soluto) como componente "2" y 

el solvente orgánico agregado como componente ,,3n.

Todas las concentraciones las expresa en unidades de gramos 

de componente "i” por gramo de agua.

Timasheff considera que las mediciones termodinámicas de las 

interacciones dadas por ≡= dispersión de luz, volúmenes 

específicos parciales, equilibrio isopiestico u otras técnicas, 

arrojan como resultado -Final el cambio en el coeficiente de 

actividad de la componente “3" debido al agregado de la 

componente *,2',, sin especificar los mecanismos de "i nter acción a
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nivel molecular. Las interacciones observadas representan una

sumatoria sobre el espectro entero de grados de atracción y

repul si on entre las moléculas del solvente y regiones de la

proteina

totalmente

De este modo puede haber moléculas del solvente 

inmovilizadas en regiones discretas de la proteina,

cori sus grados de movilidad rotacional y traslacional muy 

restringidos; otras moléculas pueden estar parcialmente 

restringidas por interacciones débiles que afecten su libertad de 

movimiento solo momentáneamente. Por ultimo otras moléculas 

pueden estar totalmente excluidas del dominio de la proteina.

Puesto que los experimentos aportan solo un valor promedio 

de las interacciones para todas las moléculas de un dado 

componente del solvente, Timasheff adopta un modelo de trabajo en 

el cual las moléculas pueden ser consideradas como pertenecientes 

a una de las dos clases » a) ligadas (considerando su acepción 

mas .general indica solo la existencia de una atracción neta 

entre las moléculas del solvente y de la proteina). b) libres.
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FORMALISMO TEORICO

Se introduce un gramo de la componente ”1" y g3 gramos de la 

componente "3" dentro de un saco formado por membranas 

impermeables a la macromolecula. Se sumerge el saco dentro de un 

volumen “infinito" de una mezcla de solvente de composición 

constante. Se introduce dentro de la membrana una cantidad 

infinitesimal dg’2 de la componente "2".

Si Al es el numero de gramos de la componente "1" que se

ligan por gramo de proteina y A3 es el numero de gramos de la

componente "3“ que son ligados por gramo de proteina, entonces

Al dg’2 + A3 dg’2 expresa el decrecímiento de las componentes del

solvente en el estado libre dentro del saco.

La concentración de la componente libre “3 “ cambia de
*

g3 a

g’3, donde

( 1 )

En el equilibrio químico entre el solvente dentro y f uer a
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del saco a la temperatura T y la presión p, los potenciales 

químicos de la componente ,,3,* dentro (inside) ytι3,i y -fuera 

(outside) ^j3,o debe ser igual.

De modo que

Si se supone que la diferencia entre los coeficientes ds 

actividad de la componente "3” dentro y fuera del saco se debe a 

las interacciones con la proteina dentro del mismo

Donde f3,i es la fracción de la componente ,,3π dentro del 

saco que no esta ligada a la proteina. De modo que

en el equilibrio Ja concentración de la componente *,3" no ligada 

dentro del saco debe ser igual a la concentración de dicha 

componente +uera del saco. Para mantener esta igualdad
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gramos de la componente "3u por gramo de agua libre debe difundir 

dentro del saco a través de la membrana.

Utilizando (1), se obtiene:

La concentrad on de la componente "2” dentro del saco, en el 

equilibrio es:

( 4 )

De modo que el parametro interacción preferencial es l

( 5 >

En el caso que el grado absoluto de hidratacion de la 

proteina (Al) -Fuese conocido; la ec. (5) hace posible el calculo
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de la cantidad total de solvente orgánico ligada a la proteina; 

A3.

( 6 )

Como lo hemos· desarrollado en la Introducción, el "grado de 

hidratacion" de una proteina es un concepto biunivocamente 

vinculado a la técnica experimental que se utilice para su 

determinación. Ti mashe-F f (70) utiliza para sus cálculos, como 

valor de-Al, los resultados dados por Bull & Breese de vapor de 

agua ligada en equilibrio isopiestico (51), por considerar que 

los mismoE están cerca del valor medio arrojado por técnicas 

diferentes.
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B ) ADSORCION SOLIDO - LIQUIDO

Ya vimos en I a Parte I que en el caso de la adsorción solido 

— gas, la isoterma de adsorción de un gas simple por un solido, 

representa la cantidad (peso, volumen, en las condiciones 

standard seleccionadas ) de gas adsorbidas por unidad de peso del 

sol ido.

La medida experimental de adsorción de una solución es el 

CAMBIO EN CONCENTRACION de la solución. Según Kipling (73), 

cuando un peso ,,m', de un solido es puesto en contacto con "no" 

moles de un liquido, la fracción molar de este decrecerá en un £x 

respecto a la componente ,, 1". Este cambio de concentración se 

produce porque "nl.,s" moles de la componente ,,1', y "n2,s" moles 

de la componente ,*2', han sido transferidos a la superficie del 

solido, por unidad de peso del mismo. En el equilibrio quedan en 

la fase Liquida "ni1* y ,,n2" moles de las componentes "i* y M 2 

dando una fracción molar "x', respecto a la componente “1" (siendo 

la fracción molar inicial ">:o" ).

Es decir que:
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I

( 7 )

( 8 )

( 9 )

( 10 )

y por la≡ ecs. ( 9 ) y (10 ) s

o

Como Λx ≈ χo ~ x í y utilizando las ecs. ( 7 ) y < 8 )

obtenemos:

( 11 >

( 12 )



Donde ,,xl" y ">¡2" se refieren a las fracciones molares de 

las componentes *,1,' y ,,2,' en la -fase liquida.

De Rodo que -fundamentalmente es encontrar un método 

experimental que permita determinar "nl,s', y "r∣2,≡".

Expresando la isoterma compuesta " , ec. ( 12 ) , en función 

de las fracciones en peso,tenemos:

( 13 )

con wo = peso inicial del liquido puesto en contacto con un peso 

m del adsorbente.

c ≡ tracción en peso de equilibrio de la solución.

wi ,s ≡ peso de la componente i adsorbida por unidad de 

peso del absorbente.
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VINCULACION ENTRE LA ADSORCION DE AGUA EN FASE LIQUIDA Y

GASEOSA

Bull (20) en su trabajo sobre adsorción de agua en proteínas 

plantea polémicamente si existe o no vinculación entre lo 

adsorbido por una proteina solida en un medio saturado en vapor 

de agua y la cantidad de agua "ligada" por una proteina en 

solución; planteando que dicha cuestión es de -fundamental 

importancia para el calculo de la viscosidad de las soluciones 

proteicas, y para la difusión de moléculas de proteina. Segur» el 

autor no existiría ninguna relación entre estos dos tipos de agua 

ligada; a la primera la considera como agua de "cristalización" y 

dependería fundamentalmente del arreglo de la estructura proteica 

en un estado no di suelto; la segunda dependería fundamentalmente 

de la extension de la superficie total hidrofilica expuesta al 

agua.

En esta sección nos proponemos buscar un modelo que vincule 
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la adsorción de agua en fase liquida y gaseosa.

Usando el método isopiestico, Bull & Breese encuentran que a 

partir de 80⅝ HR las curvas de adsorción - desorción coinciden, 

en tanto que debajo de la misma se presenta un ciclo de 

histeresis (51).

Ellos trabajaron con albúmina de huevo a 25 C, a partir de 

la presión de hinchamiento como función del volumen de la 

proteina hidratada, calcularon el coeficiente de compresibilidad 

de la proteina hidratada como función del contenido de agua.

Observaron que en las proximidades de 0.7 g.agua/g.p.s. la 

solución cambia (en la medida que se le quita agua y la 

viscosidad aumenta), tomando un aspecto vitreo que se vuelve cada 

vez mas duro y quebradizo, a medida que la misma se seca.

Una transición ocurre alrededor de 0.3 g.ag./g.p.s., 

correspondíendo dicho valor a una HR de 92 %. Cuando el contenido 

de agua es reducido por debajo de 0.2 g.ag./g.p.s. 

(correspondiendo para la albúmina a una HR de 90%), la estructura 

vitrea comienza a quebrarse y a desmenuzarse0 es en este punto 

que según los autores aparece el ciclo de histeresis de adsorción 

indicando la presencia de capí laridad microscópica en la proteina
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Los autores concluyen que el agua ligada por la proteina por 

encima de 92 2 HR es fácilmente eliminable, que se ubica entre 

las moléculas de proteina y que tiene el mismo calor especifico y 

densidad que el agua liquida; en cambio el agua ligada por debajo 

de 92 ⅝ HR esta mas fuertemente unida a los grupos polares de la 

proteina que están dispuestos (en las proteínas solidas) en 

planos de tal manera que el agua se adsorba en estos grupos 

hi dro∙f i 1 i eos.

Los trabajos de Bull (20,51,74 - 78) y de Chattoraj & Mitra 

(79 - 82) sobre hidratacion de proteínas,, en ausencia y presencia 

de solutos, están basados en el método isopiesticc. Pero de una 

lectura cuidadosa no se puede inferir con certeza si están 

trabajando con proteínas en solución, determinando el agua de 

hicá ¿¿ación o si determinan la adsorción de vapor de agua por 

proteínas solidas.

De modo que nuestra idea fue la de determinar el agua ligada 

por una proteina en solución por técnicas diferentes, que nos 

permitiesen verificar sí es o no posible utilizar el modelo de 

Guggenheim también a la fase liquida.

Después de una intensa búsqueda bibli gráfica encontramos 

varios trabajos de Myers & Sircar (83 - 88) quienes plantean en 

los áiismos la posibilidad de obtener la isoterma de adsorción de 
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vapor saturado de cada uno de las componentes en el mismo solido.

De acuerdo a Myers la isoterma de una mezcla binaria puede

calcularse a partir del conocimiento de las isotermas de vapor

saturado de cada una de las componentes:

Siendo esta la ec. ( 14 ) , con

fracción molar de la componente en la fase

adsorbida

n' βt numero total de moles de adsorbato en fase adsorbida.

energía libre de inmersión.

De modo que se puede calcular ni ,e de los datos

x Ί

l·

1

1 a

experimentales para mezclas de vapor no saturados»

97



< 15 )

De acuerdo a lo planteado por Myers, la isoterma de 

adsorción liquido — solido depende de la bondad del modelo 

elegido para la fase gaseosa. Los autores analizan el modelo de 

Langmuir para monocapa y el de B.E.T. para multicapas, planteando 

la necesidad de buscar un modelo de isoterma mas realístico, γa 

que la isoterma de B-E.T. diverge a la presión de saturación.

CALCULO DE LA ISOTERMA COMPUESTA DE ACUERDO AL MODELO DE 

GUGGENHEIM

Consideremos un adsorbente no - volátil y una mezcla 

binaria, y utilicemos las siguientes hipótesis:

1 } Las fases adsorbidas y la liquida obedecen la ley de

Raoult.
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2 ) Los valores de la presión de los sorbatos puros (pi ,o)

son medidos a igual "presión de esparcimiento"
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3 ) La cantidad adsorbida (n?) para una solución ideal es

1OO

Encontramos que:

Con estas suposiciones y utilizando para las isotermas el 

modelo de Guggenheim:

5 ) que

4 ) Que la cantidad .adsorbida en monocapa es la misma para

los dos adsorbatos.

(16)



Myers obtiene, utilizando el modelo B.E.T. que

y vemos que si en la expresión anterior hacemos
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For otro lado:



y comprobamos que
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Qvit. es la incerteza que obtiene Myers al utilizar el modelo de

B.E.T.

De modo que:

sera de acuerdo al modelo de Guggenheim

ec. 17)



CALCULO DE LA ISOTERMA INDIVIDUAL

Si de alguna manera podemos medir experimentalmente la isoterma 

de adsorción de una componente liquida en un adsorbente solido 

(digamos la componente "1” ), y trabajamos en el sistema 

Macrocanonico, suponiendo:

1 que el adsorbente tiene N sitios independientes,

localizados e indistinguibles.

2 ) que "qi"’ es la función de partición de una única 

molécula en el sitio "i".

3 ) que q2=q3=q4=....=q=qL, donde qL es la función de 

partición del estado liquido.

4 ). ql=cq para la monocapa.

5 ) ^q=Ww∕s ∕ p** ^=actividad del agua y Ww/s es la

fracción en peso de agua libre en la solución una vez 

restablecido el equilibrio.



Tendremos que la isoterma individual sera:

a la cual denominaremos ecuación (18).

Lo cual nos permite ajustar los datos experimentales con un

modelo teórico, coincidents al de Guggenheim, ya que como

Por otro lado xl=ps yl∕pl,s, por lo tanto (1/pl**) tiene 

dimensiones de un coeficiente de actividad.

De acuerdo a esto:

( 19 )

( 20 )

De modo que ahora estamos en condiciones de calcular la 

isoterma compuesta(ec.(13Γ), bajo la suposición que la componente 

,,2" no se adsorba
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( 21 )

DETERMINACION EXPERIMENTAL DE LA ISOTERMA INDIVIDUAL DE AGUA

LIGADA POR SUSPENSIONES DE COLAGENO EN SOLUCIONES AGUA-DIOXANO A

30C

MATERIALES

—Se utilizo polvo de piel bovina depilada y desengrasada 

suministrada por el CENTRO DE INVESTIGACIONES DE TECNOLOGIA DEL 

CUERO.

-Como cosoluto se utilizo Dioxane Dorwil Ind. Arg. Pro Análisis, c

P.M. 8S.103g.

—Las muestras se termostatizaron en una estufa Ionomex Ind-Arg. a 

30C.
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METODO

Utilizamos la técnica propuesta por Cartensen y 

col aboradores en sus trabajos sobre Sephadex y Hemoglobina 

(87),(88) , con algunas modificaciones. Utilizando la acepción 

para agua ligada como aquella que no se mezcla con el dioxano:

—Se pusieron cantidades conocidas de colágeno bovino en polvo 

(previamente se determino para la misma muestra el ρ.s., secando
i 

en estufa y vacio), en pequeños sobres hechos con sacos de 

di al i sis.

—Se colocaron a dichos sobres en pesa-filtros conteniendo 

soluciones de distintas concentraciones de agua-dioxano.

—Se dejo equilibrar 48 hs en estufa a 30 C.

—Una vez que se logro el equilibrio se retiraron los sacos de 

diálisis de las soluciones, posteriormente se los peso 

nuevamente, y se determino el contenido de agua total por la 

técnica de Karl Fisher (Ver Apéndice V).
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—Como conocí amos el peso total de la muestra (colágeno 

seco + agua + dioxano), el del colágeno y el agua total en la 

misma, pudimos determinar la fracción en peso de dioxano en la 

muestra.

Tomamos una alícuota de cada una de las soluciones que

estuvieron en equilibrio con los sobresitos y por aplicación del

método de Karl Fisher determinamos la relación (Ww∕Wd)sol

—Co ^∣o 1 a relación en fracciones en peso de agua—dioxano en

solución debe ser la misma a la de agua 1 ibre—dioxano en la

1 a

muestra:

—Conociendo la Ww total en la muestra y habiendo calculado Wf w se

puede determinar la fracción en peso de agua ligada

De esta manera obtenemos la cantidad de agua ligada en gramos por 

lOCg de colágeno seco.

Para corroborar nuestra hipótesis de que el dioxano no se fija al 

colágeno, .estudiaremos el efecto del dioxano sobre la estabilidad 

térmica de fibras de tendon de Aquiles bovino, ya que la 

temperatura de desnaturalización esta vinculada a la* temperatura 
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de contracción.

De acuerdo a la Tabla VII, los valores de Ts (Temper atur a de 

contracción en solución agua-dioxano) fueron del mismo orden que 

Ts,o (temperatura en agua pura). Estos resultados nos permiten 

suponer que en primera aproximación la adsorción de agua es 

preferencial frente ala de dioxano.

AJUSTE DE LOS DATOS EXPERIMENTALES

Los datos experimentales (Figura 17) fueron ajustados con el 

modelo de Guggenheim arrojando los siguientes valores:
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c N p¼¼ S

6,086 373,057 1 ,058 -1054,963 339,956 20,73



TABLA VII

TEMPERATURA DE CONTRACCION DE FIBRAS DE COLAGENO DE TENDON DE AQUILES 

BOVINO SUMERGIDAS EN SOLUCIONES DE AGUA - DIOXANO.

TEMPERATURA DE CONTRACCION EN AGUA PURA: T « 63,26 □ C.
6

CONCENTRACION ( molal ) TEMPERATURA DE CONTRACCION ( Q C )

0,25 63,93

0,50 62,62

1,00 6D,10

2,00 58,92

4,00 62,21



FIGURA 17 ISOTERMA DE ADSORCION DEL AGUA LIGADA POR SUSPENSIONES

DE COLAGENO EN SOLUCIONES DE AGUA - DIOXANO A 300 C



I

CONCLUSIONES

Los resultados de las isotermas de adsorción de vapor de 

agua en fibras de colágeno a 25 C y 35 C hechas por el método 

gravimetrico arroja los siguientes valores:

COLAGENO A 25 C:

COLAGENO A 35 C

c N p*/po

1 
1

1 
1

1 
1

1 
1

1 
1

i 
e 

i

1 
i. 

1

1 
1

1 
1

1 
1

S

21,10 1 ó , 65 1,37 -1648,80 189,92 0,76
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26,94 11,14 1 ,26 -1846,53 139,35 0,62

CNJ≡ (g. ag. ∕100g.p. s. ) E4yLιi J ≡ (cal/mol) i≈m,M



Comparando con los datos de la isoterma en la fase liquida 

vemos que:

I ) La adsorción en la monocapa es preference al en el caso 

de la adsorción en fase liquida. Resultado previsible ya que la 

macromolecula posee mas grados de libertad y ofrece mas sitios 

hidrofilicos capaces de fijar agua.

II ) El alto valor de N para la isoterma en fase liquida 

respecto a los valores en fase gaseosa, podrían confirmar las 

afirmaciones de Sienkiewicz (89) de que el contenido de agua en 

piel o cuero determinado por el método de Karl Fisher siempre da 

los valores superiores a los determinados pc⅝r otros métodos (el 

autor los compara con los resultados arrojados por mediciones de 

Resonancia Nuclear Magnética- RMN).

III ) Esta situación plantea la necesidad de utilizar otras 

técnicas (por ejemplo RMN) para poder determinar el error 

introducido por el método de karl Fisher.

IV ) Se puso a punto una técnica experimental que permite 

determinar la isoterma en fase liquida de una proteina (hasta el 

momento no figura en bibliografía ninguna mención al respecto).

Se encontró que el modelo de Guggenheim ofrece una buena 
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posibilidad de ajuste para los datos experimentales, ya que su 

planteo teórico para suspensiones resulta aceptable.

Es importante notar que los errores experimentales son 

altos, en particular a baja actividad de agua. Esto se debe en 

parte a la compleja operatoria experimental, pero probablemente 

mas aun a que la suposición de que el dioxano no interactúa con 

la proteina no es totalmente cierta a altos contenidos de 

di ox ano.
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SISTEMA COLAGENO-AGUA-SURFACTANTE = EL PORQUE DE SU ESTUDIO

De acuerdo a nuestro interes de que nuestro trabajo de 

investigación este vinculado a las necesidades de la industria 

nacional y latinoamericana abordamos el estudio básico de la 

proteina mas importante del ángulo de la tecnología del cuero- el 

colageno.

En estrecha relación con el C-I-T.E.C., (Centro de 

Investigaciones de Tecnología del Cuero (CIC-INTI)>, tratamos de 

dar una respuesta basica a las problemáticas que por su 

intermedio nos planteaban los curtidores.

Desde el punto de vista fi sicoquimi co el cuero es colágeno 

curtido; en el proceso de curtición son utilizados los 

surfactantes (tantos iónicos como no iónicos) para conseguir 

mayor apertura de la trama, entrando en juego los siguientes 

meeani smes:

a ) Descenso de la tension interfacial en sistemas acuosos.
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b ) Actividad liotropica sobre el colágeno : hinchamiento, 

sol ubi 1 i∑acion y descenso de la temperatura de contracción, 

apertura de la trama fibrosa para la preparación de la curtiente.

c ) Neutral izacion de cargas aumento de la interacción 

reactiva (piquelado), igualación (tintura).

d ) Acción en los grupos hidrofobicos especial efecto en 

sol ubi 1 izacion de grasas y secado.

Mas alia de las razones de uso del surfactante, la 

interacción colageno-surfactante es compleja, no esta claramente 

entendida y es de difícil control. Su acción depende del estado 

del colágeno (ej: nativo, parcialmente modificado o curtido), del 

tipo de surfactante y de las exactas condiciones en que este ha 

sido usado (e.i: temperatura, ph, concentrad on salina).

De acuerdo a nuestros trabajos sobre el tema 

(90,91,92), entendimos que debíamos profundizar el estudio del 

si sterna Agua-Colageno-Surfactante.

Nosotros habíamos trabajado con tendon de Aquiles bovino y 

con tiras de corium bovino; midiendo como parametro de 

estabilidad la Temperatura de contracción (91) (ver Apéndice VI). 

Previamente habíamos encontrado el rango de concentración 
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adecuado para las soluciones, siendo las utilizadas 0,0314 M y 

0,0628 M. Trabajamos a ph = 2, 7, 13 (que son los requeridos por 

la industri a).

De la Figura. 18 podemos concluir que los surfactantes 

iónicos (SDS, Hyamina) son mas activos en decrecer Te al ph al 

cual la proteina tiene la misma carga que el sur-factante.

En el caso de sur-factantes no-ionicos (Triton X — 100, 

ρolieti 1engli col), es un concepto generalizado que tienen un 

ligero o casi nulo efecto sobre la temperatura de contracción. 

Nuestros resultados coinciden con esto, salvo a ρh 1Z<, donde hay 

un brusco descenso de la temperatura de contracción. Un efecto 

similar obtuvimos para polieti 1engli col 200.

En la Figura 19 observamos que el punto de enturbamiento 

(ver Apéndice VII) para soluciones de Triton X—100 baja 

fuertemente a ph básico.

Estos resultados preliminares nuestros se contraponían a los 
f

citados en bibliografía; en rasgos generales, los autores 

plantean que en el caso de surfactantes iónicos es de esperar que 

el mayor efecto desnatural izante se produzca cuando los 

detergentes son fuertemente adsorbidos por la proteina (es decir 

cuando ambos ,tienen cargas distintas) (93-105); de modo que nos
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Η

FIGURA 1θ . T.E. DE COLAGENO TRATADO CON TENSOACTIVO A DIFERENTES

PH ( % DE T.E. TENSOACTIVO-BLANCO )



FIGURA 19. PUN7Ü DI t N7URIIAMIEN7O DΓ TRTIUN X-I∏∏ ( T vb ph )



FIGURA 19. PUNTO DE ENTUROAM1ENTO DE TRITON X-1OO (T vb. ph)

0.0314M 0.062ΘΜ

ph PE a T□C

1.80 85

7.10 67.6

8.42 69.6

11.52 61

Ph PE a TPC

1.82 65.5

6.84 68.8

8.97 71.9

11.35 62.5



planteamos el estudio mas exhaustivo del sistema para dilucidar 

los mecanismos que entran en juego.

DETERMINACION EXPERIMENTAL DE LA HIDRATACION PREFERENCIAL EN LOS

SISTEMAS COLAGENO-AGUA-SURFACTANTÉ A 30 C

MATERIALES

—Se utilizo polvo de piel bovina depilada y desengrasada 

suministrada por el C.I.T.E.C.

-COSOLUTOS≡ Surfactante no—ionico: Triton X-100. Rohm & Haas, 

PM=647g.

Surfactante anionico: SDS. Sintorgan, PM≈=288,4g.

Surfactante cationico: Hyamina 1622. Fluka A.G., 

PM=466,09g (ver Apéndice VII).

-Se prepararon soluciones de detergentes 0,0628 M y 0,0314 M con 

agua previamente ajustada al ph indicado,. 2, neutro y 13; él 

mismo se ajusto mediante acido sulfúrico puro (1,2 mi en 21 de 

agua bidestilada) y con soluciones saturadas de hidroxido de 
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sodio ( 29,2 ml de HONa 50% P/V en 21 de agua bidesti1 ada).

— Se controlo la calidad del agua bidestil ada, pasada 

posteriormente por columna de intercambio de resinq iónica, 

garantizando (Γ=0,65 JλS a ph neutro.

—El ph -Fue medido en un equipo Orion Research Microprocessor 

ph/milivoít meter 811; y la conductividad en un Conductivity 

Meter CDM 3 Radiometer Copenhagen.

-Las densidades de todas las soluciones se determinaron en un 

Densímetro Digital Anton Paar DMA 46 a 20 C.

-Las medidas de Absorbencia Fueron realizadas (a las longitudes 

de onda requeridas) en un E≡pectrofotometro U,√-'√i s de doble haz 

Metrolab 2500 que tiene adosado un Registrador gráfico Soltec 

1242.

—Las muestras se ter most at i· zar on en una estufa Ionomex Ind.Arg. a 

30C, y fueron centrifugadas en una centrifuga Polco a 6000 RPM 

durante 15 minutos.
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METODO

-Previo lavado en agua bidestilada, el polvo de piel se dejo 

secar en heladera a 40 durante 24 hs.

— Este polvo de piel hidratado se puso en tubos de centrifuga con 

la solución en estudio (datos == peso colágeno hidratado, peso de 

la solución de suriactante).

— Estos tubos de centrifuga perfectamente tapados se dejaran por 

48 hs en estufa a 30 0.

— Para determinar el P.S. del colágeno mencionado, se dejo con 

silica gel y vacio a la muestra, durante 48 hs.

— Una vez logrado el equilibrio del sistema, Agua-Detergente- 

Colageno, se centrifugaron las muestras. Se separo el 

sobrenadante.

— Se midió la densidad del sobrenadante a 20 C.

— Mediante el Espectrofotometro de doble has1 se midió la
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absorbancia del mismo para poder determinar la concentrad on

■final (mediante curva standard de Absorbancia vs. Concentración,

para cada uno de los detergentes, en la zona donde se cumple la

ley de Beer)

En el caso del Triton X-100, el rango de diluciones

-4 ~√∙

usada -Fue de 5 10 M a 10 M, = 285 nm

-~6 -4

En el caso de Hyamina 1622, el rango -fue de 5x10 M a 10 M,

Se

nm.

eligió la longitud de onda a la cual se realizo la

med i c i on como 1 a de la maxima pendiente (ver Figuras 20 23)

Mediante el conocimiento de la concentrad on final y la

densidad del sobrenadante, junto con los datos iniciales del peso 

del colágeno hidratado y de la solución y del peso seco, se podía 

determinar la hidratacion preferencial.
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En el casa del SDS, las mediciones se realizaron en forma 

indirecta, utilizando el método de Mukerjee (106) para poder 

determinar la presencia de iones sulfatos (ver Apéndice VIII). 

Las mediciones se realizaron en el visible a Λ = 621 nm.



FIGURA 20. TRITON X-100 D.D01 M



FIGURA ’21. TRITON X - 1DO 5x10 mΜ



FIGURA 22. TRITON X-1DO 75 ×1θ"il M



FIRURR'23 ∙.√ΗYAMINA 1622 Μ



- En todos los casos trabajamos a los tres ph-mencionados y a las

dos concentraciones indicadas.

RESULTADOS OBTENIDOS

En la Tabla VIII tenemos resenados los resultados de una de 

las tantas experiencias (totalmente reproducibles) para Triton X- 

100 a 0.0314 M y 0.0628 M y a los tres ph. Presentamos en forma 

detallada el tratamiento estadístico que hemos realizado para los 

valores de la hidratacion preferencial; que nos indica que el 

di seno experimental es correcto. Utilizamos el Di seno Factorial 

(107,108).

Para la hidratacion preferencial utilizamos la si guíente

expresi on:

vinculada a través de la derivada del segundo miembro (ecs. 5 y 

6) a los valores medidos experi mental mente.
t

En las Tablas IX y X están los resultados para Hyamina 

1622 y SDS respectivamente.
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TABLA VIII

ANALISIS ESTADISTICO DE LA HIDRATACION PREFERENCIAL

MITON X- 100

PH

CONCENT.

>/

0.03 V. M

X =22,1B X x 16,79 X =25,16

123 223 323

A = PH , P NIVELES ( i VARIACION DE A, P=3 )

B = CONCENTRACION , m NIVELES ( j VARIACION DE B ,j= 2 )

= NQ DE REPETICIONES k ≡ 3



TABLA VIII



TABLA IX. HIDRATACION PREFERENCIAL PARA SOLUCIONES DE HYAMINA 1622
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TABLA X

HIDRATACION PREFERENCIAL PARA SOLUCIONES DE SDS
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For otra parte, como una prueba adicional consideramos

valido analizar nuestros resultados para el sistema agua—
i

col ageno-surf sotante con el tratamiento propuesto por Chattoraj & 

Mitra <79,80). Los autores analizan ambos casos utilizando como 

método experimental el isopiestico , y consideran <a partir de la 

ley de Rault) que la humedad relativa p/po es igual a la 

actividad al del agua en una escala de fracción molar. El 

potencial químico pl del agua ligada de actividad al es

siendo pl ,b = potencial químico standard del agua ligada, cuando 

la actividad <o p/po) deviene la unidad.

Cuando p/po = 1, el agua en el seno de la solución (bulk) 

permanece en equilibrio con el agua ligada, de modo que pl 

permanece constante a través de las -Fases ligada y libre, 

entonces pl ,b = pl,-f. De modo que yul,b y p»l,f a p/po ≈ 1

deviene un conveniente potencial químico standard de referencia 

para expresar el cambio de energía libre debido a la interacción 

agua—proteina (y/o soluto).

Los autores analizan el exceso superficial de Gibbs dado por

120



las siguientes expresiones 

para el agua y el cosoluto respectivamente. Ellos trabajan con 

una proteins globular (albúmina de huevo), y como cosoluto μrea 

(desestabi1 izador de la estructura proteica) y estabilizadores 

como cloruro de cesio, cloruro de sodio, etc.

Encontrando que en el caso de cloruro de cesio

En el caso de la urea

De modo que los autores concluyen que en el caso de un 

estabilizador, el agua -fuertemente ligada posiblemente pierda su 

capacidad de disolver grandes cantidades de soluto en la region 

inter-f aci al , de modo que el agua adsorbida produce un exceso 

superficial positivo. En estas condiciones la ecuación de Gibbs
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predice aumento de concentración de soluto en el seno de la 

soluci on.

Por el otro lado, ante la presencia de un desestabi1 izador, 

la débilmente ligada agua interfacial puede permanecer asociada 

con una importante cantidad de cosoluto fuertemente unido en la 

region interfacial,de modo que en este caso el soluto devenga el 

exceso superficial; y de acuerdo a la ec. de Gibbs, la energía 

superficial de exceso baje significativamente.

Los autores concluyen que esperan que las proteínas (siempre 

en el caso de las globulares) liguen excesos de moléculas de 

alcohol y detergentes a partir de soluciones acuosas, siendo 

fuertes desestabilizadores para la proteina.

Analizando nuestros resultados para Triton X. — 100 a los

tres ph, para el sistema agua-col ageno-Tr i ton X 100,

encontramos

de modo que por ser el rol ageno una proteina f i bri 1ar,

corroboramos que la misma al adoptar la forma globular (mas 

estable) se desnaturaliza.
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Por otro lado abordamos el análisis de los resultados 

experimentales del sistema agua-dioxano-colageno (que habíamos 

analizado de≡d≡ el punto de vista del análisis de la hidratacion 

preferencial (Tenia XI), encontrando que: 

y que 

es decir que el dioxane es un de≡estabi1 izador de la estructura 

colagenica para mol al i dades mayores de 17 mol al; de modo que para 

el estudio de la. isoterma de adsorción, es cqrrecta la. suposición 

realizada de considerar al agua ligada como aquella que no se 

mezcla con el di□xano<



TABLA XI. HIDRATACIDN PREFERENCIAL DEL SISTEMA AGUA-COLAGENO-DIO×ANO A 30□C

L1l∣∕s g ag∕10Dg ps Qg1∕}g2 )
T,ju1,p3

m3,i

0,1B4 -372f2302 -1,9111 9Θ,D316

0,262 -176,6529 -14,5479 44,0541

0,352 -192,716B - 1,5537 26,2527

0,40 0,32 0 17,0191

0,5141 31,5493 0,3310 10,2796

0,63β 52,195 0,51B3 6,2699

0,77θ 51,ΘΘB1 0,5219 3,1Θ59

O,ΘΘ9 93,5345 0,9B83 1,3612



CONCLUSIONES

De acuerdo a la teoría de Timasheff para proteínas 

globulares (109,110), la hidratacion preferencia! (ec.5) es una 

simple medida del exceso de agua y deficiencia del cosoluto en la 

region de la superficie de la proteina.

El autor concluye que en el caso de las proteínas

globulares, un detallado análisis de la interacción preferencia!

entre las mismas y las componentes de un sistema agua-cosoluto

estabilizador de estructura; indica que la est ab i 1 i ξ ac i on

estructural es debida a la separación de una micro fase del

sol vente en la superficie de la proteina, con acumulaci on de

moléculas de agua en dicha superficie Este exceso de agua no lo

i nterpreta si n embargo en términos de una capa de hidratacion

consi stente en moléculas de agua ordenadas en la superficie

protei ca interacciones del sol vente observadas están

reíaci onadas la estructura del solvente y a la interacción

desfavorable entre la superficie proteica y las moléculas de

cosoluto acuerdo a este enfoque una hidratacion medida en

tales sistemas puede ser una accidental consecuencia de 1 as

i_a s

D

a
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interacciones complejas entre las moléculas de agua, cosoluto y 

proteina; y no juegan dichas capas de aparente hidratacion ningún 

rol especial en la estabilización de la estructura proteica.

Finalmente, la separación de la micro-fase en la superficie 

de la proteina puede ser interpretada como un aumento de la 

energía libre superficial del agua (o tension superficial> 

producida por el cosoluto. Una consecuencia de esto, dada 

necesariamente por la isoterma de adsorción de Gibbs, seria un
*

alejamiento de las moléculas de cosoluto de las interfases, 

produciendo, en consecuencia, un exceso de agua o aparente 

hi dr at aci on.

En el caso del colágeno, proteina fibrilar (ver Apéndice 

VI), el efecto del cosoluto (detergentes) produciría el efecto 

inverso; la proteina al adoptar la forma globular (mas estable) 

se desnaturaliza, de modo que el detergente actúa como un 

desestabi 1 izador de la estructura proteica.

En el caso del Triton X —.100 ,(Apéndice Vila)), vimos en la 

Figura 18, que a ph básico tenia un marcado efecto 

desestabilizante (marcado descenso de la Te) y de acuerdo a lá 

Figura 19 vemos que al mencionado ph el surfactante es menos 

hidrofilico a ph básico. Esto coincide con nuestros resultados 

dados en la Tabla VIII, en la que vemos;



varían levemente en el rango de las concentraciones usadas.

ii ) La hidratacion pre-ferencial varia con el ph, siendo la

misma para ph acido mayor que a ph neutro y menor que a ph básico

BASICO ACIDO NEUTRO

iii ) La formación de una nueva -fase (agua "no-solvente") es 

termodinamicamente desfavorable. El plegamiento del colágeno 

(desnaturalización) seria la respuesta termodinámica del sistema.
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En el caso de la Hyamina 1622, detergente cationico (ver 

Apéndice VIIb)>, vimos en la Figura 18 que su acción 

desestabi1 izadora es acentuadísima a ph acido (donde existe mas 

concentracion ΓΗ+3 a temperatura ambiente. De acuerdo a nuestros 

resultados (Tabla IX), vemos analizando los valores encontrados 

para la hidratacion preferencial que esta es mayor para ph acido; 

cumpliéndose la relación siguiente para la hidratacion 

pre+erencial: ACIDA BASICA NEUTRA y si lo analizamos en 

■función de las molalidades iniciales y -finales vemos que se 

cumple la misma relación, lo que esta indicando que hay mayor 

concentración de detergente en el sobrenadante final, es decir



que hay una exclusion del cosoluto. El hecho que los valores de 

hidratacion preferencial sean en los tres ph negativos, indicaría 

que el efecto es menos favorable que en el caso de los 

detergentes no-ionieos. Ya que en el caso de los surfactantes 

iónicos también existe, probablemente, una 'interacción de los 

grupos polares del colágeno con los grupos iónicos de los mismos.

En el caso del SDS (detergente anionico), de acuerdo a la

Figura 19 vemos que desnaturaliza el colágeno a ph básico (donde

existe mayor concentración de COH-3) a temperatura ambiente
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Los resultados de la Tabla X parecerían mostrar esta 

tendencia, aunque no asi para el caso de ph acido y neutro. 

Creemos que esta falta de precision es debida a los distintos 

artifi-cios químicos que tuvimos que utilizar para poder 

determinar la concentración final , y que obviamente introducen un 

grosero error. Cosa que no ha ocurrido con· el Triton X—100 y la 

Hyanina 1622 donde la medición es directa.



PARTE III. CONCLUSIONES FINALES

Lo expuesto en el presente trabajo se puede sintetizar 

básicamente en lo siguiente:

F1 modelo teórico elegido para el estudio de la adsorción de 

aqua por proteínas puede ser considerado valido tanta para agua 

en fase liquida como gaseosa.

La dependencia de la adsorción de vapor dt? agua por 

biopoli meros, tal como fue analizada, brinda -ademas de una 

racional izacion de la variación de los parámetros de la isoterma 

con la temperatura- la posibilidad de predecir (dentro de ciertos 

rangos y con las restricciones enunciadas) isotermas a diferentes 

temperaturas a partir del conocimiento de dos de ellas.

Los ciclos de adsorción — desorción de vapor de agua por 

mioglobina muestran que una pronunciada deshidratacion produce 

una desnaturalización de la proteina. Esto, que resulto ser 

valido en otras proteínas, pone un toque de atención sobre la 

metodología utilizada en el estudio de la adsorción; alertando 
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sobre todo aquel resultado que se obtenga partiendo del secado 

total de la muestra —como es común.

La valoración del agua tija a sitios primarios mediante la 

isoterma, brinda resultados sorprendentemente coincidentes con 

los obtenidos mediante técnicas mas sofisticadas. Esto abre un 

campo importante al permi'tir tal estimación mediante una 

tecnología de bajo costo.

El estudio del sistema colágeno — agua — surfactante para 

diferentes surfactantes y distintos pH mediante el análisis de la 

hidratacion preferencialτ permitió dar una explicación al 

aparentemente paradójico efecto de desnaturalización a diferentes 

pH. La evidencia que la hidratacion preferencial se correlaciona 

con el efecto desnaturalizante en colágeno, permite proponer una 

explicación al efecto del ph; imposible con las propuestas 

existentes hasta el momento.

El estudio de las isotermas bajo diferentes condiciones 

resulta un aporte al conocimiento de la relación entre 

hidratacion y estabilidad proteica.
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APENDICE I: MOLECULA DE AGUA

El vapor de agua consiste de moléculas separadas de 

agua. Cada una de ellas es una molécula curvada H—0-H con un 

ángulo de 105 (Fig.A). En el estado gaseoso el atomo de oxigeno 

tiene 6 electrones en la 2da capa (dos electrones 2s y cuatro 

electrones 2p).

Cuando los atomos de oxigeno entran a interaccionar con los 

atomos ce hidrogeno, hay una sobreρosicion entre los electrones s 

y p. Loe 6 electrones provenientes del oxigeno y los 2 electrones 

provenientes del hidrogeno interactuan formando orbitales a lo 

largo de las direcciones que unen al átomo de oxigeno con los 

vertices de un tetraedro (Fig.B).

Los 8 electrones alrededor del oxigeno

3

no son ni s ni p, forman el orbital híbrido sp. De los 4 

electrones orbitales, 2 son usados para la union DyH, y los dos 

restantes permanecen como orbitales libres para el par 

desapareado de electrones. A causa de la repulsión de los pares 

de electrones, el ángulo Η—O—H no es exactamente el ángulo 

tetraedral(109 28’), pero un poco menor.
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Los orbitales libres en los cuales se ubican los pares de 

electrones desapareados confieren una interesante propiedad a la 

molécula de agua (Fig C)· El centro de gravedad de la carga 

negativa de la molecυla de agua, no coincide con el centro de 

gravedad de la carga positiva: la molécula neutra de agua puede 

ser considerada como un di polo eléctrico. Siendo su 

-18

momento dipolar en la fase gaseosa de 1.87x10 e.s.u.

La existencia de orbitales libres en el átomo de oxigeno no 

solo contribuyen al carácter dipolar de la molécula de agua sino 

que tiene otras importantes consecuencias.

Los dos pares aislados pueden unir electrostáticamente a 

otros 2 átenos de hidrogeno: Es lo que ocurre en el caso de 

cristales de hielo (3).

Los atemos de oxigeno yacen en capas, cada una de ellas

consiste en una red abierta, formada por anillos hexagonales

plegados (Fig.D). Cada atomo de oxigeno esta tetraedricamente

rodeado por otros 4 atomos de oxigeno (Fig.E).

Entre cada dos átomos de oxigeno hay un átomo de hidrogeno

el cual provee las ligaduras de hidrogeno (Fig.F).



Esta estructura de red que forman las moléculas asociadas de 

agua, contiene regiones intersticiales del tamaño de una molécula 

cíe agua. De manera que una molécula de agua libre puede ocupar 

estos sitios, con una pequeña disrupcion de la estructura de red 

(Fig.G).

Resultados de R.X. y de otras tecniqas evidencian que en el 

agua existe un grado de orden de corto alcance caracteristico de 

la estructura tetraedral de las ligaduras del hielo.

En el agua liquida ademas de las moléculas de agua que 

forman la red, existe una cierta fracción de agua 

estructural mente libre, no asociada, que ocupa los intersticios 

de la red (Fig. H) .

Cuando una molécula de agua pertenenciente ala red rompe 

sus puentes de hidrogeno con la misma, puede ocupar un sitio 

intersticial y rotar libremente. De modo que la clasificación de 
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En cualquier instante, los átomos de hidrogeno no están 

situados exactamente a mitad de camino entre los dos oxígenos. 

Cada atomo de oxigeno tiene dos atomos de hidrogeno cerca de 

el (los dos atomos de hidrogeno de la molécula de agua)⅛ a una 

distancia 1.75 A.



las moléculas de agua en pertenecientes a la red o libre 

(intersticial) no es estática, sino dinámica -clusters o racimos 

de moléculas de agua cooperan para formar la red, y al mismo 

tiempo, la estructura de red puede romperse- Una molécula de 

agua puede estar libre en un instante, en una posición 

intersticial, y en el instante siguiente unirse a la red. Este 

modelo propuesto por Frank Wen y cuyos cálculos mecánicos 

estadísticos fueron desarrol1 ados por Nemethy y Sheraga, consiste 

en cúmulos cuyas moléculas poseen uno, dos, tres y cuatro enlaces 

de hidrogeno, según sea su ubicación en el

-10 -11

mismo. Estos cumules cuya vida media es de 10 a 10 sg se 

encuentran sumergidos en un "mar" de moléculas libres. La 

formación y destrucción de los clusters esta relacionada a la 

fluctuación local de energía.

DEFINICION DE ESTRUCTURA

De acuerdo al análisis de Grigera (4) para definir una 

estructura debemos:

1) Poder definir ciertas unidades estructurales mediante 

distancias, ángulos de enlaces, etc.
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2) Que exista un numero finito de dichas entidades.

3) Que el tiempo de vida de las mismas sea al menos de un 

orden de magnitud superior al periodo de vibración molecular

Los solidos cumplen los tres items, el vidrio no cumple el

item 2. En el caso del agua se ha observado mediante R.X. y 

di fracción de neutrones, regularidades que confirman la

ex i stenei a de estructuras que poseen un tiempo de vida del orden

-12

de 10 sg (determinado por técnicas de relajación di electri ca),

mientras que el periodo dé vibración molecular es del orden de 10 

sg. De este modo podemos hablar de estructura del agua y 

considerarla como un liquido estructurado o asociado.
Λ

De los datos necesarios para determinar una estructurad 

distancias y ángulos, las técnicas que en solido tienen buen 

resultado (difracción de neutros y R.X.) solo pueden en el caso 

de los líquidos describir la función de distribución radial 

(distancia de una molécula a otra), pero queda pendiente la 

distribución angular. Esto, unido a lo complejo que resultan las 

teorías sobre el estado liquido, hace difícil una descripción de 

ellos, a lo que se suma las caracteri sti cas peculiares de las 
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molecules de agua. Existen varios modelos que intentan explicar 

la estructura del aqua, ninguno de ellos aceptado universal mente. 

Cada mcdelo fue hecho teniendo en cuenta un modelo experimental 

diferente <R.X., parametros termodinamieos, etc.). La aplicación 

del modelo a otras técnicas no da el acuerdo deseado.

Los modelos estructural es pueden clasificarse globalmente en 

modelos continuos o modelos de mezcla.

Loe primeros son aquellos en que las moléculas están 

intercoractadas mediante puentes de hidrogeno siendo 

indistinguibles unas de otras. En los modelos de mezcla existen 

ciertas moléculas que forman parte de una de las especies y otras 

de diferentes especies, aunque pueden intercambiarse entre si. 

Entre los modelos de mezcla se encuentran los de "dos 

estados5, "i nter st i ci al es" de "cúmulos", etc.
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LAS SIGUIENTES FIGURAS SON REPRODUCIDAS DEL LIBRO DE BOCKR1S ( Rcf 3 )

FIGURA A. LA MOLECULA DE AGUA ES NO LINEAL

ΓTΓ<IIRA n. ∩RΠTTΛLΓΓ. IIIΓ∣H1IHI'∙ DΓ UN A1UMU l>L UX1GLNU

EQUIVALENTE A UN DI Pili Π.

FIGURA G. LA MOLECULA DE AGUA PUEDF SFR CONSIDERADA FtFCTRTΓΛMΓNTΓ



anillo hexagonal plegado

FIGURA Ü. LOS A1UMDS DL OXIGENO EN EL HIELO,LΠS CUALES FSTAN LOCALIZADOS

EN LAS INTERSECCIONES DE LAS LINEAS DEL DIAGRAMA: YACEN EN UNA

RED ABIERTA, DE ANILLOS HEXAGONALES PLEGADOS

oxlηennn r∙n>Γf∣t∏nrlna

oxigeno central

FIGURA E : CADA ATOMO DE OXIGENO EN EL HIELO ESTA TETRAEDRICAMENTE

COORDINADO POR CUATRO ATOMLa DE OXIGENO DIFERENTES.

LOS A1UMUS DE HIDRUGLNO NU SE VEN EN EL DIAGRAMA.

puente de hidrogeno

FIGURA F. PUENTES DE HIDROGENO FNTRE DOS ATOMOS DE OXIGENO.

= ATOMOS DE HIDROGENO

a Ainnos di oxigeno.



ΓICLΠΛ G. ΓS1RUCΙURΛ DLL HIELU LUN 5UF1C1LN1E ESPAC1U 1I∖ΠERS71CIAL PARA 

ACOMODAR UNA MOLECULA DE AGUA LIBRE.

FIGURA H . DIAGRAMA ESQUEMATICO QUE MUESTRA QUE EN EL AGUA LIQUIDA ,HAY UNA RED

DE MOLECULAS DE AGUA ASOCIADAS V CIERTA FRACCION DE AGUA LIBRE



APENDICE II:ESTRUCTURA DEL AGUA CERCA DE UN ION

Considerando al ion como una carga puntual, y a las 

moléculas de solvente como dipolos eléctricos, la interacción ion 

-solvente puede ser descripta por las fuerzas ion-dipolo.

Sintéticamente podemos referirnos a la estructura del agua 

en las cercanías de un ion, consideramos tres zonas <Fig.I).

ZONA PRIMARIAS es una zona altamente estructurada, en las 

cercanías del ion, las moléculas están inmovilizadas y orientadas 

por el campo eléctrico, se mueven solidariamente con el ion. Se 

la conoce como PRIMERA ESFERA DE HIDRATACION.

SEGUNDA ESFERA DE HIDRATACIONs es una zona donde se ha 

perdido parte de la estructura del agua liquida, las moléculas de 

agua no acompañan al ion, es una region de transición.

Finalmente, a suficiente distancia del ion, el agua no se ve 

afectada por la presencia del mismo, y se mantiene la estructura 

de red ligada tetraedricamente caracteristica del agua liquida. A 
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esta region se la llama "Bulk" o "seno del liquido".
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A igualdad de cargas un ion de menor diámetro ejercerá una 

mayor atracción electrostática que otro de diámetro mayor, esto 

produce que los iones pequeños tengan una esfera de hidratadon 

rígida. Lo que sucede en la segunda esfera de hidratacion no es 

tan simple, ya que su estructura dependerá no solo de la 

interacción electrostática sino de factores estericos que 

determinan si la transición entre la primera esfera y el liquido 

se realiza a costa de un gran desorden o de estructuras mas o 

menos regulares.

De acuerdo a Grigera (4), una descripción adecuada del 

estado de hidratacion de iones consiste en tener en cuenta el 

tiempo de vida del agua» de hidratacion. Si es el tiempo medio 

en el cual una molécula permanece en posición de equilibrio puro 

y es el tiempo medio en que una molécula permanece en

equilibrio junto a un ion, se caracteriza el estado de 

hidratacion por el cociente ¿c

si / £, 1 HIDRATACION POSITIVA (el ion induce una

restricción en el movimiento del agua).

si <1 HIDRATACION NEGATIVA



Los términos de hidratacion positiva y negativa equivalen a 

los de PRO y ANTIESTRUCTURALES, pero no mencionamos el termino 

"estructura'’, porque esta definición de hidratacion esta en 

termino de propiedades dinámicas y no estructural es.

Los tiempos y Z¿ pueden ser medidos experimental mente 

jorque están conectados con propiedades macroscópicas como la 

viscosidad y la difusión, asi como con fenómenos de resonancia 

magnética nuclear ,(r.m.n.) y relajación dieléctrica.
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j. FIGURA I.



APENDICE III MIOGLOBINA

En los vertebrados los transportadores de oxigeno son 1 as

moléculas de hemoglobina y mioglobina»

La hemociobina que esta contenida en los glóbulos rojos de

la sangre sirve como transportador de oxigeno, al igual que de

dioxido de carbono y del ion hidrogeno. La mioglobina que se

localiza en los músculos sirve como suministro de reserva de

ox i geno y fací 1 ita su transporte en los mismos

La capaci dad de la mioglobina y de la hemoglobina para

captar oxigeno depende de la presencia de una unidad no

poli pepti dica el grupo hemo, el cual da a 1 as mencionadas

protei ñas su col or di st i n t i vo El grupo hemo es el grupo

prostético, el resto de la proteina constituye la apoproteina

(24)

El estudio de la estructura tridimensional de la mioglobina

hecha con rayo X se debe a John Kendrew (25) f estos estudios

arrojaron Ιέ primera información sobre esta molécula de peso

molecular 17.000, cuyas dimensiones totales son 45x35x25 A,.
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El atomo de hierro en el grupo hemp puede estar en estado de 

oxidación ferroso (+2) o férrico (+3). Las formas 

correspondientes se reseñan a continuación:
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alrededor del 75⅝ de la cadena principal esta plegada en una alfa 

helice (dextrogira), existiendo ocho segmentos helicoidales 

mayoritari os. La molécula es muy compacta, consistiendo el 

interior casi enteramente de residuos no-polares (24-26—27) 

(leucina, valina, etc.). Los residuos que tienen una parte polar 

y otra no-polar( tirosina, treonina, etc) se orientan de tal 

•forma que las porciones apolares apuntan hacia el interior. Los 

únicos residuos polares en el interior de la mioglobina son dos 

histidinas que juegan un rol especifico en el centro activo. El 

hemo consta de una parte orgánica (Protoporfiri na) y un átomo de 

hierro. La protoporfiri na IX esta constituida por cuatro grupos 

pirrclicDS. El atomo de hierro en el hemo esta ligado a los 

cuatro nitrógenos del anillo de la protoporfirina, los dos 

enlaces restantes, conocidos como 5ta. y 6ta- posición de 

cooroinacien) están unidos de la siguiente manera: la 5ta. 

posición de coordinación a una histidina ‘’proximal*1 (FS)., en 

tanto que la óta. es el sitio de enlace para el oxigeno, próxima 

ala misma, pero no unida al hemo se encuentra un 2do. residuo de 

hi stidiπa (E7).



Es cecir que del ángulo -Fisiológico existen 3 formas 

distintas ce mioglobina· De modo que el lugar de enlace con el 

oxigeno supone solo una pequeña fracción del volumen de la 

mioglobina. La porción peptidica se pliega alrededor del grupo de 

manera qua las cadenas laterales hidrofobicas (termodinamicarneóte 

mas estatle cuando quedan agrupadas en el interior que cuando

14

F ORNA ESTADO OX I.FE OCUPANTE

5ta.pos. 6ta.pos.

DESO X IΜI□GLθδINA +2 His. FS Vaci a

OXIMIOSLOBΣNA +2 His. F8 02

FERRIKIOGLOBINA +3 His. F8 H20



están en presencia de un medio acuoso) crean una especie de 

,,mi croc 1 i ma apolar" al hemo -Ferroso, para evitar la oxidación del 

hierro a la -Forma -Férrica incapaz de transportar oxigeno.

Aparte del estudio con Rayos X de la mioglobina, se 'han 

realizados análisis con difracción de neutrones (28), no 

existiendo en bibliografía ningún estudio de sus isotermas de 

adsorción (si se conocen las de la hemoglobina, (29)).
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APENDICE IV ΗISTERESIS
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Si un sistema definido para un conjunto de variables 

externas es movido desde el estado A al B a lo largo de un dado 

camino, las variables independientes adoptaran una serie de 

valores. Si llevamos ahora al sistema desde B a A, y las variables 

independientes vuelven a lo largo del mismo camino, el proceso es 

llamado REVERSIBLE o PROCESO DE EQUILIBRIO.

Normalmente para obtener’el comportamiento anteriormente 

mencionado, el proceso debe ser efectuado muy lentamente. Sin 

embargo en algunos casos aun cuando los Cambios se realicen en 

forma excesivamente lenta, un camino distinto es tomado por las 

variables independientes. Procesos de esta naturaleza 

corresponden a una clase muy importante, llamados comunmente 

"histeresi s".

Es ilustrativo distinguir entre procesos en los cuales 

variables DEPENDIENTES, toman valores ESTABLES y REPRODUCIDLES y 

aquellos en los cuales toman valores no estacionarios.



El termino "Histeresis" es resevado para el primero, 

mientras que "Supersaturacion" o "Metaestabi1 i dad" es usado para 

el ultimo· Aunque diferentes, ambos procesos están estrechamente 

relacionados, como lo veremos mediante una analogía mecánica, que 

nos puede ayudar a comprender una posible interpretación 

molecular <45) .

Lin comportamiento diferente es mostrado para un sistema 

compuesto por una colección de pequeños sistemas como el 

mencionado anteri ormente-
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La Fig. A a) muestra un circuito eléctrico en el cual una 

tira bimetálica cierra el circuito en los punto P y Q, cercano a 

estos puntos, dos imanes pequeños han sido ubicados. Cuando la 

temperatura aumenta, la distancia entre los puntos de contacto 

disminuye, y cuando alcanza un valor critico, la atracción entre 

los imanes produce el contacto a la Temperatura TI. La 

disminución de la temperatura producirá la separación del 

circuito pero a una temperatura T2, menor que TI. La Fig.A b) 

muestra la corriente (variable dependiente) ve. Temperatura 

(variable independiente)para el sistema descripto.

Ambos segmentos DB y FG son inestables, ademas podemos 

cla≡i÷ijcar el proceso viendo la metaestabi 1 i dad o la 

supersaturari on.



Asumamos que no todos los sub-siEternas sean exactamente 

iguales, pero que las temperaturas de contacto y apertura varíen 

ligeramente unas de otras, de tal manera que esten distribuidas 

alrededor de valores comunes. Las curvas de corri ente-temperatura 

son mostradas en la Fig A, y se asemejan a nuestras curvas 

familiares de sorcion-desorcion.
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I a diferencia mas importante entre este sistema y el 

mostrado previamente, es que aunque las componentes individuales 

exhiben n⅛etaestabi 1 idads el sistema como un todo sigue un. paso 

estable y reproducible el cual es carácteri sti co de la 

Histeresis. La ',i rr eversi bi 1 i dad" es interna y no puede ser 

eliminada por -factores externos.



ΓTGIIRΛ Ah) ΓTGLIRΛ Ah)

FIGURA A



APENDICE V: METODO DE KARL FISHER

En 1935 Karl Fisher (111) describió un reactivo conteniendo

yodo y di oxido de azufre, el cual fue desarrollado primeramente 

para la determinación de agua en dioxido de sulfuro y que luego 

fue aplicado a los análisis de agua en general.

La esρecifi ci dad del reactivo y la simplicidad de uso fue 

rápidamente reconocida por los químicos. El nombre de "Reactivo 

de Karl Fisher" se ha difundido y hoy es de uso generalizado.

En sus experimentos iniciales, Fisher consideraba diferentes 

técnicas para averiguar el alcance de la reacción, usando benceno 

como solvente para el yodo y el dioxido de azufre.
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Los intentos de utilizar el punto final con celulosa fue 

insatisfactorio a causa que ese indicador no funciona en medio 

'nhidr ido.

La remoción por destilación del exceso de SC y HI formado

2

en la reacción, seguida por la titulación del acido sulfúrico



producido, fue insatisfactorio; debido a las reacciones previas 

del acido sulfúrico con el benceno y a la reducción del producto 

por HI.

La titulazacion del reactivo con la muestra a analizar para

determinar agua, hasta que la solución se decolore era errática,

dependiendo de la concentracion del reactivo. Se encontró que

cuando la concentración de productos ácidos aumentaba, la

reacción se volvía reversible? para evitar esta reversibi 1 i dad

era necesario descomponer los productos ácidos o introducir algún

material que se combine con el 1 os

Se encontró que el ultimo método era el mas deseable,

centrándose a partir del estudio de aminas orgánicas débiles

que la piridina era la mas indicada para ese proposito

Se encontró que tenia la ventaja adicional de combinación 

con di oxido de «azufre, reduciéndose ademas la presión de vapor. 

De esta manera la amina terciaria deviene una componente esencial 

del reactivo.

Razonando por analogía a sistemas complatamente inorgánicos.

Fisher sugirió que la reacción era la siguientes
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La adición de una base orgánica hacia menos promisoria la

titulación del aparente acido sulfúrico producido en la reacción

Acemas de formar sales con los productos ácidos, la piridina

se combina irreversiblemente con di oxido de azufre y HI en

cal i ente

Ti zulando con el reactivo conteniendo piridina hasta que el

yodo no cambie mas de color, Fisher fue capaz de encontrar un

punto final agudo y reproducible

Con el objeto de asignar un exceso de reactivo mas que de

yodo. al uso tres veces mas las cantidades calculadas de SO y un

exceso adicional de piridina.
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Si reactivo consiste de 720 g (10 moles) de piridina, 192 g

(3 moles) de SO y 254 g (1 mol) de yodo di suelto en S litros de



Esto fue calculado como equivalente a 36 q (2 moles) de agua

o 7.2 mg.ag.'ml de reactivo.

METODO DE TITULACION DEL REACTIVO

La técnica usada es mucho mas precisa y reproducible que la

de seguir visualmente el cambio de color de la reacción.

En la Fig-1 se observa el cambio de potencial durante la 

calibración :íel Reactivo de Karl Fisher coh agua en metanol. Dos 

aspectos deten ser rigurosamente tenidos en cuenta:

1 ) Garantizar mediante el uso de buretas automáticas, y la 
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Karl Fisher fue el primero en sugerir que un proceso de 

calibración electrice podía ser aplicado al análisis de agua 

1 i qui da.

solvente anhídrido (metanol).

Una titulación de este tipo requiere un mi 1 i vol ti metro 

sensible capaz de exhibir una fuerte y positiva deflexión para un 

aumento total de 20 mv en el punto final de la reacción. 

Cualquier «cdelo de ph—i metro puede ser utilizado a tal efecto-



puesta de trampas con silica gel y P 0 la no influencia de la 

«=>X. vJ 

humedad ambiente.

2 ) Evitar el contacto del reactivo con la luz (para ello

utilizamos material de vidrio color caramelo). En la Fig.2 vemos 

las vasijas similares a las que usamos, y en la Fig.3 una imagen 

del conjunto del aparato para la calibración.

METODO DE CALIBRACION

PRIMERA STANDARIZACION DEL REACTIVO
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- Se pone alrededor de 36 mi de metanol en la vasija de 

calibración, y se agrega suficiente cantidad de Reactivo de Karl 

Fisher (RKF) hasta lograr el característico punto -Final.

- Rápidamente se agrega 150 a 350 mg de tartrato de sodio 

(Na C -Η O .2H G>, per rectamente pesado, y se calibra el punto

2 4 4 6 2

final,

El tactor de equivalencia "F" para el agua, en mg de agua



por ml de reactivo, esta dado por la -Formula F » 0,1566 W/V, en 

la cual ”W" es el peso en mg del tartrato de sodio y ∙n∙Vn es el 

volumen en ml del reactivo requerido.

SEGUNDA STANDARIZACION DEL REACTIVO

Alternativamente, el reactivo puede ser standarizado cada 

dia que se use contra soluciones de agua-metanol, de la siguiente 

■Forma:

- Se agregan 2 mi de agua a 1000 mi de metanol

— Se retiene una porción de metanol para la determinación 

del blanco.

— Se ponen 25 mi perfectamente medidos de la solución de 

agua metanol en la vasija de cal ibracion, y se calibra con RKF.

- Simultáneamente se realiza la calibración del blanco, con

25 ml del metanol usado y se realiza la corrección necesaria.

— El contenido de agua en mg por mi de la solución de agua - 

metanol esta dado por la Formula V1,F∕25, en la cual ”V”! es el 

volumen del RKF corregido por el blanco de la calibración de
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metanol; y ,,F" es el -factor de equivalencia de agua del reactivo 

determindo contra tartrato de sodio (como se especifica en la 

Primera standar i∑aci on).

PROCEDIMIENTO

- Se agregan alrededor de 25 mi de metanol a la vasija de 

calibración y se calibra hasta el punto final con el RKF, no hace 

falta tener en cuenta el volumen ya que no entra en los cálculos.

— Se oesa la muestra a determinar el contenido de agua y se 

transfiere rápidamente a la vasija.
f

— Se agita (con agitador magnético) rápidamente y se calibra 

ccn RKF.

— El contenido de agua en mg de la muestra, es el producto 

SF, en el cual ,,S', es el volumen de reactivo usado para calibrar 

la muestra, y "F" es. el factor de equivalencia para el agua 

definido enter i ormente.



MATERIALES USADOS

Buretas Automáticas METROHM AG. HERESAN

Tartrato de Sodio MALLINCKRODT

Metano] MERCK

Reactivo de Karl Fisher SINTORGAN
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FIGURA 1 . CAMBIO DE POTENCIAL DURANTE LA CALIBRACION DEL RKF CON

AGUA EN METANOL ( Ref 111 )



FIGURA 2 VASIJAS DE CALIBRACION ( Ref. 111 )

SIMILARES A LAS UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO.



FIGURA 3 SISTEMA DE CALIBRACION DE KARL FISHER



APENDICE VI COLAGENO

ESTRUCTURA
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La molécula de colágeno i- TR□F,□C□LAGENO - (3000 A) esta 

■forbade por tres cadenas polipepti di cas individuales, las cuales 

están alineadas a través de la molécula. Sé pueden considerar 

Les regiones distintas en la molécula; a ) Úna region no 

h≡icoidal (region NH ) remanente de la molécula de

X

ρ-ocolageno,comprende un 2% de la longitud de la molécula, zona 

m.;y importante ya que contiene los sitios donde se originan los 

,i ∑rc≡s-l i nks”; b) La zona central helicoidal que abarca un 95% de 

le. longitud de la molécula. En esta zona las cadenas individuales 

fdoptan ¿a -forma de una heli.ce de paso izquierdo (eje menor) de 

p∙*olina, las cuales acomodan aprox í madamente tres residuos por 

vuelta de bel ice a una distancia de 9 A. Las tres helices a su 

vez están plegadas alrededor de un eje /común central para -formar 

ι∙-⅛a helice de peso derecho (eje mayor) con un paso de 100 A. En 

esta zona las cadenas polipeptidi cas presentan en su estructura



primaria la secuencia Gly—X—Y en -Forma repetitiva, siendo X e Y

F’rolina y 4-Hi drex i ρrol i na

Los acoplami entos estereoquímicas debidos a 1 a estructura

cíclica de la prolina y de la hi drox iproli na, y 1 a naturalez a

compacta de la glicina, proporci onan rigidez a 1 a triple helice

Por otra parte el grupo hidroxilo de la hidroxiproli na permi te

establecer "enlaces hidrogenados" (enlaces químicos debi 1 es)

entre las cadenas que constituyen la triple helice, de modo que

la estabilidad del colágeno se debe en gran parte al grupo

hidroxilo de la prolina-

En casos menos frecuentes las componentes X e Y son otros 

aminoácidos, er∣ caso de ser lisina, esta puede ser hidroxilada 

permitiendo que se unan a la molécula de colágeno moléculas de 

azucares (glucoea,galactosa) mediante enlaces envalentes. Son las 

moléculas de azucares las que permiten establecer enlaces entre 

las distintas moléculas de colágeno.

Las funciones aldehidicas de la lisina y de la hi drox i 1 i si na 

son las fundamentales responsables de la solidez de la trama 

formada por las moléculas de colágeno.

c ) La tercer region de la molécula de colágeno nativo es 

una zona no-helicoidal COOH- que comprende el 3% de la longitud 
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de la molécula, del mismo origen que la region NH , que contiene 

al igual q-e la anterior sitios de origen de "cross-links". Es 

conocida co-□ TELEOPEPTIDOS.

En co^ιdi ciones apropiadas de temperatura y/o solventes 

desnaturalizantes, la molécula de colágeno nativo puede ser 

desnaturalizada y sus cadenas constituyentes adoptar una forma 

plegada ("random - coil"), a estas ultimas se las denomina 

cadenas al∙f⅛, conteniendo cada una alrededor de, 1050 residuos de 

aminoácidos., Diferentes tipos de cadenas cL han sido 

caracterizabas como producto de la desnaturalización de 

diferentes zipos de colágenos.

En un r,ismo organismo distintos tipos genéticos de colágeno 

están presantes según los tejidos. El mas abundante , tipo I, 

compone exclusivamente tendones y huesos; mientras que en otros 

tejidos como piel, sistema vascular, tejido reticular, 

encontraremos colágeno I y pequeras cantidades de tipo III.

El tizo II es el mayor constituyente de los cartílagos. 

Estos tres tipos de colágeno intersticial es (tipo I, II, III) 

forman fibrillas periódicas y se presentan como fibras en las 

matrices extracelulares. Los otros tipos genéticos como el IV en 

las membranas básales y V en membranas básales y órganos
1

internos; re presentan forma fibrilar típica.
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En el colágeno tipo I hay dos tipos distintos de cadenas

0.(1) y 4<ιι> en una proporción uno a dos respectivamente. Los

col agenos tipo LI y III tienen una secuencia de aminoácidos muy

similar a 1 a de tipo I, presentando también glicina cada 3

residuos y un alto contenido de aminoácidos.

INTERACCIONES INTER E INTRAMOLECULARES

Despues de la conversion del procol ageno en colágeno, se 

produce la organización en fibrillas y fibras tisulares. Las 

fibrillas inmaduras no poseen la suficiente fuerza tensora hasta< 

que no se formen enlaces coval entes "dentro" y "entre" las mismas»

El "cross — linking" del colágeno en fibrillas ocurre en dos 

o tres etapas:

a ) Deaminizacion oxidative de los grupos £ - aminos de 

algunos de los residuos de lisil e hi droxi 1 i si 1· Los productos de 

la reacción (catalizada por la enzima 1 i si 1 ox idasa) son: alisina 

e hidroxílisina, las cuales producen nuevas interacciones.

b > Los aldehidos de dos cadenas alfa adyacentes de una
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misna molécula de colágeno, reaccionan espontáneamente a través

de un producto de condensación del aldol para formar el enlace

cruzado i ntramolecular.

Estos enlaces inestables se estabilizan por reducción o 

r≡c,^denami ento de la doble union, o constituyen enlaces mas 

con-; lejos por ulterior interacción con histidine y/o residuos de 

glucosa y galactosa del colágeno.

E∙e los modelos mas propuestos para la estabilización de la

triple hel i ce de la molécula de colágeno, el mas corroborador
por

los daros experimentales es el de la escuela de Madras
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c ) Los enlaces cruzados i πtramol ecul ares se -forman 

inicialmente como bases de Schiff de uno de los aldehidos 

(incluyendo el producto de condensación del aldol) con los grupos

£ - amino de los residuos de lisir∣a e hi dro>: i 1 i si na de una 

segunda molécula de colágeno.

F.amachandr an y Chandrasekaran (1968), propusieron una 

estructura conocida como "the water — bridge structure", que 

reconcilia los modelos de Ramchandran y Karts (1955) y de Rich y 

Crick (.1961) conocidos como estructuras "doblemente" y 

•"sí npl emente" ligadas, respectivamente.



De acuerdo al modelo de Ramachandran y Chandrasekaran, 

basados en estudios de Rayos X, unai molécula de agua forma un 

puente de hidrogeno entre dos oxígenos de los grupos carbonil de 

las uniones peptidicas de dos cadenas distintas de la triple 

heli ce.

Otra molécula de agua puede formar puentes de hidrogeno 

entre el grupo peptidico N-Ή y un oxigeno carbonilico de dos 

cadenas diferentes. Este modelo considera una molécula de agua 

cada tres residuos aminoácidos.

ESTABILIDAD HIDROTERMICA

Cuando el colágeno es sometido, en un medio acuoso, a una

temperatura c r ec i en t e, se produce un fenómeno de

desnatural i z ac i on térmica de las fibras de col ageno, que

-morfológicamente se manifiesta en una contracción de un 35% de su

longitud original.

La temperatura de contracción varia según la procedencia del 

colágeno (para el estado nativo), siendo el rango entre SO y 70 C 

en el caso de mamíferos.
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En esta divergencia de temperaturas de contracción (también

variable en función del ph y tdel medio) , puede apreciarse que el

orden estructural es de gran importancia para la estabilidad

nidrotermi ca.

El fenómeno de la contracción del colágeno en agua caliente 

se produce por la rotura de los enlaces internos de las tres 

cadenas de la molécula de colágeno, principalmente de las uniones 

por puentes de hidrogenen Este fenómeno es conocido como Proceso 

de Fusion Intermolecular.

En este proceso de desmoronamiento estructural las tres 

cadenas no se separan necesariamente entre si, sino que quedan 

entremezcladas unas con otras, al disminuir la temperatura pueden 

volver a unirse por medio de puentes de hidrogeno, obviamente de 

una manera desordenada.

De i7∣odo que la Temper atura de Contracción puede ser 

considerada como una medida de las fuerzas que mantienen el orden 

16Ό

En el caso de fibrillas sueltas la temperatura de 

contracción es. de 50 a 55 C; y en el caso de fibrillas de 

colágeno renatural izadas el fenómeno se inicia alrededor de los 

50C.



estructural del colágeno, al mismo contribuyen diferentes tipos 

de uniones:

a ) ENLACES SALINOS: entre un residuo polar negativo de una 

cadena lateral y un residuo polar positivo de otra cadena vecina 

(ej: resto de acido glutamico y un resto de 1 i si na).

b i ENLACES POR PUENTES DE HIDROGENO: pueden formarse entre 

un crupo -CO- de una cadena ρolipeti dica y el grupo —OH— del 

anillo pirrolico de la hidroxiproli na correspondí ente a la cadena 

vec i n a►

c ) INTERACCIONES HIDROFOBICASs se originan como 

consecuencia de acumulaciones de cadenas apolares laterales que 

escapar, al medio acuoso.

d ) ENLACES POR "PUENTES DE AGUA": en los cuales una 

molécula de agua forma puente entre diferentes cadenas de la 

triple nelice mediante puentes de hidrogeno.

1 ¿> 1



HIDRATACION

Tanto en los sistemas vivos · como en el caso de la

manufactura del cuero el colágeno se encuentra en continua

interacción con el agua. Existen importantes razones tanto del

punto de vista de la biología, la medicina como la industria,

para estudiar el sistema agua — colágeno.

El primero en observar experimentalmente el comportami ento

de 1 as moleculas de agua (protones de las mi smas)

diferenciarlas de los protones del colágeno fue Berendsen, en

1962, usando técnicas de r.m.n. de banda ancha. Encontrando que

para el espectro de las. moléculas de agua orientadas existe un

y

desdoblamiento de la linea de resonancia que indica una fuerte

dependence a angul ai· Esto estaría indicando una ani entropía de,

rotación de las moléculas de agua

En 1973 Migchelsen y Berendsen encontraron los parámetros
/

que expresan dicha aní. sotropia en termines de la orientación 

molecular promedio (parametros de Saupe), usando para ello datos 

de protones y deuterones. En ambos trabajos los autores plantean
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que un modelo como el propuesto por Ramachandrsn y Chandrasekaran

puede ser consi siente con 1 a ani sotropi a hal 1 ada

ex per i ment almente.

Esto es consistente con los resultados de los ciclos de 

adsorción - desorción de colágeno, que presenta un ciclo de 

histeresis- Sería posible que el tercer sitio de union sea

reemplazado por un puente salino en el colágeno deshidratado, y 

que no represente un sitio de union entre las cadenas de 

col ageno.

En 1979, Grígera y Berendsen encuentran que el modelo de 

hidratacion de colágeno propuesto por Ramachandran y 

Chandrasekaran es consistente con los resultados obtenidos por 

r.m.n. y medidas dieléctricas (incluyendo técnicas de 

espectroscopia en dominio del tiempo —TDS-)· También encontraron 

que los resultados de ≡orcion eran compatibles con el modelo, 

pero que por ellos mismos no bastaban para seleccionar un modelo. 

Los resultados de sorci on indican la existencia de un tercer 

sitio de union o de varios sitios débiles. Como los datos de 

r.m.n. son consistentes con los dos sitios propuestos por 

Ramachandran,·' se supondría que las moléculas de agua en los otros 

sitios no están rígidamente orientados y se encuentran 

probablemente relacionados a cadenas laterales -flexibles.



Las des moléculas de agua específicamente ligadas cada tres 

aminoácidos forman puentes entre diferentes cadenas de 1 a -triple 

helice de colágeno. El tiempo rotacional de correlación de las 

-7

moléculas ligadas (1-5 10 s) debe ser interpretado como el

tiempo de residencia de las moléculas de agua, puesto que el 

movimiento no rotacional sobre ángulos apreciables es posible en 

las posiciones ligadas. F'or la misma razon los autores no esperan 

que las moléculas de agua ligadas contribuyan a la constante 

dieléctrica del colágeno hidratado.

En conclusion, Grigera y Berendsen plantean que las 

propiedades de hidratacion de colágeno parcialmente seco pueden 

ser descriptas de la siguiente manera:

Cada tres aminoácidos hay dos moléculas de agua firmemente 

ligadas, con posiciones bien definidas, unidas por puentes de 

hidrogeno ala estructura molecular. Estas moléculas tienen un 

tiempo de residencia de 0.1 us. El resto del agua, que consiste 

en la mayor parte del agua presente, esta en débil interacción 

con el resto de los sitios, formando "multicapas" y con 

propiedades bastantes similares a la del agua liquida. Estas 

moléculas de agua comparativamente "libres" están en rápido 

intercambio y poseen un tiempo rotacional de correlación del 
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-10

urden de 10 s, que es un orden de magnitud menor que el del agua 

1ibre.
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TABLA I

Distintos tipos de colágeno

Composición 
en cadenas Características

Fbrma fibrosa y 
distribución en los 
principales tejidos

Tipo I Compuesta por dos
• cadenas 1(1) y una 
cadena más básica e 
hldrof oblea 2

Fibras largas y bien estruc 
turadas Piel, huesost tendones, 
1 lgamentos,dentina y casi to 
do otro tejido conectivo.

Tipo I 
trímero

Similar al tipo I 
pero de cadenas ho 
mólogas 1(1)

Fbrma fibrosa desconocida. Al^ 
qunas líneas de fibroblastos, 
tumores inducidos por virus 
en ratones.

Tipo II Altos niveles de hl_ 
droxlllsina e hidroxi_ 
Usina gllcosllada

Pequeñas fibras o fibrillas 
Car ti lagos, cuerpo vitreo.

Upo III Relativamente altos 
niveles de 4-hldrox^l 
prolina y qliclna. 
Dos cisteinll resi
duos por cadena.

Te J Idos ret leular es f lnos. 
Dermis,pared uterina,vasos 
sanguin∞s.

Upo iv Membranas básales

Tipo V Manbranas básales. Organos 
internos.



FIGURA 1. ESQUEMA DEL PRECURSOR DE COLAGEND ( PRO-COLAGENO )
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Secuencia de 
aminoácidos

cadena <*

triple hélice

Fig. 2. El colágeno desde su secuencia de aminoácidos hasta llegar 1 su 
es tado funcional.

í

fibrilla



Fig. 3. Sitios de unión intermolecular más importantes del colágeno.



Fig.4. Los puentes de agua en la molécula de colágeno· a) detalle de los 
enlaces. Nótese que las moléculas actúan como puente entibe cadenas, 
b) esquema idealizado que indica el estado dinámico de la hidrata- 
ción. Las moléculas de sitios primarios (indicados en a) se intercam 
bian con las de hidr^tación superficial inespecífica·



Fig. 4 b)



APENDICE VII 

a ) TRITON X - 100

Ambas series consisten en los productos listados, dados en 

la figura, en orden de aumentar la longitud de la cadena de 

polyoxyeti 1eno.

ios productos son mezcla con respecto a la longitud de la 

cadena de polyoxyetileño, el valor de “x” representa el numero 

promedio de unidades de oxido de etileno en el lado eter de la 
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Dos series de agentes surf act antes no — ionices son 

preparados por la reacción de octyl-fenol o nonyl-fenol con oxido 

de etileno. Ude productos son los comunmente descriptos como 

alquil - aril - polieter alcoholes; teniendo la -formula 

estructural que se indica en la -figura; en la cual el C del

9 

grupo alquil es una mezcla de isómeros de las ramificaciones de 

cadena; y indica el numero medio de unidades de oxido de

etileno en el lado eter de la cadena.



cadena de cada producto. La distribución de longitudes de cadenas 

de varios polyoxyeti1eno en cada surfactante sigue una 

distribución de Poisson.

El principal uso de estos surfactantes es industrial y en 

detergentes de uso hogareño. Siendo también ingredientes 

importantes en la manufactura de emulsion de polímeros. El Triton 

X - 100 es biodegradable.

TEMPERATURA DE ENTURBAMIENTO (CLOUD TEMPERATURE)

En el caso de ciertos surfactantes no - ionicoss la 

temperatura alrededor de la cual soluciones acuosas devienen 

heterogéneas, con la formación de dos fases liquidas.

TEMPERATURA DE CLARIFICACION (CLOUD POINT)

En el caso de surfactantes no ~ ioniGas que exhiben

temperatura de enturbamientos La temperatura a la cual la mezcla 
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de dos fases liquidas deviene homogénea al ser enfriada.

DATOS EXTRAIDOS DEL FOLLETO SUMINISTRADO POR ROHM & HAAS 

COMPANY

- DEFINICIONES EXTRAIDAS DE≡ "VOCABULARY OF SURFACE ACTIVE 

<AGEJΓS. TERMS AND DEFINITIONS"; COMITE INTERNATIONAL DES DERIVES r-

⅛ι⅞i - ACTIFS (C.I.D) COMMISSION DE TERMINOLOGIE. 2eme Edition

aflage, Paris 1972⅛

b ) HYAMINA 1622

La Hyamina 1622 es di - isobutil - fenoxi - etoxi — etil — 

di metíJ — bencil - amonio cloruro. Es un monohidrato. Es una sal 

cuaternaria de amonio de peso molecular 466.09 g. (ver figura)

Es un germicida, efectivo en una amplia gama de 

microorganismos en muy bajas concentraciones! Diluido es inodoro, 

incoloro, no venenoso y no irritante.

Los cristales de Hyamina 1622 son solubles en agua y en
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Se usa para desinfección industrial y veterinaria, asi como 

de hogares, granjas, restorantes, etc.

INFORMACION EXTRAIDA DEL MANUAL DE ROHM & HAAS COMPANY.

C ) S.D.S.

PREPARACION: por sulfatación de alcoholes lauriticosi 

seguida por neutralizacion con carbonato de sodio. El articulo 

comercial es una mezcla de alkyl sulfatos con sodio lauril 

sulfñtos (estos últimos en preponderancia).

Pedacitos, polvo o cristales .blancos, o dolor crema. Suave al
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Numerosos solventes no - acuosos.

Dodecil Sulfato de Sodio:



tacto

Un gramo se disuelve en diez mililitros de aqua, dando una 

solución opalescente. Produce el descenso de la tension 

superficial de soluciones acuosas. Emulsifies las grasas.

USD: agente humectante, detergente, especialmente en la 

industria textil. Puede ser usado con agua pesada. Ingrediente de 

las pasτa≡ dentífricas.

INFORMACION EXTRAIDA DE "THE MERCK INDEX”. NINTH EDITION (1976).
i
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OCTYLPHENOL SERIES

TRITON X-7O5∙100ft∕o (x « 70)

TURON X 1!» (χ 1)
TRITON X-35 (χ = 3)
TRITON ×-45 (χ = 5)
TRITON X-114 < (X = 7-8)
TRITON X-100 (χ s 9 10)
TRITON ×-102 (X = 12-13)
TRITON ×-165 (X = 16)
TRITON X-305 (X = 30)
TRITON X-405 (X = 40)
TRITON X∙ 705-50% (x = 70)

NONYLPHENOL SERIES
TRITON N-42 
TRITON N-57 
I III ION N 60 

∣∣∣∣∣ON nidi

TRITON N 111
TRITON N-150
TRITON N-401

(x = 4) 
(x = 5)
(χ <0 

(x υ ιυ) 
(χ = ∣∣) 
(χ = ∣5) 
(x = 40)





APENDICE VIII: USO DE TINTURAS IONICAS EN EL ANALISIS DE 

SURFACTANTES IONICOS

La base del método propuesto por Mukerjee (106) es la 

si gui ente:

Líquidos orgánicos como el cloroformo o bromobenceno no son 

buenos sel vences para la mayoría de las tinturas iónicas, como el 

azul he metileno (cationico) o el azul de bromo-fenol (anionico).

En un sistema de dos fases, cuando alguno de esos solventes 

inmiscibles está presente con una solución de tintura en agua, 

muy poco'color se registra en la fase orgánica.

En el caso de encontrarse presente un detergente junto con 

un exceso de la tintura indicada con carga opuesta, la sal 

tintura surfactants que $,e forma, generalmente es mas soluble

en el solvente orgánico que en el agua. 

De cal ibraciones previ as o del conocimiento de 1 a

absorbancia de la tintura .en el solvente orgánico, se puede
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determinar la concentrad on de la tintura en el solvente.

Fn el cago del SDS los autores proponen dos posibilidades:

2 ) Ce. nsi deran que es un 207» mas sensible el usar como

tintura cβ∙.ic>nica Pinacyanol (8mg por litro), y Bromobenceno como 

solvente o-ganico. Absorbencia medida a )[ ≈ 621 nm. La tintura de 

Finacyanol se disuelve en una solución buffer Acido Borico - 

Rorax ph 9
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Como la tintura esta presente como una sal tintura - 

surfactante, se puede determinar la concentración del surfactante 

en la ∙fa≡e acuosa, a partir de experimentos de partición en 

equilibrio. Cualquier contribución de la tintura puede ser 

sustraída cono blanco de corrección. La sensibilidad del método 

puede ser incrementada en un gran tactor aumentando la relación 

tic fase acuosa a fase orgánica.

1 ) Tintura cationica⅛, Azul de metileno O.Oí M en C1H, 8 mg

por litro. Sol vente orgánico; Cloroformo. Absorbencia medida a* 

λ = 655 n- .



MATERIALES USADOS

Cloruro de Pinacyanol marca Sigma, solución 8 mg/1 en buffer 

borax - acido borico.

Acido Borico 0.1 M marca Mal 1 i πckrodtt; P.M,> = 61,84 g,

Λ
Tetraborato de sodio (Borax) marca Fluka; P.M. a≈ 201.22 g;

0.01 M.

METODO

En un recipiente se ponen 35 mi de una solución acuosa de 

detergentes, se le agregan 5 mi de solvente orgánico inmiscible y 

5ml de la tintura. Se agita con un shaker y se mide la 

absorbañeía de la fase orgánica.
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ESTABILIDAD , CONFORMACION E HIDRATACION DE PROTEINAS

ADSORCION DE AGUA EN FASE LIQUIDA Y GASEOSA

INES GRACIELA MOGILNER

ANEXO TABLAS



ISOTERMA DE ADSORCION DE MIOGLOBINA A 30 C PREVIAMENTE SECADA

6.8 4.098 4.066 (-0.957;9.153)

11.1 4.632 2.591 ( 1.412;7.853)

21.6 9. 146 3.725 ( 4.514;13.177)

32.4 9.220 1.694 ( 7.113;11.326)

43.8 11.719 2. 353 ( 8.793;14.645)

52.0 18.240 7.919 ( 8.395;28.085)

56.2 15.623 1.863 (13.307;17.939)

63.2 17.850 2.072 (15.273;20.426)

75.2 23.080 3.888 (18.246;27.914)

83.5 34.629 1.305 (24.413;47.844)

97.4 43.275 1.874 (26.448;60.103)

Los valores de la isoterma son valores promediados y pesados

1

HR g.ag∕100g.p.s S INTERVALO CONFIANZA

intervalo de confianza s



N HR Yeκ Ycal RESIDUO

1 0 0 0 0

2 6.8 4.098 1.841 2.257

3 11.1 4.632 3.011 1.621

4 21.6 9. 146 5.932 3.214

5 32.4 9.220 9.111 0. 109

6 43.8 11.719 12.793 —1.074

7 52.0 18.240 15.751 2.489

8 56.2 15.623 17.400 -1.777

9 63.2 17.850 20.404 -2.554

10 75.2 23.080 26.556 -3.476

11 83.5 34.629 31.875 2.754

12 97.4 43.275 44.031 -0.756

C ≡ 2.052 N ≈ 20.008 p** = 1.516 po

Y « g.ag.∕100g. ps Valores promediados y pesados

2



MIOGLOBINA 30 C. DESORCION NATIVA

Valores de la isoterma pesados y promediados.

HR g.ag.∕100 g.p.s. 8 intervalo de confianza

97.4 49.349 15.398 <-88.929;187.627)

83.5 30.026 1.334 ( 24.292; 35.760)

75.2 19.548 6.084 < 8.237; 27.582)

63.2 12.977 1. 191 ( 11.083; 14.872)

56.2 11.506 1.426 < 9.239; 13.773)

52.0 15.904 6.226 ( 5.957; 25.851)

43.8 9.036 1.314 < 6.946; 11.125)

32.4 7.033 7.881 ( 5.780; 8.286)

21.6 11.099 4.652 < 3.702; 18.496)

11.1 2.373 1. 104 < 0.617; 4.129)

6.8 2.067 2.461 < -1.846; 5.980)



N puntos HR Yex Ycal RESIDUO

1 97.4 49.349 65.367 -1.133

2 83.5 30.026 28.919 0.916

75.2 19.548 21.070 -0.276

4 63.2 12.977 14.519 -1.429

5 56.2 11.506 11.958 -0.350

6 52.0 15.904 10.679 0.920

7 43.8 9.036 8.562 0.398

8 32.4 7.033 6. 145 0. 126

9 21.6 11.099 4. 136 1.648

10 11.1 2.373 2.225 0. 148

11 6.8 2.067 1.405 0.297

12 0 0 0 0

c = 3.190 N = 7.561 p** ≡ 1.096 po

Y ≡ g.ag. ∕ 100 g. p. s. Valores promediados y pesados

4



MIOGLOBINA 30C.DESORCION PREVIO SECADO

HR Sg.ag./1OOg. p. ≡. INTERVALO CONFIANZA

97.4 43.275 1.874 (26.448;60.103)

S3.5 39.916 2.650 (16.122;63.709)

75.2 30.309 8. 188 < 9.983;50.635)

63.2 22.279 8.641 ( 8.540;36.017)

56.2 20.300 7.875 ( 7.779;32.820)

52.0 19.048 8. 124 < 6.130;31.965)

43.8 16.369 7.708 ( 4.114:28.625)

32.4 15.900 5.773 ( 6.721;25.079)

21.6 16.933 5.905 ( 7.543;26.323)

11.1 11.587 6.678 ( 0.968;22.205)

6.8 10.181 5.791 < 0.973;19.389)

Valores de la isoterma pesados y promediados



N puntos HR Yex Ycal RESIDUO

1 97.4 43.275 44.113 ~0.838

2 83.5 39.916 36.070 2.719

■3 75.2 3O.309 32.344 -0.464

4 63.2 22.279 27.861 ~1.210

5 56.2 20.300 25.586 ~1.262

6 52.0 19.048 24.303 “1.210

7 43.8 16.369 21.911 “1.346

8 32.4 15.900 18.641 “0.888

9 21.6 16.933 15.201 0.55O

10 11.1 11.587 10.599 0.27θ

11 6.8 10.181 7.765 0∙ 783

12 0 0 0 0

c ≡= 14.908 N s≡ 19.183 p** ≡ 1.665 po

Y = g.ag. ∕ 100g.p.s. Valore^romediadoE y pesados



ISOTERMA DE ADSORCION COLAGENO DE COLA DE RATA A 20C. METODO

GRAVIMETRICO

N puntos (P/PO) Yex Yeal RESIDUO

1 0 0 0 0

2 0. 05 6.250 5.357 0.893

3 0. 10 8.800 8.905 -0.105

4 0. 15 11.200 11.552 -0.352

5 0.20 13.200 13.699 -0.499

6 0.25 15.500 15.554 -0.054

7 0. 30 17.300 17.235 0.065

8 0.35 18.700 18.818 -0.118

9 0.40 20.000 20.356 -0.356

10 0.45 21.900 21.886 0.014

11 0.50 25.200 23.440 1.760

12 0.60 26.000 26.728 -0.728

13 0.70 30.000 30.432 -0.432

14 0.80 35.000 34.794 0.206

c » 11.552 N « 19.616 P** ≈ 1.653 po

Y ≡ g.ag. ∕100g.p.s.
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ISOTERMA ADSORCION COLAGENO TENDON DE AQUILES BOVINO 25C. METODO

GRAVIMETRICO

N puntos (p/po) Yex Ycal RESIDUO

1 0 0 0 0

2 0.06 6.360 7.023 -0.663

3 0.11 7.900 9.628 -1.727

4 0. 17 12.940 11.686 1.254

5 0.31 17.580 15.194 2.386

6 0.43 18.560 18.046 0.515

7 0.51 19.480 20.160 0.680

8 0.57 24.260 21.949 2.311

9 0.75 26.810 29.089 2.279

10 0.81 29.840 32.419 2.579

11 0.85 33.730 35.052 1.322

12 0.88 39.090 37.302 1.788

13 0.93 43.010 41.725 1.285

c = 21.100 N = 13.650 p** ≡ 1.368 po

Y a= g.ag. / lOOg.p.s.
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ISOTERMA ADSORCION COLAGENO 35C TENDON AQUILES BOVINO. METODO

GRAVIMETRICO

N puntos (p/po) Yex Ycal RESIDUO

1 0 0 0 · 0

2 0.06 7.280 6.701 0.579

3 0. 11 8. 190 8.780 -0.590

4 0.31 13.070 13.244 -0.174

5 0.43 12.700 15.746 —3.046

6 0.51 19.910 17.699 2.211

7 0.57 22.150 19.406 2.744

9 0.75 26.110 26.702 -0.592

9 0.91 28.640 30.365 -1.725

10 0.95 33.020 33.385 -0.365

11 0.88 36.790 36.057 0.733

12 0.93 41.880 41.565 0. 315

c ≡ 26.937 N = 11.140 p** ≈ 1.264 po

Y ss g.ag. ∕ 100g,p.s.
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ISOTERMA ADSORCION LISOZIMA 25C. METODO GRAVIMETRICO

N puntos (p/po) Yex Ycal RESIDUO

1 0 0 0 0

2 0. 17 5.030 4.897 0. 133

3 0.31 6.650 7.243 —0.593

4 0.43 9.950 9. 165 0.785

5 0.51 10.760 10.578 0. 182

6 0.57 11.900 11.770 0.130

7 0.71 14.230 15.302 1.072

8 0.81 17.580 18.934 -1.354

9 0.88 25.380 22.463 2.917

10 0.94 25.410 26.569 -1.159

c « 8.486 N ≡ 7.560 p** = 1.292 po

Y as g.ag./ 1OOg. p. s.
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DESORCION LISOZIMA 25C- METODO GRAVIMETRICO. SECADO CON PENTOXIDO

Y VACIO

N puntos íp/po) Yex Ycal RESIDUO

1 0.88 25.540 24.812 0.728

2 0.81 19.420 20.797 1.377

3 0.71 16.950 16.812 0. 138

4 0.57 13.410 13.108 0.302

5 0. 51 12.230 11.907 0.323

6 0.43 10.730 10.528 0.202

7 0.31 8. 700 8.738 0.038

S 0. 17 6.440 6.642 0.202

9 0 0 0 0

c = 19.797 N = 7.598 p** = 1.257

Y a≡ g. ag. / 1 OOg. p. s.
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CICLOS DE HI STERES IS DE MIOGLOBINA A 30C. METODO DE LA BALANZA' DE

CUARZO

EXPERIENCIA PRIMERA

DESORCION I ADSORCION I

HR(X) g. ag∕IOOgp≡∙

punto

HR<X) g∙ag∕100gps

punto

56.2 14.286 1

52.0 21.088 2

48.3 17.007

DESORCION II

56.2 25.170

52.0 18.367 6

48.3 23.129 7

32.4 20.408 Θ

21.6 16.327 9

DESORCION III

48.3 22.449

32.4 13.605 12

48.3 17.007

52.0 10.204. 4

56.2 25.170 5

ADSORCION II

21.6 16.327

32.4 20.408 10

48.3 22.449 11

ADSORCION III

11.1 18.367

21.6 19.048 15
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21.6 21«088 13

11.1 18.367 14

DESORCION IV

21.6 19.048

11.1 17.007 16

6.8 14.966 17

ADSORCION(PREVIO SECADO)

6.8 17.770 18

11.1 22.890 19

21.6 21.660 20
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EXPERIENCIA II

DESORCION I ADSORCION I

HR (7.) g.ag∕100gps HR (7.) g.ag∕100gps

punto punto .

56.2 25.625 1 48.3 20.000 partida

52.0 19.375 2 52.0 19.480 4

48.3 20.000 “T 56.2 24.840 5

DESORCION II ADSORCION II

56.2 24.840 21.6 22.490

52.0 27.500 6 32.4 21.550 10

48.3 28.75 7 48. 3 30.30 11

32.4 25.625 8

21.6 22.490 9

DESORCION III ADSORCION(PREVIO SECADO)

48.3 30.300 6.8 28.890 16

32.4 27.000 12 11. 1 30.770 17

21.6 30.310 13 21.6 33.870 18

11.1 28.890 14

6.8 27.290 15
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