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INTRODUCCION

El rol del agua en los procesocs biolpogicos, es un tema gue
h: sido investigado desde los tiempos de los antiguos griegos,

hzn e=ido estos filosofos—cientificos (1) leos primeros en dividir

materia en "tierra,fuego vy agua". Las investigaciones clasicas

-t
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rermitieron obtener el contenido de agua de plantas ¥y animales
por metoco de desecacion, pero recien en la primera mitad de
raestro siglo, biologos y bioguimicos fueron capaces de definir
aigunacs de las propiedades del agua en las celulacs gracias a las

rraevas tecnicae quimicas y fisicas puestas a punto.

El agus €= el =olvente primario en el cual los otros
¢ mponentes celulares y les sclutos difunden. En muchas
reacciones biogquimicas el agua sirve como donor de ione-s
ridrogeno, la discciacion del agua contribu;e a la regulacion

cel ph celular. A causa de su alta capacidad calorifica, el aga
zcumula energia metabolica y contribuye a la regulacion de la
temperatura de los organismos. A traves de interacciones

sidrofobicas e hidrofilicas el agua contribuye a la



gstabilizacion ée la estructura tridimensional de las
macromoleculas y mas aun estabiliza construcciones celulares
gigantes como la doble capa lipidica de membranas y microtubulos.
Rdemas el agua es lubricante de los tejidos y en combinacion con
los polisacaridos puede contribuir a 1a formacion de +filme de
baja friccion en la superficie. For ultimo, los productos finales
del camino metabolico son dioxido de carbono y agua. De modo que

las celulas no eclo usan agua, sino gque tambien la sintetizan.

HIDRATACION GENERAL Y ESFECIFICA. AGUA DE HIDRATACION.

Para poder tener un correcto cuadro del estado del agua en
iose tejidos, debemo=z abordar la hidratacion de los diferentes
componentes, sabiendc que aunque un detallado conocimiento de la
hidratacion de las macromoleculas y pequenas estructuras, al
final, contribuye a un mejor entendimiento de la hidratacion de
los tejidosy no podemocs concluir que el esquema final se ocbtenga

simplemente de la adicion de las propiedades individuales.

El problema del estudio de la hidratacion de tejidos vy de
sus componentes no es meramente academico sino que responde a las
cemandas de las cilencias aplicadas: tecnoclogia de alimentos

isecado, Ccryopreservacion y procesos de rehidratacion), industria

N



del papel, textil, industria de medicamentos ¥y cuero, son algunos
ejemplos de las multiples ramas de la produccion y de la medicina

-

que requieren continuamente informacion sobre hidratacion.

Uno de 1los problemas fundamentales con los que uno se
enfrenta cuando desea definir la hidratacion de proteinas -y
otras macromoleculas- es gue aunque la idea de hidratacion esta
ciertamente relacionada con la cantidad de agua asociada con la
macromnlecula, la medicion de cuanta agua esta asociada a la

misma requiere conocer que propiedades determinan tal asociacion.

FPara una dada definicion de aqua asociada, una dada tecnica
experimental sera requerida para tener una medida de l1a cantidad

de tal agua en concordancia con la definicion utilizada.

E= posible utilizar definiciones operativas, considerando al
agua de hidratacion a aquella gque no congela a ceroc grado, la
cual no contribuye a la permitividad dielectrica a 1 GHz, etc.
Obviamente la cantidad de agua de hidratacion sera diferente para
cada definicion, dependiendoc de las propigdades consideradas. Es
decir que la expresion "agua ligada" no tendra ningun significadao
ey el caso de no especificarse claramente que definicion vy

techica se han utilizado.

~t



Cuando nos referimos a hidratacion podemos estar interesados
en propiedades dinamicas, estfucturales o termodinamicas vy
debemos dirigir nuestros esfuerzos al uso de la tecnica deseable
para dar informacion de la propiedad requerida.

Debemos tener en cuenta gque a menudo existe una fuerte relacion
entre ellas:ei= una tipica tecnica estructural como difraccion de
Rayos X es seriamente afectada por el estado dinamico del
agua. Las diferentes tecnicas dinamicas que dan informacion dentro
de distintas escalas de tiempo son utiles patra dar informacion en

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

A wmodo general debemos decir que cuando gueremos hablar
sobre agua de hidratacion, debemos indicar sobre que clase de
propiedades estamos hablando o mejor dar una clara especificacion
del estado dinamico, estructural y/c termodinamicgo del agua, en-
lugar de referirnos al mismo como "ligado", "estructural”, u otra
expresion similar. Por tanto concluimos que el estado de
hidratacion =0lo puede ser obtenido mediante el cuidadoso uso de
tecnicas diferentes que cubran los diferentes asgectos de la
hidratacion. E1 uso de las diferentes tecnicas requiere un
detallado concrimiento de las mismas —mas fuanto mas sofisticadas

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

tiidratacion.

De acuerdo a BERENDSEN (2) los siguientes aspectos de 1la



hidratacion deben de setr considerados.

ASPECTOS TERMODINAMICOS: relacionados a entropias Y
entalpias de interaccion entre macromoleculas vy agua, y que

influencian los coeficientes de actividad de los soliitos.

De acuerdo a este aspecto las definiciones de agua ligada
serian:

i ) El agua que esta ligada en equilibrio y a una cierta
humedad relativa vy temperaturay o la cantidad de agua que s
retenida luego de un cierto proceso de secado.

ii ) El1 agua qgue llena la primer monocapa de adsorcion, en
conexion con una cierta interpretacion teorica de la iscterma de
adsoircion.

iii ) El agua gue no esta disponible para la sclvatacion de
solutos, dependiendo del tipo de solutos.

iv ) E1 agua que no congela a una dada temperatura abrupta

de transicion (ej 0 C ) — Depende de la tecnica de cangelamiento.

ASFECTCS DINAMICOS: gue involucran detalles de movimiento-

molecular y propiedades hidrodinamicas.

Las definicicnes de agua ligada que cubren estas facetas
son:

v )} El agua que no contribuye a la permitividad electrica a

‘th



una cierta frecuencia.

vi ) El agua que acompana a una macromolecula en los
experimentos de =sedimentacion,difusion,viscosidad,aumentando el
tamano hidrodinamico de la macromolecula.

vii ) El agua que produce una lenta velocidad de rotacion,
medida con tecnicas de resonancia megnetica nuclear

viii ) El1 agua gque muestra una lenta velocidad de auto-

difusion.

ASPECTOS ESTRUCTURALES: relacionados con  posiciones Y
orientaciones medias de las moleculas de aqua, respecto de una a

otras y & las macromolecul as.

Siendo las definiciones pertinentes:

iy ) El agua gque vista por medio de tecnicas de difraccion
de Rayos X o neutrones ccupan una posicion molecular regular con
respecto & una macromolecula en un cristal.

% ) El agua que se desvia de la densidad normal del
liquido, determinado por dispersion de luz o difraccion de RX en
pequenos angulos de soluciones macromoleculares.

ni ) El1 agua que ( puede ser vista por tecnicas de
espectroscopia infrarroja vy Raman ) esta unida por puentes de

hidrogerno a la macromolecula.

Ere Ja Fig.l1 vemos algunas de las distintas tecnicas
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biofisicas gque se aplican al estudic de los sistemas vivos, en
relacion con el tiempo en el cual las propiedades fisicas del

agua pueden ser medidas.

Un npumerco critico de esta escala de tiempos eszb hielo a 10
s. Siendo zy hielo el tiempo de correlacion difuncional o el
tiempo entre "szltos" posicionales de las moleculas de agua en el
csistema. En el tcasoc del bhielo Zp es lento, aproximadamente 10
=, mientras en el caso del agua liquida pura ZD es

: -4 . :
aproximadamente 1G s {o un millon de veces mas rapido). Muachas
de las propisdades fisicas del agua pueden teoricamente
relacionarse con ZD s ¥ a menudo las ecuaciones provenientes de
tecnicas biofisizas incluyen a menudo este parametro. De modo que
la utilidad de unas tecnica biofisica para dar informacion socbre

el ecstado del acuas depende de cuan rapido pueda realizarse.

Metodos cocmo el de espectroscopia infrarrocja o Raman vy
dispercsion inelastica de neutrones suministra iqfnrmaciun sohre
factores intramcleculares tales como longitud de ligaduras H-0 vy
angulos de ligacuras de hidrogeno (factor geometricol). En el caso
de tecnicas gu2 reguieren tiempos mayores de medicion qgque el
requerido para obtener.zb s Gan un promedioco sobre toda 1la
poblacion de groleculas, con una contribucion cinetica a la

difusion. En cz=neral estas tecnicas arrcojan informacion sobre

i

interacciones ertre moleculas de agua y entre moleculas de agua y

-5



su entorno (Factores cineticos). Ambos casos estan ilustrados en
la Fig.2.

La confusion sobre el estado fisico del agua en sistemas
biologicos es en muchas casos &1 resultado de una erronea
separacion y/o extrapolacion de la informacion suministrada por

las diversas tecnicas biofisicas aplicadas a un mismo sistema.

HIDRATACION ESFPECIFICA Y GENERAL

En el caso de pequenos soclutos es posible consider ar
diferentes esferas de hidratacion,siendo las propiedades de las
moleculas de agua pertenecientes a una misma esfera muy similares
(Apendice 1I). Aun para pequenocs sclutos este cuadro s una
simplificacion, fero en el caso de las macromoleculas esta

.
aproximacion es insostenible. La superficie macromolecular es
suficientemente grande -respecto al diametro de 1la molecula de
agua— para tener irregul aridades de considerable

importancia. Estas irregul aridades significan diferentes

posibilidades para la interaccion agua—-macrompoleculas.

Estoc implica abandonar la idea de esferas de hidratacion



uniformes y utilizar un mejor criterio para caracterizar el
estado de hidratacion.

.Usaremos el concepto de "hidratacion ecspecifica" para
referirnos a las moleculas de agua fijadas a sitios bien
definidos en la macromolecula y el de "hidratacion general” al
agua que —-aunqgue fuertemente relacionada a la macromplecula— no

oceee sitios especificos de ligadura estando en la superficie o
g 3

sabtre otras molecul as de agua formando multicapas.

Una de las formas de determinar la hidratacion especifica es
por medic de tecnicas de difraccion (Rayos X - difraccior; de
neutrones), perc no es posible cobtener un cuadro completo usando

solo estas tecnicas.

Molecul as -—on ,un tiempo de residencia muy peguenc gue pueden
ser consideradas pertenecientes a la hidratacion especifica no
pueden =er detectadas por difraccion de Rayos X. En casos
favorables, resultados extremadamente buenos han sido obtenidos
gando claramente la posicion de las diferentes moleculas de agua
entre los cristales macromoleculares (particularmente en el caso

de proteinas).

Mas alla de las dificultades halladas cuando ‘moleculas de
agua tienen una considerable movilidad, vya desde los primeros

trabajos en cristalografia de proteinas, las imagenes de



difraccion se usaban para indicar no sclo las ya mencionadas
moleculas de agua fijas, sino tambien para dar indicaciones e
las regiocnes donde preferentemente se une el agua y aun de la
cantidad de la misma. Esta informacion es invalorable para 1la
interpretacion de resultados cbtenidos por resonancia magnetica
nuclear (n.m.r.), relajacion dielectrica, etc. Es interesante
destacar que tecnicas tan diferentes vy aparentemente no
relacionadas comc n.m.r. e isotermas de adsorcion puedan ser

altamente complementarias.

FUERZAS GUE ESTARILIZAN LA ESTRUCTURA PROTEICA

Las proteinas son polimeros naturales con pesoc molecul ar en
el rango de S000 a varios millones. Son formas policondensadas de
aminoacidos, con formula general (-MHCHRCO-)n , donde R puede swoar
cualquiera de 1los 22 aminocacidos (estamos hablandoc de 1la

estructura primarial.

Hay gque tener en cuenta, que salvo muy pDCOSs CAS0S
(colagenc, keratina) el estadoc nativo corresponde a 1a
macromclecula en solucion. Entendiendose como estado nativo aguel

en el cual la proteina desarroclla su actividad biologica normal.

10



s decir gque en los niveles otrrganizatiwvas estructurales

{estructura secundaria, terciaria, cuaternaria, de acuerdo con la

namenclatura anterior; o =31 equivalencia:secundaria,

supersecundaria, dominios, proteina globular o fibrilar,
¥

agregados) no podemos separar a la misma del medio. De modo que

debemos conciderar la interaccion Proteina-Sclvente y el estado

%
conformacional de la misma como una relacion biunivoca.

Las fuerzas que estabilizan la estructura proteica son
predominantemente de naturaleza no-covalente. Las principales
son:

1 } Ligaduras de hidrogeno.

2 ) Interacciones electricas.

3 Interac:ion.hidrofobiqa.

FPara las ligaduras de hidrogenoc, el equilibrio a considerar
es equel entre ligadwas de hidrogeno internas entre grupos
dentro de la molecula de proteina y ligaduras de hidrogeno entre
es0s grupos y las moleculas de agua. La diferencia de energia
entre ambos estados finales .es peguena, vy se estima en general
que la contribucion neta de los puentes de hidrogeno a 1la

estabilizacion proteica no es grande { &3 ).

Las contribuciones electricas pueden ser de dos especies: 1)

Interaccion carga—cargas entre grupos ionizables de los residuos

11


finsles.es

de aminoacidos. ‘2) Interacciones dipolares internas entre grupns
peptidicos, en particular, en secciones ordenadas de una molecula

de proteina ( alfa—helice ).

Las proteinas se encuentran normalmente en un medio de alta
fuerza ionica, del orden de T‘/z =1, 15, y las cadenas laterales
cargadas vyacen en la superficie de la molecula, expuestas al
solvente. Cualqguier interaccion entre cargas en la superficie
esta amenudo apantall ada, contribuyendo & una pequena
estabilizacion. Por otra parte,la adquisicion por parte de 1la
proteina de carga neta no nula {( positiva o negativa ) produce
una repul sion entre los grupos,y por ende una neta

desestabilizacion { &4 ).

gl tercer tipo de contribucion no-covalente a la estabilidad
estructural de 1la proteina es el producido por la interaccion
hidrofobica Este efecto da cuenta de 1a interaccion
desfavorable entre moleculas de agua y residuos no polares de 1a

proteina ( 65 ).

Cuando una molecula de hidrocarbono es intiroducida en agua,
induce cambios en 1la estructura del agua, frecuentemente 1la
entropia decrece. FPara minimizar este desfavorable cambia
entropico, las moleculas no-polarez estan forzadas a juntarse, en

gotas o globulos, reduciendo asi la superficie de contacto con &l

12



agua. En el caso particular de una proteina, las cadenas laterales
de aminoacidos, las cuales estan unidas por 1la cadena
peptidica, cubren un amplio rango de polaridad, desde altamente
polares (como los grupos carboxilicos de los acidos aspartico o
glutamico) a altamente no polares como el anillo bencenico de la

fernil alanina.

El contacto de los residucs no polares con el agua baja la
entropia del sistema. Como resultado, las cadenas de la proteina
ecstan forzadas a plegarse en una estructura micelar con la mitad
de los grupos hidrocarbonados hacia el interior del globulo y los
grupos polares hacia afuera (estamos, obviamente, ejemplificando
el caso de proteinas globulares).Mediciones de la energia libre
de transferencia de aminoacidos entre agua y solventee organicos,
amen de consideraciones teoricas muestran que el remover residuos
no—pol ares del contacto con el agua produce una mayor
contribucion a la energia libre de la estabilizacion

conformacional (&63,65).

DESESTARILIZACION CONFORMACIONAL DE LA PROTEINA

El agregado de diversas sustancias a una solucion acuosa de



proteina produce, 1la mayoria de las veces, la deéﬁaturalizacion
de -l1la wmisma. El producto final puede adoptar en general dos
formas diferentes: 1 ) FPuede adoptar la forma .de cadena no
plegada,similar a la forma al azar de los polimeros sinteticos
(estamos ejemplificanda en proteinas globulares). Tal
desnaturalizacion 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 alcancef{ej: alfa helice).Tal desnaturalizacion
ocurre con e} agregado de muchos solventes organicos como acetona

y alcoholes (&648).

Se acepta en general que la estabilidad conformacional de
una molecula de proteina nativa en una soclucion acuocsa es el
resultado en primera instancia de la presion que ejerce &1 agua
sobre 1los residuos no polares, forzando los mismos hacia el
interior., de 1la mplecula. Reciprocamente, la ruptura de 1=
estructura nativa por los agentes desnaturalizantes esta
intimamente relacionada a las interacciones con los componentes

estructurales de la proteina (67),(68).

No exicste en general acuerdo, sin embargo,de cual de los dos
efectos (el de los desnaturalizantes en la estructura en el senc
del agua o el de la interaccion de los mismos con los elementos

‘estructurales de la proteina) juega el rol preponderante.
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En un sistema en equilibric, la interaccion. entre sus
diferentes componentes debe estar relacionada, a traves de los
requerimientos de la ec. de Gibbs-Duhem. De modo gque en el proceso
de desnaturalizacion de uwna proteina uno debe esperar cambios
simultaneos en la estructura del agua, en la conformacion de la
proteina, y en la interaccion entre los componentes del solvente y

las partes de la molecula de proteina.

CAMEIOS CONFORMACIONALES

la conformacion adoptada por una macromolecul'a (proteina o
polipeptido) en un medio acuosoc es el equiiibrio resultante de
los efecteos competitivos del solvente, de las unidades peptidicas
componentes de la cadena macromolecular y de la secuencia de las
unidades en la miema. £El numerc: de conformaciones gque una
proteina conteniendo centenares de unidades peptidicas puede
adoptar es =zltisimo, sin embargo es posible dividirlos (con
criterio amplio) en dos grupos principales: 1) Contiene las
conformaciones en las cuales predomina 1la interaccion entre

unidades peptidicas sobre la interaccion del sclvente sobre las

unidades peptidicas, para la mayoria de las unidades. 2) Contiene



las conformaciones para las cuales es predominante la interaccion
union peptidica-soclvente.

Actualmente se acepta que la primera clase corresponde a las
conformaciones nativas helicoidales de las macromoleculas; en
tanto 1la segunda clase da cuenta de las configuraciones al azar

(rrandom —-coil), es decir desnaturalizadas.

Una division en dos estados es obviamente una simplificacion
de una situacion compleja, pero es una herramienta util para
pensar & las macromoleculas estando predominantemente en 1la
configuracion nativa (helicoidal) o predominantemente en 1la

canfiguracion deenaturalizada (random—coil) (&%9).

El equilibrioc entre ambos estados forma parte de la base de
la aproximacion de la teoria de los "dos estados" propuesta por
Brands (&9} en la cual un numerc no especifico de diferentes
conformaciones son posibles, cada udna caracterizada por un valor
particular de un parametro experimental observable @ el cual es
utilizado para examinar el sistema. En geﬁeral observamos valores
promedios de los diferentes parametros (3), los cuales varian con
la' temperatura, presion y composicion del solvente desde que la
probabilidad de cada estado conformacional depende de la

naturaleza del e=olvente.
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El estudio de la participacion del agua en la estructura de
proteinas, puede encararse mediante diferentes tecnicas. 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 isoctermas de adsorcion.

lLos estudios de las isctermas de adsorcion se desarrollaron
inicialmente desde el puntc de wvista fisicoquimico {(Langmuir

1218) y luego fueron aplicados a sistemas biologicos (1944).

Fese a gue esta ultima aplicacion se inicia hace mas de
cuarenta y cinco anoe, muchos aspectos no han sido considerados
adecuadamente. Por una parte el propio analisig de las isotermas
ce lleva & cabo generalmente mediante el uso de conceptos
cineticos ~tal como fuera planteado por Langmuir— 1o gque resulta
irrelevante para un proceso de equilibrio. Este enfoque, ademas
de 1la cuestion conceptual,g no permite un adecuado analisis del
proceso y, consecuentemente, disminuye el aprovechamiento de la

tecnica.

For otra parte la aplicacion a los sistemas bioclogicos, no
siempre ha contemplado en la literatura la labilidad de los
miemoe vy las posibles &lteraciones debido a la metodolcgia de

aplicacion de 1la tecnica experimental.
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Asimismo el estudio de las isotermas gas—salido y liquido-
solidoy asi como la presencia de co-solutos y su efecto en
proteinas mediante un tratamiento unificado y coherente no se ha

informado en la literatura.

Consideramos en primer lugar la adsorcion de vapor de agua

tanto desde el punto de vista teorico general, como
experimentalmente para distintos biopol imeros b algunas
aplicaciones. A continuacion consideramos la situacion de

sistemas en solucion y suspension, vy la posible formulacion de un
modelo que establezca la vinculacion entre las isotermas en fase
gazepnsa Yy en fase liquida. Los aspectos experimentales de 1a
isoterma en fase liquida, considerando la presencia de co-
solutos, se abordan utilizando di ferentes tecnicas

exparimentales.
Como aplicacion se utiliza un sistema de importancia, tanto
por su relevancia conceptual como por su posible relevancia

tecnologicar: el sistema colageno — detergente.

‘Finafmente se plantean las conclusiones generales del

trabajo.

ig



FPARTE 1 ADSORCICN DE VAPOR DE AGUA

Exiete una dependencia entre la cantidad de agua tomada por
una sustancia vy la presion de vapor de la atmosfera a la cual
esta expuesta. La relacion entre contenido de agua y presion de
vapor a una cierta temperatura define la isoterma de sorcion de

gicha sustancia.

El termino SORCION incluye dos procesos diferentes:

i ) ADSORCION en el cual el agua ee tomada por la superficie
ciel solido; v

ii ) ABRSORCION en el cual el agua penetra en el solido. No
siempre es facil distinguir entre ambos procesos.

! .

En el caso de polvo de proteina la cantidad de agua tomada a
una cierta presion de vapor, no depende del. tamano de la’
particula (5), este hecho indica que 1 agua no ez tomada por la
superficie, sino que penetra dentro de las particulas, definiendo
por tanto el procesc como de absorcion, en cambioc la toma de
vapores de gases inertes como N por polvo de proteina depende del

grado de pulverizacion, estamos ante un fenomeno de adsorcion.
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For otro lado, las molecul as de proteinas son
suficientemente grandes como para considerar que las moleculas de

agua son adsorbidas por las mismas en superficie.

No existe acuerdo al respecto, y en la literatura
especializada <=e puede encontrar que se utiliza indistintamente
los terminos de "ab" y "adsorcion". Como las tecorias de sorcion
pueden ser desarrolladas en bastante extension sin hacer ninguna
diferencia entre adsorcion y absorcion, esta anarguia en la
designacion del fenomeno puede ser subsanada sin cometer serios

errores.

DIFERENTES ISODTERMAS DE ADSORCION

Las isotermas experimentales han sido clasificadas por
Brunauver (5) en 1945 en cinco tipos distintos mostrados en la

Fig.3.

Sorcion de agua por proteinas, acidos nucleicos y complejos

sistemas biologicos, incluyendo a alimentos parcialmente disecados

corresponden al tipo II.
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FIGURA 3

CLASIFICACION DE LAS ISOTERMAS DE ADSORCION SEGUN BRUNAUER



Como lo demostramos mas adelante las isotermas de tipos I 'y
Il pueden ser conceideradas juntas, considerando sus diferencias

s0lo en forma cuantitativa.

A pesar del gran numero de trabajos que existen &1 respecto,

NHoc existe un tipo de isoterma universalmente aceptado.

En el camino de investigar en busca de la "mejor" formula,
mas” de 75 isotermas han sido propuestas (7), pero la mayoria de

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

La Tabla 1, muestra una lista de algunas de ellas. Las
estudios de sorcion han sido hechos a partir de aproximaciones
tecnologicas o conocimientos basicos, existiendo uwna superposicion
dée resultados v una duplicacion de esfuerzos. La mayoria de las

icsotermas de origen tecnologico son empiricas.

A comienzos de 1918, Langmuir (?) considero el fenocmenoc de

adsorcion como un proceso cinetico.

Aunque Lamgmuir e= conocido principalmente por la 1lamads
"isoterma de ronocapa de Langmuir" (Tipo 1), en el trabaio
mencionado sienta las bases para las otras iscotermas. La iscterma

de Langmuir tipo IV corresponde a la de tipo II ("multicapas") de

21



Brunauer, Emmett y Teller (10), actualmente conocida coma isotermas
de B.E.T. Pero en ambos casos existe una interpretacion erronea
del fenomeno vya que los autores utilizan argumentos cineticos

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

TRATAMIENTO MECANICO ESTADISTICO

Tratamientoc de Guggenheim:

Como estamos interesados en conocer como algunas moleculas
son ligadas a la superficie a un acierta temperatura y a una
cierta presion de vapor, £l conjunto macrocanonico es el adecuado

para tratar a - este sistema.

El numerc de moleculas fijadas, esta dado por la siguiente

expresion:
r ~
n=4Jng 237 1)

donde ) = actividad absoluta, vinculada al potencial guimico por

la siguiente expresion:

hl
-

) = exp ()u / RT ) {

t
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¥ABLA 1 . MODELOS DE SORCION EN MONOCAPA LOCALIZADA
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. r .
siendo L la gran funcion de particion.,

La clave para solucionar el problema es €1 poder computar la
gran funcion de particion. Fodemos obviar esta dificultad
rezlizando las siguientes suposiciones: Primero consideramos N
sitios primarios de adsorcion que pueden ser llenadog
independientemente. &8i sobre cada uno de estos sitios pueden
accmodarse nRGe una sino varias moleculas, la gran funcion de

particion puede ser escrita como:

N
r )2 2 .
,‘-=(1+q+ qq + g q9q te... J { 32
1 12 1 23
donde q ( i=1,2,3,...) es la funcion de particion de una
i
particula sorbida en el sitin "i"; definida como:
qQ =exp ( — £ 7 kT) ; siendo & la energia
i i i

de cualquier estado posible de la molecula.

Nos encontramos nuevamente con una dificultad, la de darle a



q una expresion con la que se pueda trabajar. Podemos salvar
i

esta dificultad, =i analizamos una nueva suposicion que todas
las moleculas, excepto la primera de cada sitio, tienen la misma

funcion de particion, proporcional a la lera de ctada sitio, es

decir:

Q=Qq =Qq =.......=q
2 3 4

Q =cq

1

De manera que:

~ - -
22 3 3 N

E = (1 + Acq + )(:(]4' ) C Q %ausaa)

N

=(1+(Acq)/(1—q))
= ( (1 +-(c—1)))q)/(1—,\q)) ¢ 4 )
con 1o cual obtenemos finalmente la expresions

n=Nch/(-(1+<c.—-1>-)(q)<1—Aq)) {5



Fuesto que el adsorbato esta en equilibrioc con el gas
{agua en nuestro caso) el valor de ) es igual al del gas, ¥
ademas proporcional a la presion p, mientras que q es

independiente de p, podemos escribir:

)\q =p / p* { 6

donde p* ( al igual que € ) es caracteristico de la
superficie, del gas y de la temperatura,pero independiente de la

presion.

La iseoterma puede =er escrita como:

n =N ci{p/p*¥)3/{ [1 +{c = 1) p/p* I[1-p/p*l} (7))

Siendo esta isoterma easxactamente igual a la isoterma de

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

supocsicion implica que las moleculas de la “"multicapa" son

termodinamicamente sgquivalentes a la del liguido, no habiende sin

embargo razones valederas para establecer esto a priori.



Para satisfacer esta condicion el espaciado de los sitios de
sorcion deberian coincidir exactamente con el espaciado del

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

Un problema de relevante importancia es el del significado
de los parametros gue aparecen en la isoterma. No existe ningun
problema con N = al numerc de sitios primarios de sorcion
{expresados en las unidades correctas ), pero en 1o gue respecta

a "c" vy p¥* la situacion debe ser estudiada cuidadosamente

Primero definamos el potencial guimico "standard" para el

sitio i-esimo como:

[ ]
M = ~FRTiInag (8 )

A

donde standard se refiere a total ocupacian del sitioc i-

esimo. Usaremos siempre como referencia el estado liquidao.

Aceptando esta definicion podemos escribir:



[a)

M = A + RT 1In ¢ p¥/p )
Multicapa L o { 9 )
o
M =pm - RT In ( cp / p% )
1 L o

de modo que:

p¥ = p exp [ (p° - p ) /RT3

o Multicapa L ¢ 10 )

€= (px/p ) exp [ = (p - pn ) /S RT 1

o 1 L

FPodemos observar gue aqui p* es una medida de las propiedades
termodinamicas del promedio de las moleculas en las multicapas,en

tanto gue "c" lo es de la monocapa.

Es interesante notar que con la suposicion de B.E.T. ¢

B



B.E.T.

xiste wuna relacion

l1os de R.E.T.:

G B.E.T.

c =1+ ( p¥*

para ( px / p ) entre 1 vy 2 vy

G

exp [ - IJ

) / RT 1

(11 )

simple entre los parametros de Guggenheim

"

ne
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siendo valido para c muy pequeno.

SUFPERIDRIDAD DEL AJUSTE DE LOS DATOS EXPERIMENTALES MEDIANTE EL

USO DE LA ISOTERMA DE GUGGENHEIM

En nuestro laboratorio —-orientado al estudio del agua en
sistemas biologicos- hemos encarado el analisis de las isotermas
ge adsorcion con el objetivo de aplicarlo al estudioco de 1la
interaccion agua-proteina. Entre el gran numero de isoctermas
existentes (cuya existencia se justifica en que ajustan un
limitado numero de datos experimentalecs ); suponiamos gque para
nuectro proposito la gque mejor permitia interpretar los
resultados experimentales desde el punto de vista termodinamico
e'& la isoterma de Guggenheim. For eso nos planteamos explorar la
aplicabilidad de l1a mencionada isoterma a curvas experimentales

de diferentes formas.

De acuerdo a un trabajo publicado a tal fin por nosotros

(12) wvemos que la isoterma de Guggenheim ajusta aceptablemente

29



distintas formas de curvas experimentales I, Il y III y no
s¢l amente las clasicas curvas sigmoideas presentes en la
acsorcion enn multicapas en el caso de proteinas vy sistemas

biclogicos mas complejos ( pertenecientes al tipo I1 ).

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 4 {(curva a) muestra los datos experimentales (13)
de agua adsorbida por silica gel a 25 € junto con el ajuste por
minimos cuadrados de la iscoterma de Guggenheim con N = 117 g
agua/i100 g F.85. 3c = 300 y p¥ = 200 p

(a)

Mukesh v col. {13} ajustaron sus puntos experimentales .-con
las isoctermas de B.E.T. vy de Langmuir (9),infructua§amente; ¥
lcgraron un ajuste de sus resultados mediante una doble isotermsa
de Langmuwir. Hay que tener en cuenta que una doble isoterma de
‘Lengmuir implica cinco parametros ajustables, en lugar de laos
tres por nosotros ucsados.

W
Ademas del hecho de solo usar tres parametros ajustables,

hsy que resaltar el hecho que los mismos estan vinculados a



FIGURA &

ISOTERMAS DE ADSDRCION:

Curve a adsorcion de agua por sflica gel
Curva b adsorcidn de nitrdgeno en Fe-Al 0 catalitico
23

Curva'c  agua adsorbida en poliestireno sulfonado lineal a 25 @ C

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

heim. Los parémetros para cada caso estén dados en el texto.



propiedades termodinamicas de los sitios de adsorcion.

El valor numerico de.los parametros, en el caso precsente,
indican que las moleculas ligadas a&a los sitios primarios ‘tienen
un potencial gquimico de 0.24 kcal./ mol "por debajc" del estado
liquido, ®&ientras gue las moleculas ligadas a sitios secundarios
{(multicapas) tienen A/u = 3.14 kcal/mol, es decir por encima del
estado liquido. Esta situacion es la responsable del tipo cuasi-—-
monocapa de la iscterma; las moleculas de agua de la multicapa

estan cercanas & las del liquido, dando curvas del tipo II.

Otro ejemplo del mismo tipo de iscterma correcsponde a la
referencia (10). En dicho trabajo los resultados experimentales
{adsorcion de nitrogeno en Fe — Al O catalitico a - 183 C)fueron

2 3
hechos por los autores con una isoterma B.E.T. modificada {(con
tres parametros). Como sauestra la Fig. 4 curva b, nosotros hicimos

el ajuste ton la iscterma de Guagenheim con N = 125 cmy © = 2253

p* = 2984 ,64 mm Hg.

La curva € de la Fig. 4 muestra adsorcion de agua en resinas
de intercarbio ionico "polyestyrene sulfonada" lineal a 25 C y en
presencia de H L'os puntos experimentales corresponden a la
referencia (14), mientras gue &l ajuste es nuestro, mediante la

formula de Guggenheim con N = 1.3 mol.agua‘equiv. adsorbato;



En este caso nos encontramos con una icoterma del tipo

IIi, y vemos que Buggenheim da un correcto ajuste.

En todos los casos hemos mantenido las unidades utilizadas
en los trabajos de los cuales se han extraido 1los resultados

experimentales, con el fin de simplificar las comparaciones.

Como conclusion podemos remarcar gque la isoterma de
Buggenheim puede ser aplicada a diferentes situaciones
experimentales. En momentos .en que las facilidades de computacion
necesarias para el ajuste de las mismas esta &1 alcance de
cualquier laboratorioca de Biofisica, no se justifica -—-como es
habitual- continuar utilizando la isoterma de B.E.T. {gue puede
cser linealizadal): teniendo en cuenta que la isoterma de Guggenheim
provee una expresion convergente para la energia libre de
adsorcion y no esta restringida a un angosto intervalo de

presiones te vapor {(como e el caso de B.E.T.).

Recientemente Timmermann (112) desarrollo una isoterma de
tres etapas que describe aun mejor el comportamientao

experimental. No consideramos aqui esta isoterma.

1z
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DEFENDENCIA DE LA ISOTERMA CON LA TEMFPERATURA

ia deduccion de la isoterma de Guggenheim se efectua en el
conjunto macrocanonico, en cuyo formalismo el potencial guimico es

una variable independiente.

La ecuacion (14) expresa el numero de moleculas adsorbidas

en funcion de la presion de vapor a una temperatura fija T:

n=Ncp / p*) /{1 —(p 7/ p®)I [1 +(c - 1){p /7 p*¥)IF ( 14 )

Definiendo &1 potencial quimico estandard ireferido a total

pcupacion de sitios) como

’1 = - RT 1n q ( 15 )

y los incrementos en el potencial quimico como

t 186

1
~r

l
>

A},I

o
2]



Obtenenmos

-RT In (cp / p¥) (17 )

B~
~x
u

RT 1n (p* / p ) { 18 )

|~ 9
~
i

Donde el subindice "m" esta vinculado a los sitio= primarios

”

{"monocapas") y "M" a sitios secundarios ("Multicapas").

{as ecuaciones anteriores se pueden homologar a la variacion
de energia libre por mol, de modo que los parametros “"c" y "p*"
que aparecen en la ec. {13) estan vinculados con los incrementos

de entalpia vy entropia por mol a traves de:
p¥ = p exp(A}.(/FtT) ( 12 )

o M

c=.ip*/p)e>:p(~6}t/m) « 20 )

o m



Aqui evidenciamos que, aun admitiendo la igualdad entre las
propiedades entre las moleculas de las multicapas y el liguido,
"e" no esta relacionado directamente con la energia de adsorcion,
como 1lo plantean Brunauer, Emmett y Teller (10); <einoc con el

potencial quimico de las moleculas fijas a sitios primarios.

AFPLICACION A& LOS RESULTADOS EXPERIMENTALES

Conociendo 1los wvalores experimentales de la cantidad de
vapor de agua adsorbida por una proteina & dos temperatuwras
distintas, se pueden ajustar los mismos mediante la ec. (14) vy
obtener ¢, p* y N para ambas temperaturas. En posesion de estos
parametros, <on la suposicion gue los incrementos de entalpia vy
entropia se mantienen constantes es posible, con el auxilio de

las ecs {17) vy (18), cbtener:

A =A(A)u ) /T =T ) ¢ 22)

m m 1 2

2
W]



con A (A’.l ) = Al_l - A/.\

m m,T m,T

As =A(AF )/ (T - T ) (23)

M M 1 2

con A (A/_: ) = A/u - A/\
M M, T M,T

2 1

y mediznte las expresiones de energia libre por mol v las ecs.

(22) vy {(23) =e puede obtenerAl1 ;fAra Una vez en posesion de
m M

eastos valores y utilizando las apropiadas relaciones es posible

obtener las isctermas a las temperaturas deseadas. El rango de

validez de este tratamiento depende del rango en que As V' A h

pueden ser consideradas constantes.

ANALISIS DE LOS DATOS EXPERIMENTALES DE LISDZIMA

Los datos experimentales obtenidos por Hnojewyj y col (135)
aT=300 Ky T = 310 K ee ajustaron con la ec. 414) por minimos

cuadrados, estimandose & partir de los parametros obtenidos las

36



incrementos de entalpia y entropia. Con estos se evaluaron las
iectermas a T = 290 K y T = 320 K. Los valores de N obtenidos

‘para 300 y 310 K no resudltaron 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.aguas/100 g p.s. vy N=bg.agua/100 g p.s. que si se toma un
190 320
promedio entre 1los valores obtenidos del ajuste a las otras
temperaturas. 5i bien la diferencia no es muy grande si se tienen
en cuenta las dificultades experimentales se observa una
tendencia decreciente de M con 1a temperatura. Resulta dificil

»
establecer si se trata de errores experimentales o =i se esta
frente a una variacion en el numerog de sitios primariocoes debido &
cambios conformacionales en la proteina. La verificacion de esta
suppseicion podria, eventualmente, hacerse mediante ®1 analieis de
algun sistema mas estable con la temperatura. De cualquier manera
e! metodo de prediccion de la isoterma a8 diferentes Fgmperaturas
pareciera ser aceptable para proteinas siempre que el rango de
temperaturase estudiado no sea excesivamente amplio. En la Tabla 2
ge muestran los parametros de las isctermas asi como los
termodinamicos & cuatro temperaturase, vy en la Fig.3 las curvas

obtenidas junto a los valores experimentales.

37



g

10

FIGURA 5 .

'n/h K 0/1004 t.4) o
* ’
220K PR
,
o .0
1 0’
° ,°% Joox
’
o "‘
2° .~
of rd -
o~ .’,.—o
‘0’ .= O’ 3’0”
(o .‘,..-o‘
o o.”* o .
-
;{, :L’ _-*’0'4) v LI
of I-"' ,.-"".... 3.200‘(
,'l’ '.I'o -"O
(03 ’”° ...'
Q [
e
e . .
o v ‘
i0 120 f/m-n“,

Isotermas de adsorcibdn de vapor de agua por lisozima.los puntos corresponden

a8 los datos .experimentales de referencia ( 15 ).las 1{neas de las isotermas
a8 300 y 310 K corresponden al ajuste segin la ecuacidn 14. Las correspondien-
tes & 290 y 320 K se obtienen utilizando la dependencia con la temperatura

de acuerdo a las relaciones propuestas en este.trabajo .



TRBLA 2

PARAMETROS DE LA ISOTERMA DE GUGGENHEIM Y TERMODINAMICOS PARA LISDZIMA

A DIFERENTES TEMPERATURAS. a ) AJUSTADDS b ) CALCULADOS
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CALOR ISOSTERICO

Con el ocbjeto de vincular las expresiones para calores o
entalpias isostericas que aparecen en bibliografia (16),(17) vy
(18) con 1las respectivas entalpias de mono vy multicapas,
ntilizadas en el tratamiento anteriormente descripto, Yy
considerando segun Steele (17) para el calor isosterico:

2
q = (1 /RT ) (dlpnp /7dT) { 24 )

st n,N

y usando las siguientes expresiones para las isotermas:

bJ
w

n = N o /{1 -3y [L1+c —1)xn 13 (

con B = B.E.T ¥ ¥ = p/p



n = Necxy /{01l ~xy)L1+(c =19%3xvy 13 ¢ 26 )

con G = Guggernheim § x =p / p i1 vy = p [/ p¥

G o

obtuvimos las siguientes relaciones para los calores isostericos:

2
g =~-RT (p/sp) gn /7 Ty /7 € 9n / %)

st,B o B »® 2] ¥

siendo esta la ec. {( 27 )3y la ec. ( 28 ) la siguiente:
q ==RT(p /p) CIn /YT /7 (In 7 Px)

st,G o G ) G T

7]
0



CALCULO PARA H.E.T.

Para evaluar las derivadas parciales se utilizo la expresion
“corregida" por B.E.T., es decir agquella que surge como limite de
la teoria de Guggenheim, considerando p*=p

o
Es decir que

C=E>:p(-A,.l /RT ) ( 29 )

B m

y ne igual a un exponencial de energias internas como lo

considera Steele {17}.
Pe acuerdo a esta suposicion y considerando que @
CIN /7 JTH =0 (30) yque (IN /dx) =0 (317

K 3 B T

~es5 cacir que el numero de sitios primarios de adsorcion no varia
ni con la presion ni con la temperatura-,; vy que (3(: /dn)y =0

b

B T

40



ec. ( 32 ) — suposicion logica ya que "c" se introdujo comc un
cociente de funciones de particion-; obtuvimos:
2

tde /7dT)r = ¢ € 7/ RT ) An (

o
o

E R m

2 2 2 2
(9n 73T = N xchAh =) /FRT L 1+ Cc - 1) xI1-)3

<3 » E E m R

2 2 2
(dn /7)) =Nc {1l +x (c —1313/01+(c - DIxI (1 = %)

<] T B E 2 B

ecs. (34) y (35) respectivamente.

&
Obteniendo finalmente para el calor isosterico de adsorcion

siguiente expresion:

2 2

'
q =-Ah [ 1 - (p/pdI 701+ (p/p)tc—-1)1

1
st ,BR m o o B

ec. ( 38 ).

41
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CALCULO DEL CALOR ISOSTERICO PARA LA ISOTERMA DE GUGGENHEIM

Las expresiones utilizadas fueron

(px/p ) = exp LArx / RT ) { 37 ) con M=Multicapa

o M

c = exp -jVu /F RT )Y ( p¥ / p ) ( 38 ) con m=monocapa

G m o

ocbteniendose
2
(dec7dT)=~(c /RT » (Adn -An ) ( 39

B G ™M m

2
(dy/7dTi=(tAh /7RT Yy 80); y=p 7/ p*; (Dy /79x)= 0

M o T



Las expresiones para las derivadas parciales son:

(an/aT1=chy{6h yIExy (c=-2)+23+Qdh1+
G x 66 M G m
2 2 2
+u y (% y-—- 213/ RT UL 1+(c = 1Inyl (1-ny)

G
siendo esta la ec. (41); s
22 2 2
(yn /3>:>[ =Necy{ 1+ x vy {c -1} /0i+(c -DIxnyd [l-xyl ( 42 )
G T GG 6 G

con las siguientes suposiciones:

(YN /DT)lxo; ¢ 9N 7 BY )l =0 5 { Qc “}ax )l=0(43

G » G T (€] T

por argumentos analogos a los planteados para B.E.T.3 con ellos

se llega a:

43



2 2
q = - {Ah [i—(p/p*)] / [i+(p/p*) (c -1)13 +
.st,6 m G
-2 2 { 44 )
+{Ah [ip/p*®) {p/p®) (2—c )  31/L1+(p/p¥) (c —1)13

M G ic]

CONCLUSIONES

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

correspondiente relacion entre ¢ y ¢ ) al que se obtiene con
B G

la expresion "corregida" de B.E.T. mas un termino gque da cuenta
de las desviaciones respectivas al estado liquido.

2 )Al}nyrbhu estan vinculados con magnitudes evaluadas en
bibliografia (18), (17) y {18) vy gue se pueden medir tambien en
forma independiente la cual permite establecer un vinculo entre

log resultados que se obtienen y los publicados.

!
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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 1la ¢ dn/ @ T)l con la
%

temperatura se hizo un programa en la calculadora Hewlet Fackard
modeloc 9810 A con graficador adjunto. Se estudio la dependencia
de la derivada con los diferentes parametros. Se trabajo con
valores arbitrarios de M, Atf ’ A s de los encontrados
experimentalmente para colageno a 25 C y 35 € (ver resultados
experimentales) por nosotros medidos en nuestiro laboratorio, en
un rango de S1 K a 10.000 K (en la grafica se llega 3 400
3 {Fig.6). Los resultados son:

1 ) La derivada presenta un solo minimo a una dada humedad
relativa (HR) en todo el rango de temperaturas usadas.

2 ) Este minimo 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 fijnsAh v As )3 - vy modificando el

i i

numero de sitios primarios de adsorcion— siguen presentando un

45



solo minimo & 1la misma temperatura, pero haciendose mas
pronunciado a N crecientes.

4 ) La wvariacion de la derivada en el mismo rango de
temperaturas a una misma HR no altera practicamente la ubicacion
ni ancho del minimo cuando se varian en forma ceparada &s y'Ah

M ™
=] ) El minimo se desplaza a temperaturas menores (en el
mismo rango de temperatura y a una dada HR) vy es mas profundo
para valores de As mas negativos.
m
& 3 El minimo se desplaza a temperaturas mayores y es

menos profundo para valores Ah“\ mas negativos.

En la Tabla 3 se muestra el valor del minimo de la derivada
a distintas preciones de vapor y a la temperatura en que se
produce, Yy en 1la Fig.7 esta graficado el valor del minimo a

distintas presiones de vapar vs. ‘Temperatura.

De la grafica de la Fig. 7 se evidencia:

-7 -2

1- que entre (p/p 1=10 a 10 el minimo decrece en forma

o
constante, produciendose tambien a intervalos regulares de

temperatura.

44



~1
2- gue entre (p/p 1=10 a 0.4 el minimo de la derivada es
o
casi constante produciendose tambien a intervalos regul arese de

temperatura.

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

aumentar, cambiando bruscamente para 100% de HR.

CONCLUSIONES

El estudioco de la dependencia de la derivada parcial de 1la
isoterma con respecto a la temperatwra a humedades constantes,
nos indica que en el rango de interes biologico son validas 1as

suposiciones utilizadas para la extrapolacion de isotermas.

&
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FIGURA 7 GRAFICO DE LOS MINIMOS UALORES DE LA DERIVADA A DISTINT
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TABLA 3

T § °K) 74 Cay/ v %/PQ"I"'W
-7 . -0,6552
186 10
104 Ik _=0.5757
213 10-5 -0,4981
230 10-4 -0,4273
233 10-2 ~0,3508
273 10-‘ =0.3027
293 “x10 ~0,2712
308 0 -0,2629
304 0,11 -0,2624
314 0,%0 -0,2640
3224L7 0,30 «0,2738 -
329 0,40 -0,2893
335 0,50 -0,3104
341 0.60 -0,3379
348 0,70 -0,5735
358 0,50 ~0,41%3
370 0,90 —0,4526
374 1 ~0,0520 h




DIFEREMTES ESPECIES DE SITIOS

Si corsideramos gue el adsorbente posee mas de una clase de
citice 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 molecula por cada uno {(monocapal), la gran funcion

de particion sera:
N1 N2

£=(1+)q) (17 Mg 9 ¢ 45 )

1 2

lo gue da:

n=INp/iAqg+p)I1+IN2p/ t)q +p) 1 (46)

1 2
expresion que puede extenderse para MULTICAPAS dando para 1a
isoterma lz siguiente expresion:

n=(p/p*)/(j—p/p*){[Nlclfl*(cl—i)p/p*J+[N2c2f1+(cL—i)p/p*]} ec. (47)

48



Siendo la expresion (47) cimplemente la suma de dos -isotermas

Esta formula tiene cinco parametros, vy puede ser util en casocs
muy particuiares. fueda claroc que aungue unoc puede extender el
tratamiento a cualguier numero de clases diferentes de sitios, la
isoterma resultante sera de utilidad casi nula por el alto pumero

de parametros ajustables que trequerira.

FRACCION DE AGUA LIGADA A LOS SITIOS FPRIMARIOS

E=s a menudo util conocer cuantas moleculas - -estan ligadas a
los sitiocs primariocs en relacion & la cantidad total de agua
presente. La supopsicion mas elemental es la de gue ninguna o
molecula puede p&sar a la multicapa hasta que todos los sitios
primarios de union estan occupados. Esto arroja para la fraccion

de agua total presente fijada a los sitios primarios:

1 para n { N

7 = { 48 )

N/n para n N

49



Claramente es esta una suposicion muy simplista, perc a
pecar de elloc muy usada; como fue planteado por Brigera (19),
este simple camino de computar la fraccion no es apropiadoc para
muchne casos, pudiendo hacerlo mas correctamente considerando a

la= muleculas en diferentes estados.

5i. queremos considerar la ocupacion de lps sitios primarios
s wdsorcion debemos considerar que "1V es la probabilidad
el=<tiva de encantrar un sitio vacio, mientras que

= -

< )

2 =
)c qQ A Cc q ,Ac Q 4.-.." son proporcionales & la probabilidad

relativa de encontrar un sitio llenado pot-

una,dos,tres,...molecul as.

Si * So" es €l numero de sitios vacios, tendremos Soed 1, yr
2 2 3 3

N°(1+/\cq+Acq +Ac:q+ ( 49 )
pudiendo entonces escribir:

2 2

So/N =1 7 ¢ 1 +)cq A Q +eseod) ( 50 )



Como N es el numero de sitios primarios de union y "So*
es el numerc de los vacios: la razon de sitios ocupados a numero

de sitios total, sera:

{N-S5o0) /7 N=1~- (80 /N) ¢ S1 )

Fodemos ahora escribir 1la fraccion del total de las

moleculas presentes en €l sistema que estan fijadas a 8§ sitios

primarios como?

f =4{(5/n) (1 - 8o/n) { 52 )
vy utilizando las ecs. (7)) y {50), y recordando que
Aq = (p / p%)
encontramos gque:
f= {85 /N)Y ¢1 - ( ps/p%) ) { 53 )
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FIGURA 8 . COCIENTE ENTRE LA FRACCION DE DOCUPACION DE SITIOS

EN FUNCION DE p/p*
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FIGURA 9, RELACION ENTRE LA FRACCION DE POBLACION COMPUTADA A PARTIR DE LA 1SOTER-
MA ( f ) y ASUMIENDO TOTAL OCUPACION DE LOS SITIOS PRIMARIOS ANTES QUE
LAS MULTICAPAS SE FORMEN ¢ f°)cGONJRAILACPRESION DE VAPOR PARCIAL PARA
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En el caseo particular de considerar que todos los sitios

primariocos son sitios de union (es decir § = N) tenemos

$=01~-(Cp/pr) 1] ( 54 )

La diferencia entre considerar la total ocupacion de sitios
primarios antes que <ce fijen moleculas 'a sitics secundarios
implica gue la fraccion arriba calculada es igual a (N / n) [para
n 3 Nl. En 1la Fig.8 se reprecsenta el cociente (N/n) /¥ en

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

La Fig.9? muestra la razon (f/f°) para dos casoe (colageno y

lisozima), se puede ver que la diferencia es maxima para n = RN.

En caso de wusar la suposicion de HB.E.T. en lugar del
tratamiento de Buggenheim, los valores de f seran algo diferentes

peroc no sfectan apreciablemente los resultados.

En el czaso de dos tipos diferentes de sitios, se puede
escribir la fraccion correspodiente a los sitios "1 y "2%,

utilizando un tratamiento similar al anterior:

4]
]



f1 = ( N1/n ) ( €l p/p*)/[1 +(ci-1) (p/p®)]

£2 = { N2/n ) { €2 p/p*®) /L1 + (c2-1)(p/p%)] { 55 )

ENERGIA LIBRE

Lla energia libre necesaria para transferir wuna molecula

desde 21 vapor & la superficie solida se puede escribir como:

2
Ar=crT /M) ndx s ( 56

0

donde X = presion parcial de vapor
M = pesc molecular del adsorbato

n = numero de molecul as adsorbidas

t.a isocterma B.E.T. conduce a una integral divergente para
x=l. La isocterma de Guggenheim permite obtener una expresion
analitica cornvergente para p¥>p. La diferencia de energia libre

o



puede escribirse entonces:
AF’= (RT /7M) 1In {[i+(c-1){(p/p¥)I/L1—-(p/p*¥) I3 { 57 )
En la Fig. 10 se comparan las diferencias de energia liltwe

obtenidas mediante integracion grafica (tal como utiliza

Bull (20)) a partir de las isotermas de B.E.T. vy de Guagenheim

para diferentes valores de "x". lLos datos experimentales
corresponden a tendon de cola de rata (21) {esencialmente
colageno) a 20 C. Lo parametros de -Guggenheim son N=

19,5g.agua/100g P.S5.3 c=11 vy p¥=1,55 p .Los puntos corresponden a
la]

la integracion grafica y poseen un gran error, particularmente a

valores cercanos a p/p =1.

o
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DETERMINACION EXFERIMENTAL

a ) METODO GRAVIMETRICO

El metodo mas difundidoc para obtener experimentalmente
isotermas de adsorcion de proteinas es el metodo gravimelrico o
de pesada. Consiste en poner muestras solidas de biopolimeros en
una capsula prevéamenfe pesada, pasandola luego por atmosferas de.
distintas humedades relativas (las cuales se crean poniendo cerca
de la muestra un recipiente con socluciones saturadas de distintas
drogas que dan la humedad deseads a l1a temperatura a la cual se
trabajal; en estufa hasta que llegue al equilibrio. El equilibrio
se determina cuando el peso de la muestra no wvaria, tardando
generalmente en establecerse para cada humedad relativa, varias
semanas. Cuandc se ha pasado 1la muestra por las distintas
humedades relativas se las deja secar en vacio con Fentoxido de
Fosfora, en estufa y se determina el peso de la muestra seca. £l
inconveniente fundamental del metodo es el tiempo gque insume

realizar un ciclo completo de adsorcion—-desorciaon.

th
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b ) METODO DE LA RALANZA DE CUARZO

%

Fara superar el inconveniente puntualizado, se& puso en

practica el sistema de la balanza de cuarzo (22).
1
lLa idea consiste en aprovechar el hecho de que un cristal de
cuarzo AT plano tiene una frecuencia de resonancia caracteristica
gue disminuye a medida gque sobre el se deposita una masa de

acuerdo a la expresion:

Ae = -cfpm 7 a ¢ 58 )

£
donde &l ctoeficiente de sensibilidad C cumple la siguiente

relacion:

+ = frecuencia del cristal limpio.



%

N = 1570 KHz mm, es la frecuencia constante para cristales de

cuarzo AT planos.
f = 2,65 g cm s s la densidad del cuar:zo.

m = es la masa depoc=itada.

A = area del cristal.

En sintesis el metodo consiste en tener el cristal conectado
a un circuito resonante, y & un frecuencimetro. Medir 1la
frecuencia del cristal limpic, cubrirlc lusgo con una soclucion de
proteina {una ver evaporado el sclvente queda una capa sclida de
proteinal). Determinar la Ffrecuencia del cristal con proteina
seca, que en general permite hallar el peso de la masa de proteina
depositada con precision al nanogramo; Yy luego pacsar el cristal
por atmosferas de distintas humedades relativas, wmidiendo la
variacion de la frecuencia vy 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 caidas de
tension vy los ruidos. Fara estabilizar termicamente el circuito

se construyo una estufa de poliestireno ({elgopor), cuya fuente



de poder es una lampara de filamento de 40 watts conectada por
medic de un relay a un termometro de contacto que mantiene la

temperatura fije & 25 C.

En su trabajo KENMNERLEY (22) utiliza como camaras de humedad
Erlemeyer de S00 ml, en cuyos tapones se conectan los cristales.
Inicialmente utilizamos este =sistema (al intentar realizar
isotermas de Colageno Soluble a 25 C),perao evidenciamos varios

problemas:

1 ) Exéstia en la estufa un gradiente de Temperaturas gque
producia variaciones de 0,5 C cada 10 cm medidos desde el piso de
1; cstufa donde esta el =istema de calefaccion.

2 ) Froducto de este gradiente de temperatura se producia
condensacion del vapor de agua en las paredes del recipiente y en

los cristales que invalidaban las mediciones, produciendose en la

mayoria de los casos cortocircuitos en los cristales.

FPara subsanar estas dificultades, realizamps las siguientes

modi ficaciones:

1 ) FPara evitar las variaciones de temperatura, y con el fin
de crear una corriente de conveccion, se puso en el techo de la
estufa paletas de ventilador, el motor de 1/B c.v. de potencia se

lo pusc hacia afuera para evitar el recalentamientoc. Con 1la



corriente de conveccion creada se logro estabilizar 1a
temperatura.

2 ) Para evitar el problema de la condensacion de agua en
los cristales ideamos un sistems para las camaras de humedad

diestinte al descripto por KENNERLEY (22).

El dispositivo. consiste en recipientes. cilindricos de
acrilico, en su interior hay un tripode de acrilico que sirve de
sosten a un eje tambien de acrilico, en uno de sus extremas hay
wna pecuena helice de acrilico conectada por un pequenao ruleman,
en el otro extremo hay un buzo magnetice. La tapa de acrilico de
cierre hermetico tiene en su interior un zocalo donde van
nchufacdos 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
rapido la atmosfera de humedad, vy por el otro, al renocvar
permanentemente la superficie, evita posible desviaciones de la
bumedad deseada por la presencia de alguna impureza en 1la

soluciorn que pueda modificar la tension superficial de la misma.

Para acelerar el proceso de medicion vimos que era
conveniente hacer en forma encadenada tres experimentaos, y coa0
careciazros de tres agitadores magneticos y ante el inconveniente
del rosto y del recalentamiento que suscitaria poner tres matores

dentro de la estufa, se construyo un agitador magnetico triple



con un sistema de tres ejes conectados por correas y un motor de

tocadiero.

Con este sistema de agitacion se logro que se estabilice la
atmosfera de humedad a la media hora, lo gue permite realizar en
24 hs e: ciclo completo de adeorcion-desorcion, dejando durante
12 hs en vacio y con Fentoxido de Fosforo 1los cristales con
proteinas para boder medir la frecuencia (y por ende la masa) de

la pelicula de proteina seca.

El +Frecuencimetro utilizado fue un FLUKE 1952 H. Los
cristales de cuarzo AT se compraren en Curie Electronica. Las
tablas de humedad relativa =son las publicadas por ARAL vy

-

col aboradores (23).

A continuacion se adjunta un diagrama del circuito (Fig.11),
de las camaras de humedad (Fig. 12), del agitador magnetico
(Fig.13), vy una reproduccion de la tabla de Humedades Relativas

(23) (Tabla 4).
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TABLA &4,

VALORES DE HUMEDADES RELATIVAS
Temp. (°C) 10,0 200 25,0 W0 40.0 30.0

K50, 9K.3 97.9 976 97.4 97.0 9.6
0.0 005 0.4 006 005 0.4
K.5" 1.0 078 1LY 129 142
KC RG.R RS0 RI,2 RVS W21 HOT
0.02 006 0.0}, 064 0 0) 00§
238 285 264 27,1 246 MO
NaCl 5.8 786 75.4 75,2 750 4.9
0.0 0.06 0.02 0.07 0.0 0.01
26.3 26.08 20.4} 26.50 26.635 26.R\
* NaNO, 67.4 65.4 .Y 6Y2 61,2 359.2
004 0O0R 0.02 004 003 0.02
4.1 449 A4S A 46R 4R N SO.R
Nabr 2.8 $9.% S7TR Sn2 SvO 476
0nos 002 oan: o0 o0 002
46 0 47 6 AR G| A9 o
N, Cr, O $7.5 $4.7 5V4 S0 402 46D
007 004 008 005 00f o0
6v.2 ™. 4 65:0] 6S. . 6R.N TS
K,CO, 44.% 4.1 440 4V R 4V 4 2.R
001 006 DO Q004 0O2 00K
$1.9 %28 SPHKS SV, SV9 SR

MaCl, IR N MR 24 N6 We
0.06 0.02 0.0} (I {2] 0.08 .01
4.9 353 .S MR WS M2
CH,O00K 248 212 224 214 07 s
1K) O 06 007 O oL o 02 LI | B4
[ % T { L 740 e 111

Ll 127 10 1T N e e
0.08 .04 (I }]] LN Y O ol ool

, 427 —  45.85 4u)  4T.)  4n.)
¥ NaOH — 70 69 6B 65 58
0.00 001 00l 00 0.02

52.2 SuY S So.) 9.2

Likte 7.8 7.2 ©.7 6.3 5.2 1.0
0.0} 002 o0l o0 0.0 00

624 639 648 — 61.2 61.9

a humedad relativa (%)

b desviacidn standard (%)

€t solubilida de sales en la saturacidn (wt%)



ISOTERMAS DE ADSORCION DE DISTINTOS BIOFPOLIMEROS

ADSORCION DE VAPOR DE AGUA EN FROTEINAS

Una molecula ¢ de proteina contiene una ©0 mas cadenas
polipeptidicas formadas por sucesion de aminoacidos —(RCHCONH)IN,
constituyendo la cadena la estructura primaria de 1la proteina
(fig. 14). Hay mas de veinte grupos laterales R, incluvendo
hidrocarbonos no polares y grupos polares amino, hidroxilo vy

carboxilo.

Por arrollamiento la estructura primaria puede dar origen a
la estructutra secundaria (0(— helice, /3 1~helice,/6 —cruzada)l.
FfFn 1la 0(— helice el grupo CO esta asocciado al grupo NH cada tres
residuos a 1o largo de la cadena por puentes de hidrogeno
intramoleculares. En las proteinas las cadenas polipeptidicas se
extienden paralelamente y estan unidas entre si por puentes de
hidrogeno intermoleculares. Finalmente la conformacion espacial

esta dada por la estructura terciaria (fibras colageno) o

cuaternaria (hemoglobina). ¥ '

Sponsler, Bath & Ellis {(30) consideran que existen dos

&1



F1GURA 14

H O HO H O | 0
o | L L) | A
RS e TS
|
, H R, H R, H R, HR O
Reslduo Residuo
amino-terminal carboxlio-terminal
H H
I P
"H,N ?--c< + H.N--(::.._cfo
R, O ll R, ‘.0
H O H

Formacién de un enlace peplidico.



FIGURA 14
o (o]
| I
_.c._,r_ — _.c=ri:_..
] H
El grupo peptidico ex plane porgue el enlace

cerbono nilrogeno tiene un caracler parcial de
doble cnlace,

O RlET
~N ‘I:” C N f C N ¢ ¢~
| 1
R, H| R, |__HI /!,
Unidad Untdud
rigids rigida

Existe una considerable libertad de rotacion
sirededor de los enlaces que unen los grupos
peptidicos » los dtomos de carbono a.

Grupo peptidico

El grupo peptidico es una unidad rigida plana.
La: di':lncin estandar de lol.enllcel eslan
indicadas en A.



FIGURA 14

Delinicion de v y ¢: v se reficre a la rotacién
alrededor del enlace sencillo C_ — C; ¢ se re-
ficre a Ins rotaciones de los enlaces simples C,
~ N (basado en ¢! articulo de C. Levinthel
aldificacion de modelos moleculates por me-
dio del computadors. Impreso en 1966 por

Scientific American, Inc. Todos los derechos
reservados).



clases de grupos hidrofilicos en una proteina:s &) Los eitios
polares en las cadenas laterales de los residuos de aminocacidos.
b) Grupos carbonil e imidao de las uniones peptidicas: Siendo b}
muchoc mayor que el primeroc, pero los grupos carbonil e imido
estan fuertemente unidoe uwnos a otros por uniones de puente
hidrogeno en la configuracion N...H...0=C..., estando
completamente saturados y siendo la atraccion por €l agua

despreciable.

Esetudios de sorcion han sido realizados en numnerosocs
biopolimeros, por distintos autores, vy los resultados en la
mayoria de lose casose han sido analizados con la isoterma B.E.T.,
ern la Tabla S se ve que para la mayoria de los biopolimeros la
cantidad sorbida en la hidratacion primaria es entre 0.2 a 0.5
mol agua/100g.F.S. De los 20 amincacidos mas comunes, 13 de ellos
son polares (ARG, HIS, LYS, ASF, GLY, CY5, MET, SER, THR, TYR,

TRF) y capaces por ende de fijar agua.

Entre otros autores, Pauling (31) propuso que una molecula
de &sgua puede ser fi1jada por cada residuc polar. La cantidad
computada de agua fija & sitios primarios de adsorcion es del
mismo orden de magnitud gque los experimentales, pero las cifras
son alrededor de un TOU mayores que los valores

reales ({32),(33)).

&2



TRBLA 5 € Ref. 20 )

-0t
stor
”e
R
g
7L
1B’
e
L ¢
9%v
L]
801
e
ke
%'
08¢
LA
'z
]

TABLA S

. ™

¥9°01
08°01
z6's
(2]
088
89°L
T
oL's
el
yroet
89°0t
Te'1t
99°9
ce's
06’8
8C'9
8y°T
'z

RRRT BRI

-
~
.

.
(L]

-4

3

R R N

o
-4

3

€8°8 o9e'9 98'9
88°8 8S°'¢ 089
o1°'s 000 'O
80°L 0c'% 28’9
00°0 TLY SBC'2
£c'9 " ¥e'yY %'y
9L 08’9 089
98°9 8% G§2°¢9
gZ'1t 0OF'8 -:.u .
el 08'8 00°01
9L or's w.'¢
91'8  Z0'9 059
'3 4 o't wLE
86y T9'C AZB°E
gz'8 $9'¢ 6ST'9
e1°¢ 99°¢ 06’2
ze't o't egt
o981 o9r1'tT 90%°1
T o 9
[ )

01°0

P4 0
£9°¥y
ce'y
zo't
e
og°e
16°¢
oL'g
SL°9
ocL
L1 4
se'g
(A4
8s°'2Z
ez'y
18°¢
o
£8°0
og

g6°t
£8'eC
€9°¢C

oz

50'2
o1°2
£z
0z'e
60'¢_
81'¥
ot

oz

14

0s't

e

1

0s°3

$9°
ey’

1

or'0

900

¥e'e
fe'e
so'e
0s°2
uc'e
0L'e
§9°%
e
0e'g
gv°9
-1 08 4

(1 4

oLt
8.1
26'Z
96°1
bod
95°'0
%

*J 80% A Je:iz2 e enpierar enbe ap loden sp uats

'-8ld el ap UQTIUNy OWwO3 eoas eujajo:ic @y Bppg, lod epiqioste enbe ap sowelq

uiIngoJopnant-4
ufinqoj2opnasd-¢ puv -»
L0 WU Wiy
(sTeIs4D) DIMQo[Ioie-g

(pazyjdody) ugjaepolorer) ¢

(paie[ndeod) ujminqre 3133

(paz1l1ydodiun) upmnqe 33y

(pez11tydoL)) srmnqre 3133

» / umep

o B

o

ey

(w2)-d

sorg

PO

ws

201y poqAnssNg
Bol4u Py e Tadway

Bntjeral Ioden ap ugisald



f. 20 )

.

-

TABLA 5

06°s¢.
05°se
0g°ce
00°2¥
0z €t
0e'He
00°2e
0¥°62.
_. S0°6r
aLv
08°62
00°001
oL°6t
ge°8t
gL°98
88°0C
$9°9
£0'6
or

.

er a

09°e¥
0L Tv
Qse
09°0%
0z"6e
00°L8
0z°9¢
0z°ve
L0028
10°08
0Z°%¢

00°¢etl

90°22
otz
91°62
gL €2
0L

ue

%0 | 4

06'82 00°1€ "SI0 2¥'IE
08'8T 0c'1e  08'0%° 09'IZ
09°9z 028C SO'BL % 99°0Z
08'8T OC'IE  ¥yOI (080T
gL'sz  ST'sT  €e'8l  08'8I
06°81  9r0z TE'PT  LL7OT
06°¥% 002 0081  l8°81
$T'€c 0952 SLOT  oLLl
Sr'9e_ 0TOV __ SE'S3__ €L0Z
geze  oLovy .82 Brog
06°zz -0zST 9.1 2581
0089 0,99 0886 O0yOf
gI'gr  8E9t  09°IT 9Lzl
Ty S8er g0l oL'Ml
2802 ¥'Z8 <. 9Tl €0°81
£6°ST  $9LT €911 - og'at
£0'9 289 88y 8¢
$9°'2 108 009  ¥9
(24 T (14 @
. 000 oro
*J007

0891
08°91
00 5t
09°S1
0"+t
011
se vy
&5Uet
$0°02
8L°€3
or°gt
02" L2
o'
or'e
0L b1
%6
90V
89°%
oy

0s'0

TriT

0s5°L1
¥Z°o1
0e'9t
Ly°'St
€oct
0z's1
£9°91

09°1g.

$0°92
08°gT
0922
£2°01
03°8
19°91
et-ot
vy
'S
%

0T
zo°vl
80°¢t
o°et
e e
0z ot
r-at
19°11
¥9 "Ll
91°0%
51l
TS°02
972
se°L
921
or°g
%€e
00
o

8r'8t

$0°51
9Ll
08°E1
0s°et
00°31
W1l
st
¥zl
20°12
20°el
00°12
82’8
¥'s
et
85°8
e
90°¢
"

0z'zt 0l
1530 8 - I
sz'11  cso
08°'01 ot'll
ge'0r 0670l
0m's ot
or'or  sool
£.°0 ot'ol
_ogu__ee
gzoet eeddl
gzt 091t
00'st  or'sl
0o 29
0z'9 05?
oot o'Ul
0oL 2
sz o1t
gr°e (i 38 4
o =
ore

A nmgz e enjjetal gnfie ap icden ap ugisald

p uOYOUN), OmN3 BIAS eujazoxd ap BgoL Jod BAY

giospe end@ ap sowaly

nynqoiopnaty-4
stinqotdopnisd-¢g pow -=»

L upunge wnisy

(s1915.432) vinqojlor ey
(p3aypyelsky) ujpepdarsey g
(phrvnicod) ujwnqre 3134
(Pazypydokiun) nungre 33y
(psajniydoL)) vywnqre 31g
. ,

~ B30

ML |

Sty

(=*r2)d

w1

Ll

wd

votdy paqatsay

T P b - oC ol

enyieTar zoden voysald



Aun consicerando que el numero de sitiocs primarios esta
subvaluado en l& teoria de B.E.T.;, el hecho que el ajuste con la
teoria de Guggerheim sea mejor, no justifica la suposicion.

Las uniones peptidicas tambien han sido coneideradas como
posibles sitios de hidratacion primaria; pero tambien arrojan un
pobre acuerdo con los resultados experimentales: la benzoylacion
de los grupos amino de las cadenas laterales de 1la caseina
reducen la tora de agua (34). Watt y Leeder (35,36,37) han
realizado estudios de sorcion por keratina, blogueando

cistematicamente grupos funcionales de las cadenas laterales. De

sus estudios se deduce que el agua asociada con las unioﬁes

peptidicas tiene una baja energia de uniony vy que las isotermas

individuales d= los grupos aminao, carboxilo e hidroxilo pueden
] —

ser descriptas por una isoterma tipo . Langmuir hasta un 2574 de

H.R.

Junto con el resto de evidencias experimentales concluyen
gque en la keratina {(como todas lazs otras proteinas), la sorcion
en los grupos polares es el principal mecanismo para la toma de
agua. La discrepancia entre la hidratacion primaria computada con
esta hipotesis y 1los recsultados experimentales puede ser
explicada por 1la existencia de un numero de cadenas laterales
polares, confinadas en’ 1a estructura proteica y que son

inaccesibles =1 agua; perc tambien otras posibilidades suoun

o~
2



igualmente probables, como por ejemplo: puentes de agua entre
sitios cargados, de tal manera que una molecula sola bloguee dos
sitios o moleculas de agua que son compartidas por .dos

macromolecul as adyacentecs.

Analizando la situacion brevemente delineada anteriormente,
se puede concluir (2) qgue acsignar a determinados grupos el
caracter de SITIOS PRIMARIOS solo & partir de los datos de
sorcion es sclo una suposicion hipotetica. Debemos tener presente
que las moleculas de agua, cuando estan en-el estado liquido,
estan unidas entre si por puentes de hidrogeno. Fara compensar la
menor entropia en el estado ligado, al menos dos “buenos" puentes
de hidrogeno deben formarse de manera de tener un potencial
termodinamicoc favorable que justifique la union preferencial vy
devenir una molecula perteneciente a la hidratacion primaria. De
esta manera los sitios primariocs 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 geometria
favorable qu=2 permita a una molecula de agua formar varias

puentes de hidrogeno.

&4



DEPENDENCIA CON LA TEMFERATURA

Loe cambios en la temperatura produce cambios en los
procesos de sorcion (ver DEPENDENCIA DE LA ISOTERMA CON LA
TEMPERATURA). En los materiales biologicos, 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 20,353,655 vy

100 O).

Resultados de Urquhart de sorcion de agua en algodon &
temperaturas entre 10 yv 110 C muestran gque arriba de S0C aumentos
en temperatura aumenta la sorcion. Esto indica un cambio en el
adsorbente gue producto de la temperatura se comporta (desde el
punto de vista de la sarcion) como un meterial diferente.

)



HISTERESIS

Para la mayoria de las isotermas de vapor de agua en
sustancias biuclogicas se cbserva el fenomeno de Histeresis. Esto
significa que l& cantidad de equilibrioc de agua sorbida a una
dada humedad relativa depende de la historia de sorcion de 1la

muestra.

La Fig. 15 a) muestra una isoterma hipotetica con
histeresis. E1 ciclo de sorcion siempre es menor que el de
desorcion, Y 1la diferencia entre ambos caminos varia segun 1la
eustancia. Cuando se realiza un ciclo parcial de deshidratacion-
hidratacion =& +forma un peqguenoc lazo, de tal manera que la
isoterma total representa la evolvente de todas las posibles
curvas parciales, comoc se muestra en la Fig. 15 b). Estas curvas
son llamadas "“curvas de barrido" {scanning cuwves). 8lgunos puntous
comunes de las lineas superior e inferior han sido encontrados a
bajas v altas humedades, -perc solo son muy pocos puntos. La o
coincidencia de las curvas podria deberse a un efecto cinetico,
mastrando gque laz curvas neo han llegado & su valor de

.

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

como ha sidoc demostrado, por diferentes autores para keratina de

&b
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FIGURA 15 a ) : ISOTERMA COMPLETA EXHIBIENDD HISTERESIS.
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FIGURA 15 b) : LA ISOTERMA COMPLETA CORRESPONDE R LA EVOLVENTE DE LOS CICLOS

PARCIALES DE SORCION -DESORCION.



lana (40,41,42). Despues de varios meses de equilibracion las
curvas de sorcion—desorcion no convergen, dandoc el lazo de
histeresis como un verdadero fenomeno de equilibrio. El estado
del sistema no puede ser fijado tan solo externamente, al menos

una variable interna debe ser definida.

Comop wuna posible explicacion de la histeresis, uno puede
suponer que algunos grupos hidrofilicos pueden interactuar entre
ellos, en ausencia de agua, llenando los sitios. Como resultado
la isoterma de sorcion se produce en un material que tiene mesios
rnumero de sitios primarics. A humedades mayores la flexibilidad
de la macromolecula permite al agua acceder a tales sitios,
aumentando de hechoc el numero de =itios primarios. Nuevamente
trabajos de blogueoc de cadenas laterales han sido usados para
investigar este efecto (34). La histeresis permanece aun despues
de la eliminacion de las cadenas laterales como sitios primarios
de sorcion, s=sugiriendo gque la cadena principal de la proteina es

la responsable de la misma.

Ninguna de las tecriaz de sorcion anteriormente presentadas
dan cuenta ce la existencia de la histeresis, vy solamente un
tratamiento independiente de los ticlos de sorcion y descrcion
han sido realizados hasta el momento. Esta aproximacion no es del

todo mala considerando gue unc esta procediendo con materiales

&7



distintos en uno y otro caso, s5i suponemos que la unica causa de
la histeresis es el cambio en el numero de sitios primarios. Sin
embargo el cambic en el numero de sitiocs no se produce
subitamente a altas y bajas humedades. Esto significa un cambio
continuo en el numero de sitios de sorcion, que ninguna teoria

tiene en cuenta.

El fenomeno de histerecsis tiene una aplicacion mucho mas
amplia que solo el proceso de sorcion, como por ejemplo en el
campo del magnetismo y trancsiciones en solidos. Un tratamiento
general es posible. En el Apendice IV} sintetizamos someramente
las diferencias entre HISTERESIS y SUFERBATURACION, de acuerdo a

la aproximacion de Everett y colaboradores (43%,44,45).

No es dificultoso considerar un sistema macromolecular como
compueste por un gran numero de componentes sorbentes que
difieren ligeramente en sue caracteres, teniendo un
comportamientc metaestable. |La histeresis {de acuerdo a la
definicion dada &n el Apendice IV)) eseria una consecuencia natural

del comportamiento total.

La extrema deshidratacion piroduce desnaturalizacion
irreversible, en algunas sustancias pusde 0 no afectar la isoterma
de adsorcion: en el casc del DNA, por ejemplo, es conocida su

critica dependencia con la hidratacion, pero nc se refleia



ninguna anormalidad en su isoterma. En el caso nuestro, hemos
encontrado que la adsorcion de agua por miocglobina es. claramente

modificada descues de un completo secado de la muestra.

Ee muy importante tener en cuenta que el agua actua como
plastificante. A muy bajo contenido de agua el efecto nc es
suficientementz intenso, de tal manera que el sistema adquiere un
estado extremazdamente rigido (vitrificacion) lo gue impide el
reacomodamients internoc. Bajo este punto de vista el sistema, al
descender su contenido de agua, trequeriria tiempos inalcanzables

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

HIDRATACION

Cuando iniciamos nuestroe estudios de adsorcion de vapor de
agua en proteinas decidimos abordar el estudioc de las isotermas
de Mioglobina & 30 C, vya que hasta ese momento no existia en

bibliocgrafia un estudio de las mismas.

En el 6AGpendice IV hacemos una resena scbhre la molecula de
Mioglobina (hacemos mencion a estudios por medio de tecnicas

ectructurales: RX y difraccion de neutrones).

Nosotros trabajamos en Mioglobina de Cachalote Sigma a.
JI0C, mediante el metodo de la balanza de cuarzo y los parametros
se ajustaron de acuverdo a la isoterma de Guggenheim. MNMuestrus
resultados (46,47,48,4%2,50) estan resenados en la Fig.16 v en la
Tabla & (el unico punto que conocia de la isoterma de mioglobina,

era €l de 9241 HR a 25 C dado por Bull (S51)).
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TABLA 6. PARAMETROS DE LAS ISOTERMAS DE MIOGLOBINA A 30 0 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 idisoterma de

adesorcion.

2) El material deshidratadc posee un comportamiento

"mormal?, presentando ciclo de histeresis.

3} El1 mumero de sitios primarios aumenta con el eecado (lo
que daria cuenta de cambios conformacionales). Tenemos 0.42
sitics por aminoacido para la proteina nativa frente a 1,066 para
la que ha sido previamente secada. Registramos un comportamiento
distinto a otros biopolimeros frente al procesc de secado, que en
el casc de la mioglaebina nos esta indicando modificaciones
estructurales. Cuando una estructura proteica ﬁlexible €s secada,
se espera que la misma se vuelva mas hidrofobice, es decir que
1nu5 grupos polares -—-en el casc de una proteina globular—~ se
localicen hacia el interigr, vy que de tal manera disminuyan los
sitics donde 21 agua puede ser +ijada. Nuestros resultados de
adsorcion de vapor de agus en Lisozima {proteina glabular) por el
metoco gravimetrico a 25 C lo confirmar siendo el pumeroc de

sitics primarios por aminoacidos para la adsorcion sin  secado

e

revio de 0,330 para la proteina secada en Fentoxido de
P ] Y P
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Foeforo y vacio ¢,4221.

De 1lece 153 aminocacidos que componen a la Mioglobina,&1,33
son polares; es una estructura plegada en ocho segmentos {(de los
cuales soloc los extremose no tienen estructura helicoidal vy
corresponden a restos de Frolina). En el interior se aloja el

grupo hemo.

En el caso de la proteina nativa vemos gque de acuerdo a 1la
teoria de Fauling, coincidente con la de Sponsler, Bath & Ellis
(anteriormente mencionada 1}, vemos gque existe una buena
correlacion entre el numerc de restos por aminoacidos gue es de
0.422 vy el numero de sitios primarios {(calculado a partir de 1la

isoterma de Guggenheim), 5=0.42G,

De acuerdo & Lehninger (53) en su descripcion de las
propiedades de 1a8 d—helices, su arreglo espacial permite gue
TODA uwnion peptidica puede participar en uniones tipo puente
hidirogeno intercadena. La mioglobina tiene 152 uniones
peptidicas: es decir existen 152 sitios potenciales adicionales

para la fijacion de agua.

Una' explicacion tentativa seria suponer para la proteina
previo secado, que estos sitios son mas fuertes gue los polares,

de modo que lcos contabilizamos en las "multicapas", regisetrando



en la "monoceapa" e=olo los correzpondientes a las uniocnes
peptidicas, siendo su cociente 153/1532 = 1 (siendt para desorcion
previo secadoc 1.065 y para adsorcion 1.112). Comparando las
isotermas de adsorcion-desorcion previo secado vemos gue N es del
micemo orden, © sea que es un problema energetico (distintos "c")

y no un problema de sitios.

En wvicsta de la diferencia que ofrecia el secado o no de 1la
Micglobina en atmosferas de Pentoxnido de Fosforo y wacio, nos
planteamos estudiar en detalle €l procesoc de secado, para podetr
determinar hasta gque ordenn de humedad relativa el proceso de

adsorcion &5 reversible.

Trabajandc csiempre con los cristales de cuarzo vy a 30 C,
partimos de las humedades relativas mas altas; hicimos pasar los
cristales por atmosferas de humedades relativas menocres, volvimos
& hidratar. Ee decir gque fuimos realizando lazos, que deberian
{(salvo gue se produjese desnaturalizacion de la proteina)
retornarnos a los valores iniciales. Encontramos reversibilidad
hasta aproximadamente 21.67% HR, que corresponde a valores de

n € 0.1g aguasg FP.S..

Recien en 1982, con la aparicion del trabajo de M.Luscher-

Mattli(S3), quien hace wun meticuloso estudio de barrido de

sorcion—desorcion para otra proteina globular“i —quimotripsinaj

-
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apareceg en la bibliografia 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
¥y encontrando reversibilidad salvo 1la zona n= (.06-0.1 g

agua/F.S.

Este contenide critico de agua corresponde a una fraccion
muy Juerte de agus ligada, aproximadameqte un 20% de la lera
ecfere de hidratacion. Concluyendo, que en el caso de l1la A -
guimotripsina 1las isotermas de desorcion partiendo de soluciones
(o suspencsiones) acuocsas o decsde tangos altos de HR (p/p >0.8) re

O
presentan verdaderamente condiciones de equilibric en el
contenido de agua, para n 3 n® (donde n® =0.1 g aguasg P.S5.)

p p

ciendo posible interpretar este experimento termodinamicamente.

La otra conclusion & 1a gque llega la autora es que el efecto
de histeresis es consecuencia de la tremocion completa de agua.
Puestc que la deshidratacion hasta un valor critico de contenido

de agua correspondiendo a una fraccion de agua fuertemente ligada
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in® ) no induce efecto de histeresis.

P

De modo gue a la luz de este otro experimento, podemos decir
que la reversibilidad del camino adsorcion/desarcion para valores
de n>0.1g.ag./qg.P.S. (en el caso nativo), noes habla de ausencia
de cambios estructurales. De modo gque en el casc de la mioglobina

con el secado ee produce desnaturalizacion (trancsicion vitrea).

COMPARACION DE FRESULTADOS CON L OS OBTENIDGOS FOR DISTINTAS

TECNICAS DE DIFRACCION (RAYOS "X" Y DIFRACCION DE NEUTRONES)

La cristalografia de neutrones (54) es una tecnica ideal
para el estudio del agua en estructuras proteicas,
particularmente cuando el agua es reemplazada por D 0. El1 factor

2
de ecattering para el hidrogeno, aungue negativo, es
suficientemente grande como para realizar una clara decscripcion
de los atomos de hidrogeno en los mapas de Fourier de s&lta
resclucion, aungue para reducir la incoherencia de scattering,

los hidrogerncs comunmente son reemplazados por deuterios..



El cambio isotopico no sclo suministra una gran reduccion de
informacion previa, cino gue distingue entre hidrogenos

intercambiables y aquellos que no 1o son.

El +factor de scattering del deuteric es cerca de dos veces
mayor que el del hidrogeno, aumenta la visibilidad de la molecula
de agua en los mapas de Fourier. De tal manera en un mapa de
neutrones una molecula aparece alrededor de tres veces mas fuerte
que en el eguivelente mapa de densidades electronicas. Ademas la
ausencia de cualquier tipo de dano por radiacion elimina errores,
ya que €s posible utilizar un mismo cristal para una serie de

estudios.

El analisis de la estructura del agua puede ser mejorada por
la mezcla de HO y D O, produciendo un cambio controlado en la
2 2
densidad de scattering. La altura de los picos resultantes de las
moleculas de agua puede ser cambiada de forma controlada; y puede
ser usada para distinguir 1los picos de agua del de otras
moleculas. Ademas las formas caracteristicas de los picos de H O
2
y D O permite encontrar su orientacion y la de los puentes de
2

hidrogeno.
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Schoenborn (55) realizo analisis por difraccion de neutrones
en metemioglobina, basandose en la estructura de Réyos X de

Watson & Kendrew; encontrando 106 picos de agua.

En 1977, Takano (57, 58) con una resclucion mas fina de la
estructura de Rayos X de metamioglobina encontro 72 moleculas de
agua vy Shoenborn (56) en 1980 realizo un analisis refinadc de
difraccion de neutrones en CO-Mb (Carbon Monoxide Myoglobin),

cncontrando 40 moleculas de agua.

Muestros resultados de 78 moleculas de agua por molecula de

Mioglobina nativa, tiene un excelente acuerdo con los resultados

enunciados.
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LAS ISOTERMAS COMO TECNICA COMPLEMENTARIA DE RESONANCIA MAGHETICA

NUCLEAR Y RELAJACION DIELECTRICA

De acusrdc & Grigera (19, 35S9), 1la informacion ocbtenida por
relajacion dielectrica v Fomani. es consistente con un modelo de
- -

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

ger relajacion bien definidos.

Ern este modelo la fraccion de ocupacion f=(S/N) {1-p/p¥*) vy en
el caso gue 5=N, f=1-p/p¥%¥ es imprescindible para el calculo de
los tiempos de relajacion spin-spin, vy como vimos, la obtenemos

de las isotermas.

De acuerdoc a este modelo, €l ancho de linea observada

experimentalmente esta dada por

Obs b m

17 7 = £ /T + (1 -4)T
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con T = tiempo relajacionh spin-spin de agua fija a un eitio

2

especi fico

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

a3
“

multicapas).

¥ fraccion total de agua fija en sitios de orientacion vy

tiempos de relajacion diferentes del agua libre.

m
T se obtiene de mediciones de Reflectometria en Dominioc del
2
tiempo (TDR) v £ de les isotermas de sorcion.
En el caso de la micglobina a 81% HR obtuvimos f=0.26 (47),
b -3
v encontramos para el estado ligsdo T = 6.9 » 10 54
2 m

7 k]

{suponiendoc que la fraccion

m" rotaba isctropicamente, QO vy

S =
a2
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b M
§=0.038; siendo 8 1los parametros de Saupe, y considerando T=&00
22 i3 2
ms, generalizando los resultados de relajacion dielectrica para

otras proteinas.

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

del desdoblamiento de linea de r.m.n.

La identificacion del agua fija a sitios primariocos (gue
causan estabilizacion) con el agua detectada por difraccion,
permite considerarla no solo como el agua gque liga aminoacidos
ner-cenecientes & la misma proteima sino tambien como la que
produce ligaduras intermoleculares en los cristales de proteina,
(similitud del espectro de r.ae.n. con Fibras orientadas de

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

(EFR o ESR)

ESR (Electron Spin Resonance) o EPR (Electron Faramagnetic
Fesonance) da cuenta del comportamiento de los electrones en un
CENP O magnietico. Este ‘comportamiento proviene del momento

magnetico vy del momento angular del electrort (61).

Estudioz realizados en metamicglobina equina liofilizada,
mediante EFPR, & diferentes niveles de hidratacion, por Neto vy
col aboradores (62), muestran que para Metamioglobina g=é6, FORMA
NATIVA, (correspondiente a la componente perpendicular de spin
5/2 del ion Fe(lll) en simetria axial), la variacion del ancho de
linea en funcion de 1la hidratacion evidencia wna wvariacion
monotona hasta un  valor de hidratacion de 0.20 g aguasqg Mb.
Encima de este valor casi es una constante, hasta tomar el valor

de la solucion.

ta explicacion encontrada por lios autores, &s que tal
v

variacion se debs a alteraciones de simetria alrededor del ion

Fe(lll) provocadas por cambios conformacionales inducidos por la
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variacion en el contenido de agua, hasta gque en hidrataciones
superiores & 0.20 g agua/g Mb, se encuentra upa situwacion muy
parecida a la de la muestra en solucion (o sea con simetria axial
bien definida)l. Los autores encontraron comportamiento similar

para mioglobina de ballena.

Estos resultados confirman lo hallado por nosotros mediante

el estudio de las isotermas.

# modo de sintesis de lo anteriormente expuesto, podemos
concluir que el &gua Jjuega un rol prepoﬁderante‘ en la
ecstabilizacion de la micglobinas; existiendo un vqlnr critico de
hidratacion gue sobrepasado produce cambios confa;macionales.

FPor otra parte, tambien es importante resaltar &l hecho que
una tecnica tan simple y economica permite obtener resultados de
tal precicsion que son compatibles con los obtenidos por tecnicas
mucho mas sofisticadas y que no estan al alcance de nuestro

laboratoric; lo que nos permite aseverar sobre la validezr de

nuestras conclusiones.



PARTE 1I. MACROMOLECULAS EN SOLUCICN (0O SUSPENSION) . ADSORCION

DE AGUA LIGUIDA. EFECTO DEL £0OS50LUTO

INTERACCION PROTEIMNA ~ SOLVENTE

Los estudios realizados en vinculacion con los cambios
conformacionales producidos en proteinas por agentes
desnaturalizantes vy 1la relacion entre la interaccion de las
proteinas con las componentes del solvente en mezclas de agua con
sustancias organicas, indican que ambos +fenomenocs estan

intimamente relacionados (ver Introduccion).

Una comparacion cuantitativa directa entre el grado de
transicion conformacional vy las interacciones totales entre 1la
proteinma y 1los componentes del solvente es sin embargoc muy
complicada debido a la dependencia del estado de referencia .con

la composicion del sclvente.



Esto se& debe al hecho gue las tecnicas termodinamicas usadas
para medir las interacciones en sistemas de tres componentes
sirven solo para detectar interacciones
preferenciales: ejemplc: mediciones del cambio del potencial
quimico de las componentes agregadas al solventé:- debido a 1la
interaccion de 1las mismas con la proteina, relativo a sus

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

ausencia ge proteina (70).

Fara entender las relaciones entre las interacciones
proteina-saclvente vy cambios conformacionales de la proteina en
eclucion es necesario conocer completamente la interaccion
total entre la proteina y cada componente del soclvente. De modo
que el problema ‘teorico es el de encontrar una ecuacion que
relacione las interacciones preferenciales y totales de las

componentes del solvente con las proteinas.



DISTINTOS TRATAMIENTOS TEORICOS FARA DETERMINAR LA SOLVATACION

FREFERENCIAL Y TOTAL

A ) TRATAMIENTO TERMODINAMICO DEL SISTEMA AGUA-PROTEINA-COSOLUTO

Timashetf (70) wutiliza 1a notacion de Scatchard (71) vy
Stockmayer (7Z2) = designa al agua (principal solvente) como la
©omponente "1", la macromolecula {soluto) como componente "2" vy

el solvente organico agregado como coemponente "3".

Todas las concentraciornes las expresa en unidades de gramos

de componente Yi" por giramo de agua.

Timasheff considera gue las mediciones termodinamicas de las
interacciocnes dadas porr = dispersion de luz, volumenes
especificos parciales, equilibrioc isopiestico u otras tecnicas,
arrojan comp resultado fimal el cambio en el coeficiente de
actividad de la componente "3" debido &l agregsdo de 1la

componente "2", sin especificar los mecanismos de interaccion a
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nivel molecular. Las interacciocnes observadas representan una
squtoria sobre el espectro entero de grados de atraccion vy
repuleion entre las moleculas del soclvuwente v regicnes de la
proteina. De este mobdo puede haber moleculas del solvente
totalmente inmovilizadas en regiones discretas de 1la proteina,
con sus grados de movilidad trotacional y traslacional muy
restringidos; otras mpleculas pueden estar parcialmente
restringidas por interacciones debiles gque afecten su libertad de
movimiento <coclo momentaneamente. For uwltimo otras moleculas

pueden estar totalmente excluidas del dominic de la proteina.

Fuesto que los experimentos aportan solo un valor promedio
de las interacciones para todas las moleculas de un  dado
componente del =soclvente, Timasheff adopta un modelo de trabajo en
el cual las moleculas pueden ser consideradas como pertenecientes
a una de las dos clases = a) ligadas (considerando su acepcion
mas .general indica =solo la existencia de una atraccion neta

entre las moleculas del sclvente y de la proteina). b) libres.
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FURMAL ISMO TEGRICO

Se introduce un gramo de la componente "1" yv g3 gramos de la
componente "3 dentro de un csaco formado por membranas
impermeables a la macromolecula. Se sumerge &l saco dentro de un
volumen "infinito” de una mezcla de solvente de composicion
constante. Se introduce dentro de la membrana una cantidad

infinitesimal dg’2 de la componente "2".

Si Al es €l numetro de gramos de la componente "1" gue se
ligan por gramoc de proteina y AS es el numero de gramos de 1l1a
componente "3" gque son ligados por gramo de proteina, entonces
Al dg’2 + AT dg°2 expresa el decrecimiento de las componentes del

csolvente en el estado libre dentro del saco.

]
la concentracion de la componente libre "3I" cambia de g3 a

g"3, donde

g3 = (g3 -~ A3 dg®2) / {1 - A1l dg"2 ) (1)

En el equilibrio quimico entre el sclvente dentro y fuera
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del saco a la temperatura T y la presion p, los potenciales
guimicos de la componentea "3" dentro (inside) /.|'5-,i vy fuera

{outside) /u3,a debe ser igual.
/.\3,:'1 =/u3,o
De modoc que
RT In g3,i + RT 1ln Y G,i = RT 1n g3,0 + RT 1n 3'3,0 (2
Si se =supone gue la diferencia entre los coeficientes d=

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

las interacciones con la proteina dentro del mismo
YE,i = Xs,o £3,1

Donde +3,i es la fraccion de la componente "3" dentro del

gaCo gue no esta ligada a 1a proteina. De modo que
g3,i £3,i = g3,0
en el equilibrio la concentracion de la componente "3" no ligada

dentro del saco debe ser igual a la concentracion de dicha

componente fuera del sacoc. Fara mantener esta igualdad
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dg3 = ( g3 ~ g*3 )

gramos de la componente "3Y por gramo de agua libre debe difundir

dentro del saco a traves de la membrana.

Utilizando {1), se obtiene:

dg3 = g3 ~ g°3

dg3 = ( AS - g3 Al ) dg’2 / (1 - A1l dg?2 ) ( 3 )

La concentracion de la componente "2" dentro del saco, en el
equilibrio es:
dgZ = dg’2 /7 (1 — Al dg*2) ( 4 )

De modo que el parametro interaccion preferencial es ,

w

() 93 7 Paz )‘ = A3 - g3 Al

T,p, ud

En el caso que el grado abseoluto de hidratacion de la

sroteina (Al) fuese conocido; la ec. {5) hace posible el calculo
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de la cantidad total de solvente organico ligada & la proteina:

-
l\-\'

AS = (Qg> /J\2 ) + g3 Al ( &)

T,ps Ul

Como lo hemos desarrollado en la Introduccion, el "grado de
hidratacion" de wna proteina es un concepto biunivocamente
vinculado & 1la tecnica experimental que se utilice para su
determinacion. Timasheff {(70) utiliza para sus calculos, como
valor de.Al, los resultados dados por Bull & Hreese de vapor de
agua ligada en equilibrio isopiestico (51), por considerar que
los miemoe estan cerca del valor medic arrojadoc por tecnicas

diferentes.



B ) ADSORCION SOLIDO - LIGUIDO

Ya vimos en la Parte I que en el casoc de le adsorcion solido
- gas, la isoterma de adsorcion de un gas simple por un sclido,
representa la cantidad (peso, volumen, en las condiciones
standard seleccionadas ) de gas adsorbidas por unidad de peso del

eolido.

La medida sxperimental de adsorcion de una solucion es el
CAMBIO EN COMCENTRACION de la =solucion. Segun Kipling ((73),

cuando un pesoc "m" de un splido es puesto en contacto con  “no'
moles de un liquido, la fraccion molar de este decrecera en un A»
respecto a la componente "i"., Este cambio de concentracion se
produce porgue "nl,=" moles de la componente "1" y "nZ,s" moles
de la componente "2" han sido transferidos a la superficie del
sclido, por unidad de peso del mismo. En €l eguilibric quedan en
la fase liguida "pl" y "n2" moles de las componentes "i" y " 2

dando una fraccion molar "x" respecto a la componente "1" {(siendo

la fraccion molar inicial "xo"™ ).

Es decir gue:
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no =

no

A =

Como A W

ocbtenemos:

ru:Ax /' m

y por las ecs. |

nnbx /S m

no A}: / m

nl

nl

nl

+ n2 +nl,s m + n2,s m

+ nl,e m / no

/ nl + n2

/S nl + n2

#g - % 4, y utilizando las

[Lnl,s n2 /7 nl + n2 31 -1

Y oy £ 10 )

nl,se (1 - % ) ~- n2Z,8 %

nl,s »2 - n2,s8 xni

{ 7))

{ 8)

ecs. (7 )y {8 )

n2,s nl /¥ nl + n2 ¥

{ 11 )



Donde "x1" y "x2" ce refieren a las fracciones molares de

las componentes "1" y "2" en la fase liqguida.

De rodo que  fundamentalmente es encontrar un metodo
experimentzl que permita determinar "ni,s"” y "n2,s".
Exprezando la isoterma compuesta ", ec. ( 12 ), en funcion
de las frarccionee en pecso,tenemos:
wollc /7 m=wl,s (1 —c ) - w2,8 ¢ { 13 )
con wo = peso inicial del liguido puesto en contacto con un peso
m del adsorbente.
€ = fraccion en pesa de equilibrio de la solucion.
wi,e = peso de la componente i adsorbida por unidad de

peso del assorbente,



VINCULACION ENTRE LA ADSORCION DE AGUA EN FASE LIGQUIDA Y

GASEOSA

Eull {(20) er su trabajo scobre adsorcion de agua en proteinas
plantea polemicamente si existe © no vinculacion entre lo
adsorbidc por una proteina solida en un medio saturado en wvapor
de a&agua vy 1l1a cantidad de agua "ligada" por una proteina en
eplucion; pianteando que dicha cuestion ee de fundamental
importancia para €l calculeo de la viscosidad de las socluciones
proteicas, vy para la difusion de moleculas de proteina. Segun el
autor no existiria ninguna relacion entre estos dos tipos de a&gua
ligada; a la primera la considera comoc agua de "cristalizacion" vy
dependeria fundementalmente del arreglo de la estructura proteica
en un estado no disuelto; la segunda dependeria fundamental mente
de la extension de la superficie total hidrofilica expuesta &l

agua.

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

Usando el metodo isopiestico, Bull & Breese encuentran gque a
partir de 80%Z HR las curvas de adsorcion — desorcion coinciden,
en tanto que debajo de 1la misma se presenta umn ciclo de

histere=sis (5i).

Ellos trabaiaron con albumina de huevo a 25 €y, a partir de
la presion de hinchamiento como funcion del volumen de la
proteina hidratata, calcularon el coeficiente de compresibilidad

de la proteina hidratada como funcion del contenido de agua.

Obeservaron que en las proximidades de 0.7 g.agua/g.p.s. la
solucion cambia f{en la medida que se le guita agua y 1la
viscoeidad aumental, tomando un aspecto vitreo gue se vuelve cada

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

Una transicion ocwre alrededor de 0.3 Geag./g-P.5a4
correspondiendos qicho valor a una HR de 92 %. Cuando &l contenido
de agua es reducido por debajo de Q.2 g-ag9./g.p.=s.
{correspondiendo para la albumina a una HR de 80%), la estructura
vitrea comienza & quebrarse y a desmenuzarse= es en este punto

que segun los autores aparece el ciclo de histeresis de adsorcion

indicando la preszencia de capilaridad microscopica en la proteina.



Los autocres concluyen que el agua ligada por la proteina por
erncima de 92 Z HR es facilmente eliminable, que se ubica entre
las moleculas de proteina y que tiene el mismo calor especifica y
densidad gue el agua liquida; en cambio el agua ligada por debajo
de 92 L HR esta mas fuertemente unida a lo= grupoes polares de 1la
proteina que estan dispuestos {(en las proteinas solidas) en
plenos de tal wmanera que el agua se adsorba en estos grupos

hidrofilicos.

Los trabajos de Bull (Z0,51,74 - 78) y de Chattoraj & Mitra
{75 - B8Z2) sobre hidratacior de proteinas,. en ausencia y presencia
de sociutce, estan basados en el metodo iecpiestico. Perc de una
lectura cuidadosa no cse puede inferir con certeza si  estan
trabajando con proteinas en solucion, determinando &l agua de
hidratacion o© si determinan la adsorcion de vapor de agua por

proteinas solidas.

De modo que nuestra idea fue la de determinar el agua ligada
por una proteina en sclucion por tecrnicas diferentes, que nos
permitiesen verificar si es o no posible utilizar el modelo de

Guggenheim tambien a la fase liguida.
Deepues de una intensa busqueda bibligrafica encontramos

varics trabajos de Myers & Sircar (83 - 88) qgquienes plantean en

los x»iemos la posibilicad ce obtener la iscterma de adsorcion de
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vapor saturado de cada uno de las componentes en el mismo solido.
De acuerdo a Myers la ispterma de una mezcla binaria puede

ralcularse a partir del conocimiento de las isotermas de vapor

saturado de cada una de las componentes:

nl,e/ Xl 1l x2 d(il ]l ) = — (Pl,s -—}52.,5 3/ RT
»1i=0

Siendo esta la ec. ( 14 ), con

nl,e =n® {( ®x°1 - xn1 )
»*’1l = AFraccion molar de la componente i en la fase
adsorbida.

n® = pumero total de moles de adsorbato en la fase adsorbida.

ﬁs = energia libre de inmersion.

De modo que se puede calcular nl,e de los gatos

experimentales para mezclas de vapor no saturados:
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nly,e = lim L n*{ »71 = % 1 ) 1 {15 )

P=7P.5

De acuverdoc & lo planteado por Myers, la isocterma de
adsércion liquido - so0lido depende de la bondad del modelo
elegidoc para la fase gaseosa. Los auvtores analizan &1 modelo de
Langmuir para monocapa y el de B.E.T. para multicapas, planteando

la neceszidad de buscar un modelo de isoterma mas realistico, vya

que la iscterma de B.E.T. diverge a la presion de saturaciofr.

CALCULO DE LA ISOTERMA COMPUESTA DE ACUERDO AL MODELO DE

GUGGENHEIM

Consideremos un adsorbente no - volatil y una mezcla

binaria, y utilicemos las siguientes hipotesis:

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

Raocult.
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Fs y1 = Pl,s =l

FASE LIGQUIDA =

Fs yv2 = FZ,s »n2

F vyl =Fl,o »n"1

FASE ADSOREIDA =

2 ) Los valores de la presion de los sorbatos puros  {(pi,o)

gon medidos a igual Ypresion de esparcimiento”

Fi,o . P2,0

(nl,e / P ) dP = ( n2,0 / P ) dP

9
H

Q F =0
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3 ) La cantidad adsorbida (n?’) para una soclucion ideal es

1 /n” =L x"1 /nl,0d + L[ x°2 7/ n2,0 1

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

loe dos adeorbatos.

% ) que 71 4+ x'2 =1 Y ¥l + n2 = 1

Con estas suposiciones y utilizando para las isctermas el

model o de Guggenheim:

ni = (Nici(p/pi®)3/{[1+(p/pi*) M1+ (&~-1) (p/pi®) 1} (1&)

con pi# = pi,s pi#x

Encontramos que:
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C »71-x1 ) =p2¥kclxnl {(1-x1) {1+1/p2*%#[c2/ci~(1l-pl#¥)~-1733/
P = ps
/[ p2¥% cl %1 + plex c2 (1-x1)1]
Myers obtiene, utilirando el modelo B.E.T. que
lim ¢ %°1 - x1 ) = 0O
p-dos
y vemos que i en la expresion anteriocr hacemos
lim { »71 - %1 ) 1 =20
pP=ps G
piwxx—P1
For otro lado:
n’l = Nicl pl,o 7/ ps yili{pl,o/pl,s(cl-1)(1/p2#¥ —1/pl¥x)+

p=ps

+{plex/p2l2%¥ ~1)3+{(pi,s ple#+pl,oclci—~1)). (1-1/pZ+s)
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y comptrcbamos gque

plee—pl

Gue = la incerteza que obtiene Myers al utilizar el modelo de

BE.E.T.

De modo que:

nl,e = lim n” ( %71 - 1 )

p—des

eera de acuerdo al modelo de Guggenheim

ne={Ni: IxZ2pilxsp2*¥*x[c2{l-pl#x)—cl{1-p2*x) 13/

{1 (plex—p22¥x) +{(p2¥¥—-1)pl*xd. {(pleExu2{c2-1)+p2s#nl{cl—1+plR%pI*¥+3

ec. 17 )



CALCULD DE LA ISGTERMA INDIVIDUAL

Si de alguna manera podemos medir experimentalmente la isoterma
de adsorcion de una componente liquida en un adsorbente solido
(digamos 1a componente "1" ), vy trabajamos en el sistema

Macrocanonico, suponiendo:

i1 ) que el adsorbente tiene N sitios independientes,

localizados € indistinguibles.

2 ) gue "gi" es la funcion de particion de una unica

lli IQ.

molecula en el sitio

S ) que qgZ=q3=g4=....=g=qL, donde gL es 1la funcion de

particion del estado liguido.
4 ) gl=cqg para la monocapa.
S ) )q=ww/5 / p¥¥ )=actividad del agua y Ww/s es 1la

fraccion en pesoc de agua libre en 1la solucion una VEeZT

restablecido el equilibric.
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Tendremcs que la ispterma indiwvidual sera:
wi,e ={Nici(lw/s /pl*®)3/{[1+(cl—1) (Ww/s/pl¥¥)][1~-(Ww/s/plex)1>
a la cual denominaremos ecuacion (18).

Lo cual nos permite ajustar los datos experimentales con un

modelo teorico, toincidente al de Guggenheim, ya que como
ps/pl¥ = ps/pl,& pl*¥ entonces 'ps/pl,s=lw/=
Por otro lado #1=ps vi/pl,s, por lo tanto (1/pl#¥¥) tiene
dimensiocnes de un coeficiente de actividad.
De acusirdo g esto:
A,Mn,liq = -RTlnf{c/pl+#) { 19
A,.\H,liq= RT1n (pl¥%) (¢ 20 )
De modo aque ahora estamos en condiciones de calcular la

isoterma compuestaf{ec. {137}, bajo la suposicion gue la componente

"Z2Y no ee zdsorba
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wili,e = wl,s(1-c) { 21 )

DETERMINACION EXFERIMENTAL DE LA ISOTERMA INDIVIDUAL DE AGUA
LIGADA FGR SUSFEMSIONES DE COLAGENO EM SOLUCIONES AGUA-DIOXANO A

J0C

MATERIALES

-Se utiiizec polvo de piel bovina depilada y desengrasada

suministrada por el CENTRO DE IMNVESTIGACIONES DE TECMOLOGIA DEL

CUERG.

-Comc cosoluto se utilizo Dioxanc Dorwil Ind. Arg. FPro Analisis,

£.M. 83.103g.

~l.as muestras se termostatizaron en una estufa lonomex Ind.Arg. a

30C.
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METODO

Utilizamos la tecnica propuesta por Cartensen y
colaboradores en <us trabajos sobre Sephadex y Hemoglobina
(87),(88), con algunas modificaciones. Utilizando la acepcion

para agua ligada comd aquella gque no se mezcla con &l dioxana:

-5e pusieron cantidades conocidas de colageno bovino en  polvo
{(previamente se determino para la misma muestra el p.s., secando
!

en estufa y vacio), en peqguenos scbres hechos con sacos de

dialigis.

—Se tolocaron & dichos sobres en pesa—-filtros conteniendo

soluciones de distintas concentraciones de agua—dioxano.

—-8e dejo equilibrar 48 hs en estufa a 30 C.

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

dialisis de las e=scluciocnes, pocsteriormente se los peso

nuevamente, vy se& determino el contenido de agua total por 1la

tecnica de Karl Fieher (Ver Apendice V).
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—Como conoci amos el pesoc total de la muestra {colageno
seco + agua + dioxano), el del colageno y 1 agua total en la
micma, pudimos determinar la fraccion en peso de dioxano en la

muestra.

~-Tomnamos una alicuota de cada una de 1las soluciones qgue
estuvieron en egquilibrio con los sobresitos y por aplicacion del

metodo de Karl Fieher determinamos la relacion (Ww/lWdisol.

~Como la relacion en fracciones en peso de agua—-dioxano en la
sclucion debe ser la misma a la de agua libre—dioxano en la
muestra:

Wfw = bd ( Ww/ld) =ol.

~Concciendo la Ww total en la muestra y habiendo calculado Wfw se
puede determinar la fraccion en peso de agua ligada:

Wbw = Ww — Wfw

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

10{¢g de colageno secCo.

Fara corroborar nuestra hipotesis de que el dioxano no se fija &l
cciagency .estudiaremos el efecto del dioxano sabre la estabilidad
termica de Ffibras de tendon de Aguiles bovino, vy& que la’

temperatura de desnaturalizacion esta vinculada a la temperatura
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de contraccion.

De acuerdo & la Tabla VII, 1los valores de Te (Temperatura de
contraccicn en sclucion agus—dioxano) fueron del mismo orden gue
Te,o (temperatura en agus pural). Estos resultados noz permiten
suponer ocue en primera aproximacion la adsorcion de agua es

preferencial frente a la de dioxano.

~JUSTE DE LOS DATOS EXFERIMENTALES

Los datos experimentales (Figura 17) fueron ajustados con el

mocelo de Guggenheim arrojando los siguientes valores:

c N p¥#® Al.nm A}_lM S
65,086 373,057 1,058 -1054,983 339,956 20,73
ENI={(g.ag./100g.p.s.) L&/ui 3 = (cal/mol) i=m,M
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TABLA VII

TEMPERATURA DE CONTRACCION DE FIBRAS DE COLAGEND DE TENDON DE AQUILES

BOVIND SUMERGIDAS EN SOLUCIONES DE AGUR - DIOXANO.

CONCENTRACION ( molal ) TEMPERATURA DE CONTRACCION ( 2 C )
0,25 63,93
0,50 62,62
1,00 60, 10
2,00 58,92
4,00 62,21

TEMPERATURA DE CONTRACCION EN AGUA PURA: T = 63,26 Q C.
B
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‘CONCLUSIONES

Los resultados de las isotermas de adsorcion de wvapor de
agua en fibras de colagenoc a 25 C vy 35 C hechas por el metodo
gravimetricc arrocja los siguientes valores:

COLAGENO A 25 C:

c Ll p¥/po A/.«m A/_lM =}
21,10 13,865 1,37 -1648,80 189,92 0,76
COLABENO A 35 C
26,94 i1,14 1,28 ~-1844,53 139,35 0,82

[Nl=(g.aq. /100g.p.s.)

—— e e

[4,41 1 = {cal/mol)

ot e e e e e b e e e

i=m,il



Comparando con los datos de la icsoterma en la fase liquida
vempns que:s

I ) La adsorcion en la monocapa es preferencial en el caso

de la adsorcion en fase liguida. Fesultado 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 iscterma en fase liguida
respecto & los valores en fase gaseosa, podrian confirmar las
afirmaciones de Bienkiewicr (89) de gque el contenido de agua en
piel o cuero determinado por el metodo de Karl Fisher siempre da
los valores superiores a los determinados poyr otros metodos (el
autor los compara con los resultados arrojados por mediciones de

Resonancia Nuclear Magnetica-—- RMM) .

II1 ) Esta situacion plantea la necesidad de utilizar otras
tecnicas (por ejemplo RMN) para poder deterasinar el error
introducido por el metodo de Karl Fisher.

IV ) Se puso a punto una tecnica experimental que permite
determinar la isoterma en fase liguida de una proteina (hasta el

momento no figqura en bibliografia ninguna menc{on al respecto).

Se encontro que el modelo de Guggenheim ofrece wna buena
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posibilidad de ajuste para los datos experimentales, vya que su

plantec teorico para suspensiones resulta aceptable.

Es importante notar gque los errores experimentales son
altos, en particular a baja actividad de agua. Esto se debe en
parte & la compleja operatoria experimental, pero probablemente
mas aun a que la suposicion de que el dioxano no interactua con
la proteina no es totalmente cierta a altos contenidos de

dioxano.
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SISTEMA COLAGENO-ABUA-SURFACTANTE = EL PORGUE DE SU ESTUDIO

De acuerdo a nuestro interes de que nuestro trabajo de
inveetigacion este vinculado a laszs necesidades de la industria
nacional vy latinoamericana abordamos el estudio basico de la
proteina macs importante del angulo de la tecnologia del cuero= el

col agenao.

En estrecha relacion con el C.I.T.E.C., {Centro de
Investigaciones de Tecnologia del Cuero (CIC-INTI))}, tratamos de
dar una respuesta basica a las problematicas que por  su

intermedic nos planteaban los curtidores.

Desde el punto de vista fisicoquimico el cuero es colageno
curtido; en el proceso de curticion son utilizados los
surfactantes {tantos ionicos como mo ionicos) para conseguir
mayor aperturas de la trama, Entrandu en juego los gsiguientes

.mecanismos:

a8 ) Descenso de la tension interfacial en sistemas acuoscs.
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b ) Actividad liotropica sobre el colageno 3 hinchamiento,
solubilizacion y descensc de la temperatura de contraccion,

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

€t ) Neutralizacion de cargas aumento de la interaccion

reactiva (piguelado), igualacion (tintura).

d ) Accion en los grupos hidrofobicos especial efecto en

splubilizacion de grasas y secado.

Mas alla de 1las rvazones de uso del surfactante, la
interaccion colageno-surfactante es compleja, no esta claramente
entendida y es de dificil control. 8Su accion depende del estade
del colagenc {(ej: nativo, parcialmente modificado o curtido), del
tipo de surfactante y de las exactas condiciornes en que este ha

sido usado fei: temperatura, ph, concentracion salina)l.

De acuerdo a nuestros. trabajos sobre el tema
(50,921,92), entendimos qgue debiamos profundizar el estudio del

sistema Agua-Colageno-Surfactante.

NMosctros habiamos trabajado con tendon de Aquiles bovino vy
con tiras de corium bovino; midiendo como parametro de
estabilidad 1a Temperatura de tontraccion (91) (ver Apendice VYI).

FPreviamente habiamos encontrado el rango de concentracion
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adecuado para las soluciones, siendo las utilizadas 0,0314 M y
00,0628 M. Trabajamose a ph = 2, 7, 13 (que son los requeridos por

la industria)l.

De la Figura. 18 podemos concluir que los surfactantes
ionicos (8DS, Hyamina) son mas activos en decrecer Tc al ph al

cual la proteina tiene la misma carga que el surfactante.

En &1 casc de surfactantes no—-ionicos (Triton X -~ 100,
rolietilenglicol}), es un concepto generalizado que tienen un
ligero o casi nulo efecto saobre la temperatuwra de contraccion.
huestros resultados coinciden con esto, salvo a ph 13, donde hay
un  brusco descenso de la temperatura de contraccion. Un efecto

similar cbtuvimps para polietilenglicol 200.

En la Figura 19 observamocs gue &l punto de enturbamiento
{ver Apendice VII) para soluciones de Triton X—-100 baja

fvertemente a ph basico.

Estos resultados preliminares nuestros se contraponian a los
citados en bibliografia; en rasgos generalés, los &sutores
plantean gque en el ctaso de surfactantes ionicos es de esperar gue
el mayor efecto desnatwralizante se produzca cuando los
cdetergentes son fuertemente adsorbidos por la proteina {(es decir

cuando ambos ‘tienen cargas distintas) (93-103)3; de modo que nos
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FIGURA 19. PUNTO DE ENTUROAMIENTO DE TRITON X-100 (T wvs. ph)
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planteamos el estudio mas exhaustivo del sistema para dilucidar

lese mecaniesmos que entran en juego.

DETERMINACION EXFERIMEMNTAL DE LA HIDRATACION PREFERENCIAL EN LOS

SISTEMAS COLAGENO-AGUA-SURFACTANTE A 30 C

MATERIALES

—Se utilizo polve de piel bovina depilada y desengrasada

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

~CO030LUTOS: Surfactante no-ionico: Triton X-100. Rohm & Haas,
FM=547g.
Surfactante anionico: SD5. Sintorgan, PM=Z83,4g.
Surfactante cationico: Hyamina 1622, Fluka A.G.,

FM=466,0%g {(ver fApendice VII).

—Se prepararcn soluciones de detergentes 00,0628 My 00,0314 M con
agua previamente ajustada al ph indicado, 2, neutro y 13; el
mismo <& ajusto mediante acido sulfurico puro (1,2 ml en 2 de

agua bidestilada) vy con segluciones satuwadas de hidroxido de
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sodio ( 29,2 ml de HONa 50% P/V en 21 de agua bidestilada).

- Se controlo la calidad del agua bidestiladsa, pasada
posteriormente por columna de intercambic de resina ionica,

garantizando 6-=0,b5 }_lS a ph neutro.

—-E1 ph fue medido en un equipoc Orion Research Microprocessor
ph/milivolt meter 8113 vy la conductividad en un Conductivity

Meter CDM 3 Radiometer Copenhagen.

~-i.ae dencidadesz de todas las socluciones se determinaron en  un

Densimetrs Digital Anton Faar DMA 446 a 20 C.

-Las medidas de Absorbancia fueron realizadas (a las longitudes
de onda regueridas) en un Espectrofotometrc UV-Vis de doble haz
Mstrolab 2500 que tiene ados=ado un Registrador grafice Soltec

1242.
~-Lag muestras se termostatizaron en una estufa lonomex Ind.Arg. a

I0C, y Fueron centrifugadas en una centrifuga Rolco a 6000 RPM

durante 15 minutos.
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METODO

-Previc lavado enn agua bidestilada, el polvo de piel se deljo

secar en heladera a 4C durante 24 he.
~ E=te polvo de piel hidratado e puso en tubos de centrifuga con
la sclucion en estudio (datos = peso colageno hidratado, peso de

la eolucion €=z surfactante).

- E=stos tubcz de centrifuga perfectamente tapados se dejaran por

48 hs en estufa a&a 30 C.

- Para determinar el P.S5. del colageno mencionado, ese dejo con

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

- Una ve:x logrado el equilibrioc del sistema, Agua-Detergente-
Colagenoc, == centrifugaron las muestras. Se separa el
sohrenadante.

— 8 midic la: densidad del sobrenadante a 20 C.

- Mediante 2l Espectrofotometro de doble haz =se midic 1la



absorbancia del mismo para poder determinar la concentracion
final (mediante cuwrva standard de fAbesorbancia vs. Concentracion,
para cada uno de los detergentes; en la rona donde se cumple la

ley de Eeer).

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

usada fue de S 10 M oa 10 M, A= 285 nm.

-6 -4
En el casoc de Hyamina 1622, el rango fue de Sx10 M a 10 ™,

)= 225 nim.

Se eligic la longitud de onda a la cual se realizo 1la

medicion como la de la maxima pendiente {(ver Figuras 20 -~ 23).

En el caso del 5D5, las mediciones se realizaron en forma
indirecta, utilizando el metodo de Mukerjiee (10&) para poder
determinar la presencia de iones sulfatos (ver Apendice VIIID).

lLas mediciches cse realizarcn en el visible a A= 521 nm.

Mediante el conocimiento de 1a concentracion fipal y la
densidad del sobrenadante, junto con los datos iniciales del peso
del colageno hidratado y de la solucion y del pest seco, se podia

determipar ia hidratacion preferencial.
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FIGURA'21. TRITON X - 100
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FIGURA 22. TRITON X-100 75 x40~ M
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FIGURR 23 .0 HYAMINA 1622 10~ #
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- En todos los casos trabajamos a los tres ph—mencionados yv a las

dos concentraciones indicadas.

RESULTADOS ORTENIDOS

En 1la Tabla VIII tenemocs resenados los resultados de una de
las tantas esperiencias (totalmente reproducibles) para Triton X-
100 & 0.0314 M v 0.06Z8 M v a 1loe tres ph. FPresentamos en forma
detallada el tratamiento estadistico que hemos realizado para los
valores de 1le& hidratacion preferencial; que nos indica que &1
disenc experimental es correcto. Utilizamos el Disemno Factorial

(107,108) .

Para 1la hidratacion preferencial utilizamos la siguiente

expresion:

(ag1/3g2>‘ = - 1/g3 (Bgsngz)\

T,P1343 T’P17P3

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

6) a los valores medidos experimentalmente.
A\

En lae Tablas IX y X estan los resultados2 para Hyamina

1622 y 8SDS respectivamente.
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TABLA VII1

ANALISIS ESTADISTICO DE LA HIDRATACION PREFERENCIAL

IRITON X- 100
PH ACIDN x NEUTRO X BASICO X x
CONGENT. 1) 13 i3 1)
o
X _sa.01 x X X X - v
111= 28, " p1y= 22,230 Yy X 14=31.87 X X
39 [}
X =259 2612 X =207 20,5 X =40,35 39,29 2B,65
[. . 1 ’ ’ ? L ’ ]
0-033 M 12 212 312
X  =2u4,41 X = 17,00 X = 45,63
113 213 313
X  =16,10 X X =4,51 X X =42,33 X X
121 12 231 22 321 32 2
0.0628 M X =24,48 20,92 X =2565 15,65 X =27,57 31,68 22,75
122 222 322
X = 22,18 X = 16,79 X = 3516
123 223 323
X X X x> X
I.¢ 1 2 3
23,52 18, 10 35,40 25,70

A = PH , P NIVELES ( 4 VARIACIDN DE A, P=3 )
B = CONCZNTRACION , m NIVELES ( j VARIACION DE B ,j= 2 )

k = NQ DE REPETICIDNES k =3



TABLA VITI

o -
(S5C) = i i%(x =X )
13k

eITOT tw) "'

(sC) 22 (x -%3

total {wl &'I A3y 13

F=(C((SC) /(p-1))/7C(CSC) /pm (n=1)) =10,34 9,41  8ig.10%
A error

F=((SC) /(m1))/ (C(5C) /pm(n-1) = 3,4120 £ val.tab. NO sig.
B error

F=((5C) /pm (n=1) ) /(S C) / (p-1)(m-1) = 6,8463 > val tab. para 0.025
error AB

F=((SC) /(pmn=-1))/SC) /pn(n-1)) = 2,1315> val tab 0.10
total error
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TABLAR X

HIDRATACION PREFERENCIAL PARA SOLUCIONES DE SDS
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For otra parte, comoc una prugba adicional consideramos
valide analizar nuestros resultados para el sistema agua~—
colagenn—surfgctante con €l tratamiento propuesto por Chattoraj &
Mitra (79,80). Los autores analizan ambos casos utilizando como
metodo experimental el isopiestico , y concsideran (a partir de la
ley de Rault) gue 1la humedad relativa p/po es igual a la
actividad a2l del agua en una ecscala de fraccion molar., El

potencial guimico Pl del agua ligada de actividad al es

I_li =/L11,b + RT 1In al

siendo IJl,b = potencial guimico standard del agua ligada, cuando

la actividad {o p/po} deviene la unidad.

Cuanda p/po = 1, €l agua en €l eeno de la solucion (buli)
permanece en equilibrio con el agua ligada, de modo que )41
permanece constante & traves de las fases ligada vy libre,
entonces ,..tl,b = ,ui,f. De modo que ,_ll,b y,_il,f a p/po = 1
deviene un conveniente potencial gquimico standarc de referencia
para expresar el cambio de energia libre debido a la interaccion

agua-proteina (y/o socluto).

lus autores analizan el exceso superficial de Gibbe dado por

95
3}
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las siguientecs expresiones:

1= Ant - ¢ ni,f 7 n2,6) Anz
T2 = Anz - ¢ n2,6 701,68 nt

para el agua y el cosocluto respectivamente. Ellos trabajanm con
una proteina globular {(albumina de huevs), vy comeo cosoluto urea
{desestabilizador de la estructura proteica) y estabilizadores

como cloruro de cesio, cloruro de sodic, stc.
Fricontrando gque en &l caso de cloruro de cesio

r 1 Q v rE Q

En el casco de la urea

t
o

r 1 G ¥ r.

De wmodo que los autores concluyen que en el casc de un
ectabilizador, el agua fuertemente ligada pocsiblemente pierda su
capacidad de disclver grandes cantidades de soluto en la region
‘interfacial, de modo gue el agua adsorbida produce un exceso

superficial positiva. En estas condiciones la secuaciocn de Gibbs



predice aumentoc de concentracion de soluto en €1 seno de la

sclucion.

Por €l otro lado, ante la presencia de un desestabilizador,
la debilmente ligada agua interfacial puede permanecer asociada
con una importante cantidad de coscluto fuertemente unido en 1la
region interfacial ,de modo gue en este caso el scluto devenga el
exceso superficial; y de acuerdo a la ec. de Gibbs, 1la energia

superficial de exceso baje significativamente.

Los autoires concluyen que ecsperan gque las proteinas (si1empre
en el caszc de las glebulares) liguen excesos de moleculas de
aglcochol vy detergentes a partir de =soluciones acupsas, siendo

fuertes desestabilizadores para la proteina.

Analizando nuestros resultados para Triton X ~ 100 & los
tres ph. para el esistema agua~-colageno-Triton X - 100,
encontrames

de modo gue por ser el colageno una proteina fibrilar,
corroboramosz gque la misma &l adoptar la +orma globular  (mas

estable) se desnaturaliza,

[
)
3



For otro lado abordamos &l analisis de los resultados
experimentales del sistema agua-dioxano-colagena {(que habiamos
analizado desds €l punto de vista del analisis de .la hidratacion

preferencial (Tenla X1), encontrando que:

¢ 991 /7 332 ) 0 para 0,1 Ww,s < 0,4
T,,Al,’AS
y que
{dgt 7/ 3;24 0 para Ww,e 0,4
T
IPHP3

e=s decir que &. dioxanoc es un desestabilizador de la estructura
coclagenica para molalidades mayores de 17 molalg de‘mudo que patra
el estudio de l: isoterma de adsorcion, &s cgrrecta la suposicion
realizada de considerar al agua ligada como aguella gue no se

mezcla con el d:oxano.
AN

——
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TABLA XI.

/s

0, 184

0,262

0,352

0,40

0,511

0,638

0,778

0,869

HIDRATACION PREFERENCIAL

g 8g/100g ps

-372,2302

-176,6529

-192,7168

0,32

31,5493

52,195

51,8881

93,5345

DEL SISTEMA AGUA-COLAGENO-DIOXAND A 309C

-14,5479

- 1,5537

0,3310

D,5183

0,5219

0,9883

m3,1

98,0316

44,0541

26,2527

17,0191

10,279

6,2699

3,1859

1,3612



CONCLUSIONES

De acusrdo a la teoria de Timasheff para proteinas
globulares {10%,110), 1la hidratacion preferencial {(ec.5) es una
simple medids del exceso de agua y deficiencia del coscluto en la

region de la =uperficie de la proteina.

El avtor concluye gque en el casc de las proteinas
globul ares, un detallade analisis de la interaccion preferencial
entre las mismas y las componentes de un sistema aqua-coscluto
gstabilizador de estructurag indica qgue la estabilizacion
estructural es debida a la separacion de una micro fase del
solvente enn la superficie de la proteina, con acumlacrion de
moleculas de agua en dicha superficie. Este excesoc de agua no lo
interpreta =in embargo en terminos de una capa de hidratacion
consistente en moleculas de agua ordenadas en la superficie
proteica. irae interacciones del solvente observadas estarn
‘relacionadas & la estructura del solvente v a la interaccion
desfavorable entre la superficie proteica v las moleculas de
cosoluto. Ds acuerdo a este enfogque una hidratacion medida en

tales sistemas puede ser una accidental consecuencia de las



interacciones complejas entre las moleculas de agua, cosoluto vy
proteina; y no juesgan dichas capas de aparente hidratacion ningqun

rol especial en la estabilizacion de la estructura proteica.

Fimalmente, 1la separacion de la micro-fase en la superficie
de la proteina puede ser interpretada como urn aumento de 1x
energia libre superficial del agua (o tension superficial)
producida por el cosocluto. Una consecuencia de esto, dada
necesariamente por la isoterma de adsorcion de Gibbs, seria un
alejamiento de la&as moleculas de cosoluto de las  interfases,

produciendo, en consecuencia, 4N exceso de agua o aparente

hidiratacion.

En el casc del colageno, proteina fibrilar (ver Apendi;e
Vi), &l efecto del coscluto {detergentes) produciria sl efecto
invereo: la proteina al adoptar la forma globular (mas estable)
se desnatwaliza, de modo que el detergente actua como un

desestabilizador de la estructura proteica.

En 21 caso del Triton X - 100 ,{Apendice VY1Ial}), vimos en la
Figuwra ig, gque a ph basicao tenia un marcado efecto
desestabilizant; {marcado descenso de la Tc) yv de acuerdo a 1la
Figura 19 vemos que al mencionado ph el surfactante es menas
hidrofilico a pb basico. Esto coincide con nuestros resultados

dados en la Tabkla VIII, en la que vemos:



i) 991/ g} y en consecuencia (3F3/ ?m2)

Ts}-‘l 5143 Typ.m3
varian levemente en el rango de las concentraciones usadas.

ii ) La hidratacion preferencial varia con el ph, siendo 1la

misma para ph acido mayor que a ph neutro y menor que a ph basico
RASICO ACIDO NEUTFRO

113 ) La formacion de una nueva fase {agua "no-solvente”) es
termodinamicamente desfavorable. El plegamiento del colageno

(desnatuwralizacion) seria la respuesta termodinamica del sistema.

En el caso de la Hyamina 1622, detergente cationico (ver
Apendice Viibla, vimos en la Figqura 18 gue su accion
desestabilizadora es acentuadisima a ph acido {(donde existe mas
concentracion [H+1 a temperatura ambiente. De acuerdo a nuestros
resultados (Tabla IX), vemos analizando lo= valores encontrados
para la hidratacion preferencial gque esta es mayor para ph acidos
cuampiiendose la relacion siguiente para la hidratacion
preferencial: ACIDA BASICA NEUTRA ¥y si lo analizambs en
funcion de las molalidades iniciales y finales wvemos gque cse
cumple la misma relacion, 1o que esta indicando gque hay mayor

concentracion de detergente en el sobrenadante final, es decir
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que hay una exclusion del cosoluto. El1 hecho que los valores de
hidratacion preferencial sean en los tres ph negativos, indicaria
que €1 efecto e=s menos favorable que en el caso de los
detergentes no-ionicos. Ya que en el caso de los swfactantes
ionicos tambien exiete, probablemente, una interaccion de los

grupos polares del colagenc con los grupos ionicos de los mismos.

En el caso del 5DS (detergente anionico), de acuerdo a 1la
Figura 18 vemos que decsnaturaliza el colageno a ph basico {(donde

existe mavor concentracion de [OH-1) a temparatura ambiente.

Los resultados de 1la Tabla X parecerian mostrar esta
tengencia, aungque no asi para el caso de ph acido y neutro.
Creemos que ecta falta de precision es debida a 1los distintes
artificios guimicos gque tuvimos que utilizar para poder
determinar la concentracion final,; y gue cbhviamente introducen un
groseroc error., Cosa que no ha ocurrido conv el Triton X-100 vy la

Fvanina 1622 donde la medicion es directa.
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PARTE II1I. CONWCLUSIOCHNES FIMALES

Lo expuesto en el presente trabajo se puede sintetizar

basicamente en lo siguiente:

El modelo teorico elegido para el estudio de la adsorcion de
agua por proteinas puede ser considerado valido tanto para agua

en fase liquida como gaseosa.

La dependencia de la adsorcion de vapor de agua por
biopolimercs, tal como +fue analizada, brinda -ademas de una
racionalizacion de la variacion de los parametros de la isoterma
con la temperatura- l& posibilidad de predecir (dentro de ciertos
rangos v con las restricciones enunciadas) isotermas & diferentes

temperaturas a partir del conocimiento de dos de ellas.

Los ciclos de adsorcion — descrcion de vapor de agusa por
mioglobina muestran que una pronunciada deshidratacion produace
una desnatwalizacion de la proteina. Estoy, que resulto ser
valido en otras proteirnas, pohe un togque de atencion sobre 1la

metodologia uwtilizada en el estudioc de la adsorcion; alertando
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sobre todo aquel resultado que se obtenga partiendo del eecado

total de la muestra —como es comun.

La valoracion del agua fija a sitios primarios mediante 1la
isoterma, brinda resultados sorprendentemente coincidentes con
los obtenidos mediante tecnicas mas sofisticadas. Esto abre un
campo importante al permitir tal estimacion mediante una

tecriclogia de bajo costo.

El estudioco del sistema colageno — agua — surfactante para
diferentes surfactantes y distintos pH mediante el analisis de la
hidratacion preferencial, permitioc dar una explicacion al
aparentemente paradojico efecto de desnaturalizacion a diferentes
pH., La evidencia que la hidratacion preferencial == correlaciona
con el efecto desmatwralizante en colageno, permite proponer una
explicacion &l efecto del phs imposible con las propuestas

erxistentes hasta el momento.
El estudio de las isotermas bajo diferentes condiciones

resulta un aporte al conocimiento de la relacion entre

hidratacion y estabilidad proteica.
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AFPENDICE I: MOLECULA DE AGUA

£l vapor de agua consiste de moleculas separadas de
agua. Cada uwuna de ellas es una molecula curvada H-0-H con un
angulo de 105 (Fig.A). En el estado gaseposo el atomo de oxigena
tiene 6 electrones en la 2da capa (dos electrenes 2s y  cuatro

electrones 2p).

Cuando lo=s atomcs de oxigeno entran a interaccionar con los
atomos o2 hidrogenc, hay una sobreposicion entre los electrones €
y p. Los 6 electrones provenientes del pxigeno y loe 2 electrones
provenientes del hidrogenoc interactuan formando orbitales a 1o
large de las direcciones que unen al atomo de oxigeno con los

vertices de un tetrasedro (Fig.R).

l.o= a electrones alrededor del oxigeno

3
no son ni s ni p, forman el orbital hibrido sp. De 1les 4
electrones orbitales, 2 son usados para la union D-H, vy los dos
restantes permanecen camo orbitales libres para el par
desapareado de electrones. A causa de la repulsion de los pares
de electrones, el angulec H-0-H no es exactamente el angulo

tetraedral (109 287), pero un poco menor.



los orbitales libres en los cuales se ubican los pares de

electrones desapareados confieren una interesante propiedad a la

molecula de =agua (Fig C). El centro de gravedad de la carga

negativa de la molecula de agua, no coincide con el centra de

gravedad de l& carga positiva: la molecula neutra de agua puede

ser considerada como un dipolo electrico. Siendo su
=18

momento dipolar en la fase gaseosa de 1.87x1Q e.5,U.

Le existencia de orbitales libres en el atomo de oxigeno no
sole contribuyen al caracter dipolar de la molecula de agua sino

que tiene otras importantes consecuencias.

Lo=s dos pares aislados pueden unir electrostaticamente a
otroe 2 atcownose de hidrogeno: Es lo que occuwre €en el caso de

cristales cde hieglo (3).

Los atcnos de oxigeno yacen en capas, cada tna de ellas
consiste &n una red abierta, formada por anillos hexsgonales
plegados (Fig.D). Cada atomo de origeno esta tetraedricamente

rodeado por ctros 4 atomos de oxigeno (Fig-E).

Entre cada dos atomos de ocxigeno hay un atomo de hidrogeno

el cusl proves las ligaduras de hidrogeno (Fig.F).
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En cualqguier instante, 1los atomos de hidrogeno no estan
gituados exactamente a mitad de camino entre los dos oxigenos.
Cada atomo de oxigeno tiene dos atomos de hidrogeno cerca de
el {loe dos atemos de hidrogeno de la molecula de agua), & una

distancia 1.75 A.

Eeta estructura de red que forman las moleculas asociadas de
sgua, tontiene regiones intersticiales del tamano de una molecula
e agua. De manera que una molecula de agua libre puede ocupar

estos sitiocs, con una peguena disrupcion de la estructuras de red

(Fig.G).

Resultados de R.X. vy de otras tecnicas 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 moleculas de agua gue
forman la red, existe una cierta fraccion de agua
esiructuralmente libre, no asociada, que ocupa los intersticios

de la red (Fig. H).

Cuando una molecula de agua pertenenciente a la red rompe
sus puentes de hidrogeno con la misma, puede ocupar un sitio

intergticial y rotar libremente. De modo que la clasificacion de



las moleculas de agua en pertenecientes a la red o 1libre
{intersticial) no es estatica, sino dinamica -clusters o ra;imos
de moleculas de agua cooperan para formar la red, y al mismo
tiermpao, la estructura de red puede romperse-— Una molecula de
agua puede estar libre en uwn instante, en una posicion
intersticial, vy en el instante siguiente unirse a3 la red. Este
modelo propuesto por Frank Wen vy cuyos calculos mecanicos
estadisticos fueron decsarrollados por Nemethy y Sheraga, consiste

en cumulos cuyas moleculas poseen uno, dos, tres y cuatro enlaces

de hidrogeno, segun csea su ubicacion en el
-10 -1

mismo. Estos cumules cuva wvida media es de 14 a i0 £g se

erncuentran sumercgidose &n un  "mar" de moleculas libres. La

formacion vy destruccion de los clusters esta relacionada a 1l1a

fluctuacion local de energia.

DEFINICIOM DE ESTRUCTURA

De acuerdo &1 analisis de Grigera {4) para definir una

estructursa debemos:

1) FPoder definir ctiertas unidade= estructurales mediante

distancias, angulos de enlaces, etc.



2) Que exista un numero finito de dichas entidades.

3) Que el tiempo de vida de lacs mismas sea al menos de un

orden de magnitud superior al periocdo de vibracion molecular

Loe solidos cumplen los tres items, el vidrio no cumple el
item Z. En el caso del agua se ha observado mediante R.X. VY
difraccion de neutrones, regul aridades que confirman la

existencia de estructuras gue poseen un tiempo de vida del orden

de 10 =g {determinadco por tecnicas de relajacion dielectrica),

mientras que el periodo de vibracion molecular es del orden de 10
sg. De este modo podemos hablear de estructura del agua vy

considerarla como un liguido estructuwado o asocciado.

De 1pe datos necesarios para determinar una estructurat
distancias vy anguios, las tecnicas gque en salido tienen buen
resultado  {(difraccion de neutros y R.X.) soclo pueden en el caso
de 1los 1liguidos describir la funcion de distribucion radial
(distancia de una molecula & otra), pero queda pendiente 1la
distribuciorn angular. Esta, unide a lo complejo que resultan las
teorias sobre el estado liquido, hace dificil una descripcion de

ellos, a 1lo gue se suma-las caracteristicas peculiares de las



moleculss de agua. Existen varios modelos gue intentan explicar
la estructura del agua, ninguno de ellos aceptado universalmente.
Cada mcdelo fue hecho teniendo en cuenta un modelo experimental
diferente {(F.X., parametros termcdinamicoe, etc.). La aplicacion

del modelo a otras tecnicas no da el acuerdo deseado.

Loe modelos estructurales pueden clacsificarse globalimente en

modelos continuos o modelos de mezcla.

Lo primeros son aguellos en gue las moleculas estan
intercorzctadas medi ante puentes de hidrogeno siendo
indistirguibles unas de otras. Er los modelos de mezcla existen
ciertas moleculas que forman parte de una de las especies y otras
de difsrentes especiee, aunque pueden intercambiarcse entre si.
Entre los wmodelos de mezcla se -encuentran lps de "dos

estados’;, "intersticiales", de "cumulos", etc.
1 7 3
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' 3)
LAS SIGUTENTES FIGURNS SON REPRODUCIOAS DEL LIBRO DE BOCKRIS ( Ref

Bo

FIGURA A. LA MOLECULA OE AGUA ES NO LINEAL

nxienn

orhitales

FIGURA M. ORATTALMG HINRIOOSG D UN MuMy DU OXTGUNG

molecula de anua tdipnlo electrico
centro de

Hy,
/,é‘. carga negativa éﬂ?.
JA A <

qd *p*187debyes

centro de Carga positiva

cenlrn de 1os nucleos
de oxigenn
FICURA G. LA MOLECULA DFE AGUA PUEDE SER CONSTIDFRADA FLEFCTRICAMINTE

COQUIVALENTE A Uun DIPONE 0,



i i % anillno hexagonal plegado
;:: ;::: i

FIGURA L. LOS ATOMOS DE OXIGENO EN EL HIELO,LNS CUALES ESTAN LOCAL TZADOS
EN LAS INTERSECCIONES DE LAS LINEAS DEL DIAGRAMA: YACEN EN UNA

RED ABIERTA, DE ANILLOS HEXAGONALES PLEGADOS

)

Cr/}hixj// 0x10rmNa euori narng

oxigenn central

FIGURA E : LCADA ATOMO DE OXIGEND EN EL HIELO ESTA TETRAEDRICAMENTE
COORDINADD POR CUATRO ATOMLo DE OXIGENO DIFERENTES.

LUS ATUMUS DE HIDRULENO NU SE VEN EN EL DIAGRAMA,

096-1.024

puente de hidrpgeno -

1.74-1804

FIGURA F. PUENTES DE HIDROGEND ENTRE DOS ATOMOS DE DXIGENO.
= ATOMOS DE HIDROGENOD

= ATMOS OI NXIGENDG.



malla de moleculas de agua

FIGURA G. CSTRUCTURA DL HICLL CUN uUFlLlEN]E ESFALID INTERSTICIAL PARA

ACOMODAR UNA MOLECULA DE AGUA LIBRE.

moleculas de agua no asociadas

FIGURA H . DIAGRAMA ESQUEMATICO QUE MUESTRA QUE EN EL AGUA LIQUIDA ,HAY UNA RED

= DE MOLECULAS DE AGUA ASOCIADAS Y CIERTA FRACCION DE AGUA LIBRE.



AFPEMDICE II1:ESTRUCTURA DEL AGUA CERCA DE UN ION

Considerando al ion comoc una carga puntual, v & las
moleculas de solvente como dipolos electrices, la interaccion ion

-sclvente pusde ser descripta por las fuerzas ion-dipeola.

Sinteticamente podemos referirnoe a la estructura del agus

ern las cercanias de un ion, concideramos tres zonas (Fig.I).

Z0NA FPRIMARIA: &5 una zona altamente estructurada, en las
cercanias del ion, las moleculas estan inmovilizadas y orientadss
por el campo electrico, =se mueven splidariamente con el ion. Se

la conoce como FRIMERA ESFERA DE HIDRATACION.

SEGUNMDA ESFERA DE HIDRATACION: es una zona donde == ha
perdido parte de la estructura del agua liquida, las moleculas de

agua no acompenan &1 ion, s una region de tranesicion.

Finalmente, a suficiente distancia del ion, el agua no se ve

atectada por la presencia del mismo, vy se mantiene la estructura

de red ligada tetraedricamente caracteristica del agua liquida. A
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esta region se la llama "Bulk" o "senp del liguido".

A iéualdad de cargas un ion de menor diametro ejercera uwna
mayor atraccion electrostatica gue otro de diametro mavyor, esto
produce que los iones pequencs tengan una esfera de hidratacion
rigida. Lo gque sucede en la segunda esfera de hidratacion no es
tan simple, va qgue =su estructuwra dependera no soclo de 1la
interaccion electrostatica sino de factores estericos que
determinan si la tramsicion entre la primera esfera v el  liguido
se realiza & costa de un gran desarden o de estructuras mas o

menocs regulares.

De acuerdo & Grigera (4), una descripcion adecuada del
estado de hidratacion de iones consiste en tener en cuenta el
tiempo de vida del agua de hidratacion. EH.Z es el tiempo medio
ern el cual una mclecula permanece en posicion de equilibrioc puro
Y Zé es el tiempo medioc en que une molecula permanece  en
equilibrio junto a um ion, se caracteriza el estado de

hidratacion por )]l cociente ZL/Z
si z‘/L 1 HIDRATACION POSITIVA (el i1on  induce una
restriccion en 1 movimienta del agua)d.

=i Zg' /Z < 1 HIDRATACION MEGATIVA
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Los termince de hidratacion positiva y negativa equivalen a
los de FRO y ANTIESTRUCTURALES, pero no mencionamos el terminag
Yestructura", porque esta definicion de hidratacion esta en

termino de propiedades dinamicas y no estructwales.

Los tiempos Z,yr zi pueden ser medidos experimentalmente
gorgue estan conectados con propiedades macroscopicas como  la
viecosidad v la difusion, a=si como con fenomenos de resonancia

macnetica nuclear f(r.m.n.) y relajacion dielectrica.
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AFENDICE III MIOGLORINA

En los vertebrados los transportadore=z de oxigenc son 1

o
m

moleculas de hemoglobina y mioglobina.

La hemocliobina que esta contenida en los globulos rojos de
la sangre sirve como transportador de oxigeno, al igual que de
dioxido de carbono y del ion hidrogeno. La miocglobina gque se
localiza en los musculos sirve como suministreo de reserva de

oxigenoc y facilita su transporte en los mismos.

La capaegidad de 1la mioglobina v de 1la hemoglobina para
captar oxigento depende de la presencia de una unidad no
polipeptidica: &1 grupc hema, €1 cual da a las mencionadas

proteinas su color distintiva., E1 grupo hemo es el grupo

i (]
fad

prostetico, resto de la proteina constituye la apoproteina

(24).

Fl estidio de la estructura tridimeneional de la mioglobina
hecha <con rayos X se debe a John kKendrew (285)3; estos estudios
arrojaron ls: primera informacion sobre esta molecula de peso

molecular 17.000, cuyas dimensiones totales son 45x353x25 A,
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alrededor del 73% de la cadena principal esta plegada en una alfa
helice {de:ztrogiral), existiendo ocho =egmentos helicoidales
mayoritarios. La molecula es muy compacta, consistiendo el
interior casi enteramente de residuos no-polares (24-26-27)
{lencina, wvalina, etc.). Los residuos gue tienen una parte polar
y otra no-polar( tirosina, treonina, etc) se orientan de tal
forma que las porcionecs apolares apuntan hacia el interior. Los
uwniceos residuos polares en el interior de 1a mioglobina son dos
histidinas que juegan un rol especifico en el centro activo. El
hemo consta de una parte organics (Frotoporfirina) y un atomo de
hierrc. La protoporfirina IX esta constituida por cuatro grupocs
pirrelicos. El  atomo de hierrc en el hemo ezta ligado a los
cuatroc nitrogencs del anillo de 1la protopeorfirina, los dos
enlaces recstantes, conocidos come Sta. y é6éta. posicion de
cooradinacion) estan uwnidos de la siguiente manera: la Sta.
posicicon de coordinacion a una histidina “proximal®™ (FB), en
tante que la béta. es el sitio de enlace para el oxigeno, proxima
& la misma, pero no unida al hemo se encusntra un 2do. residuc de

histidina {(E7).
El atomo de hierro en el grupoc hemo puede estar en estado de

oxidacicn ferroso {(+2) o ferrico (+3) . Las formas

correspondientes se resenan a continuacions
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FOrRMA ESTADO OXI1.FE OCUPANTE

Sta.pos. bta.pos.
DESCXIMIOGLORINA +2 His. F8 Vacia
OXIMIGELOEINA +2 His. F8 0z
FERRIMIDGLOBING +3 Hie. F8 Hz20

-

E=s cecir gue del angulo Fisioclogico existen 3 formas
distintas cdce micgliobina. De modo gque el lugar de enlace con el
oxigerno supone =solo una pequena fraccion del volumen de la
mioglobina. La porcion peptidica se pliega alrededor del grupao de
manera que las cedenas laterales hidrofobicas (termcdinamicamente

mas estatlie cuando gqusdan agrupadas en el interior gque cuando

141



estan en presencia de un medio acupso) crean una especie de
"microclima apolar"” al hemo ferroso, para evitar la oxidacion del

hierro a l1a forma ferrica incapaz de transportar axigeno.

firrarte del estudioc con Rayoe X de la mioglobina, =& 'han
realizados analisis con difraccion de neutrones {(28), no
existiendo en bibliografia ningun estudio de sus isoctermas de

acgsorcion (=i =se conocen las de la hemoglobina, {(29)).
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AFENMDICE IV HISTERESIS

Si uwun csistema definido pare un conjunto de variables
eiternas es movido desde el estado A al B a lo largo de un dado
camino, las wvariables independientes adoptaran una serie de
valores. Si llevamos ahora al csistema desde B a A, v las variables
independientes vuelven & lo largo del mismo caminoc, ] procesc €S

llamado REVERSIRLE o PROCESO DE EQUILTEBRIO.

Normalmente para obtener' el comportamiento anteriormente
mencionado, el procesco debe ser efectuado muy lentamente. Sin
embargo en algunos casce aun cuando los cambios se realicen en
forma excesivamente lenta, un camino distinto es tomado por las
varisbles independientes. Procesos de esta naturaleza
corresponden a una clase muy importante, 1lamades comunmente

"histeresisg".
Es ilustrativo distinguir entre protezos en los cuales

varisbles DEFENDIENTES, toman valores ESTABLES y REFRODUCIELES v

aquellos en los cusles toman valores no estacionarios.
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El termino "Histereeics" es resevado para el primero,
mientras que "Supersaturacion" o "Metaestabilidad” es usado para
el ultimo. Aunque diferentes, ambos procesos estan estrechamente
relacionados, comc lo veremos mediante una analogia mecanica, gue
noc puede avyudar a comprender una posible intetrpretacion

=

molecular 1435).

La Fig. A a) muestra un circuito electrico en el cual una
tira bimetalica cierra el circuito en los punto P v @, cercano a
estcse puntos, dos imanes pequenrns han sido ubicados. Cuando ta
temperatura aumenta, la distancia sntre los puntos de contacto
disminuye, vy cuando alcanza un valor critico, la atraccion entre
los imanes produce el contacto a la Temperatursa Ti. La
disminucion de l& temperatura producira la separacion del
circuitc pero & una temperatura T2, menor gue Tl. La Fig-A b)
wuestra la corriente (variable dependiente) ve. Temperatura

{variable independientelpara el sistema descripto.

Ambos segmentos DR y FG son  inestables, ademas podemos
clasificar el procecso viendo 1la metaestabilidad s} la

supersaturacion.

iin comportamiente diferente es mostrado para un  sistema

compuesto por una coleccion de pequenss sistemas como el

mencionado anteriormente.
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Asumamos que nc todos los csub-sistemas sean exactamente
iguales, pero que las temperaturas de contacto y apertura varien
ligeramente unas de otras, de tal manera gue esten distribuidas
alrededor de valores comunes. Las curvas de corriente-temperatura
son mostradas en la Fig A, vy se asemejan a nuestras curvas

familiares de sorcion-decorcion.

ta diferencia mas importante entre este csistema vy el

mostrado previamente, es que aunque las componentes individuales

exhiben metaesstabilicad el sistema como un todo sigue wnn  paso

estabkle y reproducible el cual es caracteristico de la
Histeresics. La "irreveresibilidad” es interna y no pluede ser

eliminada por factores esterncs.
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AFENDICE V: METODO DE KARL FISHER

En 1935 Kearl Fisher (111) de=scribic un reactivo conteniendo
yodo y dioxido de azufre, el cual fue desarrollado primeramente
rara la determinacion de agua en dioxido de sulfuro y que luego

fue aplicado & los analisis de agua en general.

la especificidad del reactiveo y la simplicidad de uso fue
rapidamente reconoccida por los guimiccs. El nombre de “Reactivo

¢z Karl Fisher” se ha difundido y hoy es de usc generalizado.

En sus experimentos iniciales, Fisher consideraba diferentes
tzcnicas para averiguar el alcance de la rezaccion, usando benceno

coma solvente psra el vodo y el dioxido de azufre.

tos intentos de utilizar el punto fimal con celulosa  fue
ingatisfactoric a casusa gque sse indicador no funciona en medio

"Ahigrido.

La remocion por destilacion del exceso de SO0 y HI  formado
2

en la reaccion, seguida por la titulaciorn del acido sulfurice



producido, fue insatisfactorioy debido a las reacciones previas
del acido sulfurico con el benceno y a la reduccion del producto

por HI.

La titulazacion del reactivo com 1la muestra a analizar para
determinar asgus, hasta que la selucion se decolore era erratica,
dependiendo de la concentracion del reactivo. Se encontro que
cuando la concentracion de producteos acidos aumentaba, 1a
reacciocnr se volvia reversible; para evitar esta reversibilidad
era necesario descomponer los productos acidos o introducir algun

material que =e combine con ellos.

Se encontreo que el ultimo metodo era el mas deseable,
contrandose & partir del estudio de aminas organicas debiles

que la piriding era la mas indicada para ese proposito.

S8e encontro ‘que tenia la ventaja adicional de combinacion
con dioxido de szufre, reduciendose ademas la presion de vapor.
De exta manera la amina terciaria deviene una componente esencial

del reactiveo.

Raronando por analogia & sicstemas complatamente inorganicos.

Ficher sugirio que la reaccion era la siguiente:



I +2HO+ (CHHMN) .80+ 2CHN-—-—— (CHN)Y .H SO +

M
h

[ ~ =
S 3 z 2 oo 5 5 2 2 4

.

+ 2 CHMN HI

wt
u

La adicion de una base organica hacia menos promisoria la

titulac:on del aparente acido sulfurico producido en la reaccion.

fAcem=s de Tormar eeles con los productos acidos, la piridina
L4
se comzina irreversiblemente con diorido de azufre vy HI en

cxlients.

Tizulando con el reactivo conteniendo piridina hasta gue €l
yodo n> cambie mas de celor, Fisher fue capar de encontrar wn

punto fine) agudo y reproducible.

Con €l obijeto de asignar un exceso de reactivo mas gue de

yodo, =21 uso tres veces mas las cantidades calculadas de 80 ¥ un

-':t.
enceso adicional de piridina.
8. reactivo consiste de 720 g (10 moles) de piridina, 192 g

(T molesz) de S0 vy 254 g (1 mol) de yodo disuelto en 5 litros de
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solvente ankidrido (metanol).

Esto fus calculado como equivalente a 36 g (2 moles) de agua

o 7.2 mg.ag. ‘ml de reactivo.

METODO DE TITULACIOM DEL REACTIVO

Karl Fisher fue el primerc en sugerir que un procesoc de
calibracion electrico podia ser aplicadoe &l anslisis de agua

ligquida.

La tecnica usada e= mucho mas precisa 'y reproducible gue la

de sequir visuzlmente el cambio de color de la reaccion.

tna titulzcion de este tipo requiere un milivoltimetro
sencible capsz de exhibir una fuerte y positiva deflexion pars un
aumenioc total de 20 av en 2l punto final de 1la reaccion.

Cualquier mcoieloc de ph—imetro puede ser utilizadao a tal efecto.
Em la Fig.1l se observa el cambio de potencial durante la
calibracion de! Reactivo de Karl Fisher coh agua en metanol. Dos

aspectos det=zn ser rigurosamente tenidos en cuenta:

i ) Garantizar mediante el usD de buretas automaticas la
L]
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puesta de trampas con silica gel v P O la no influencia de 1la
2 5
hiumedad ambiente.
2 ) Evitar el contacto del reactivo con la luz (para ello
utilizamos material de vidrio coleor caramelo). En la Fig.2 vemos
las vasijas similares a las que usamocs, vy en la Fig.3 una imagen

del conjunto del aparato para la calibracion.

METODO DE CAL IBRACION

PRIMERA STANDARIZACION DEL REACTIVO
- Se pone &alrededor de 36 ml de smetanol en la wvasija de
calibracion, v se agrega suficiente cantidad de Reactive de Karl

Fisher (RKF) hasta lograr el caracteristico punto final.

- Rapicamente se agrega 150 & 350 mg de tartrato de =sodie
(ka £ -H O .ZH O); perfectamente pesado, Yy s calibra el punto
2 4 4 5 z
final.

El fzctor de equivalencia "F" para el agua, en mg de agua



por ml de reactivo, esta dado por la formula F = 0,15866 W/V, en
la cual "W' es el peso en mg del tartrato de sodio y "U" es el

volumen en ml del reactivo requerido.

SEGUNDA STANDARIZACION DEL REACTIVA

Alternativamente, el reactivo puede ser =tandarizado cada
dia que se use contra soluciones de agua—-metancl, de la siguiente
forma:

-~

- Se agregan 2 ml de agua a 1000 ml de metanol

- 8= retiene una porcion de metanol para la determinacion
del blanco.
- Be ponen Z5 ml perfectamente medidos de la soclucion de

agua = metancl en la vasija de calibracion, y se calibra con RKF,

- Sipul taneamente se realiza la calibracion del blanco, con

25 ml del metanol usado y se realiza la correccion necesaria.

- El contenido de agua en mg por ml de la solucion de agua -
metannl esta dado por la formula VF/25, en la cual "V es el

volumen del REF corregido por el blanco de la calibracion de



metanoly vy "F" e= el factor de equivalencia de agua del reactivo
determindo contra tartrato de sodic {(como se especifica en la

Primera standarizacion).

FROCEDIMIENTO

— Se acregan &alrededor de 25 ml de metanol a la wvasija de
calibracion v se calibra hasta el punto final con &1 REF, no hace

fxlta tener en cuenta el volumen vyva que no entra en los calcules.

~ Se pess la muestra a determinar el contenido de ague vy ee
transfiere rapidamente a la vasija.
L
- Se agita {(con agitador magnetico) rapidamente y se calibra

con REF.

— El contenido de agua en mg de la muestra, es el productd
SF, en el cual "S" es el wvolumen de reactivo usado para calibrar
la muestra, y "F" es. el factor de equivalencia para el agus

definido anteriormente.

1
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MATERIALES USADOS

Buretas Automaticas METROHM AG. HERESAN

Tartratoc de Sodio MALLINCKRODT

Metancl MERCK

Reactivo de Karl Fisher SINMNTORGAN
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FIGURA 1 ., CAMBIO DE POTENCIAL DURANTE LA CALIBRACION DEL RKF con

AGUA EN METANOL ( Ref 111 )



F1GURA 2 OASIJAS DE CALIBRACION ( Ref. 111)

SIMILARES A LAS UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO.
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FIGURA 3 S1STEMA DE CALIBRACION DE KARL FISHER



AFENMDICE VI COLABENO

ESTRUCTURA

te molecuia de colagenoc — TROFDBCOLAGEND = (3000 A) esta
{srmad:s por tresz cadenas polipeptidicas indiwvidusles, las cuales
eztenn &lineadas & traves de la molecula. 8Se pueden considerar
t-es reg:ones distintas en la moleculay a ) Una region no
heicoical {recion hH ) remaniente de la molecul a de

2

procol egenro,comprende un 2% de la longitud de la molecula, zona
m.iy importante ya que contiene los sitics donde se originan los
“zress-links"; b) La zona central helicpidal que abarca un 95% de
la longitud Z2e la molecula. En esta zona las cadenas individuales
sdoptar & ftorma de una helice de paso izquierdo (eje menor) de
prolina, las cuales acomodan aproximadamente tres residucs por
veelta de helice & una distancia de ? A. Las tres helices a su
vezx estan plegedas zlrededor de un eje fomun central para foarmar
vta helice de peso derecho {(eje mayor) con un paso de 100 A, En

e#stz zona 1:as cadenas polipeptidicas presentan en su  estructursa



primaria la secuencia Gly-X-Y en forma repetitiva, csiendoc X e Y
FProlina y 4-Hidroiiprolina.
}

Los acoplamientos estereoguimicps debidos a la estructursa
ciclica de 1la prolina y de la hidroxiprolina, vy la naturaleza
compacta de la glicina, proporcionan rigidez a la triple helice.
FPor otra parte £1 grupo hidroxilo de la hidroxiprolina permite
ectablecer ‘"enlaces hidrogenados” (enlaces quimicos debiles)
entre las cadenas que constituvenn l1a triple helice, de modo que
la ecstabilidad del colageno se debe en granm parte a1l  grupo

hidro<ileo de l& prolina.

Ern casoe menoce frecuentes las componentes X e ¥ son otros
aminoacidos, en caso de sgser lisina, esta puede ser hidroxilads
permitiendo que se unan a la molecula de colageno moleculas de
arucares f{glucecsa,galactosa) mediante enlaces covalentes. Son las
moleculas de atucares las que permiten establecer enlaces entre

las distintas moleculas de colageno.

lLLas funciones aldehidicas de la lisina vy de la hidroxilisina
scn las  fundanentales responcsables de 1a solidez de la trama

formada por las: moleculas de col ageno.

€ J} La tercer region de la molecula de colageno nativo es

una  zona no~helicoidal COOH- que comprende el 3% de la longitud



de la molecula, del mismo origen que la region MH , que contiene
al idgual Gue la anterior sitics de origen de ‘"cross-links". Es

conocida co-o TELEOPEFTIDOS.

En coidiciones apropiadas de temperatura vy/o solventes
desnaturalizantes, la molecula de colageno native puede ser
desnatwalizada vy sus cadenas;honstituyentes adoptar una forma
plegada ("random -~ coil”"), a estas ultimas se las denomina
cadenas alt:, conteniendo cada una alrededor de 1050 residuos de
aminoacidos, Diferentes tipos de cadenas ok han sido

caracterizecas como producto de la desnatuwralizacion de

diferentes zipos de colagenos.

En un nismc organismo distintos tipos geneticos de colageno
estan presantes segun los tejidos. El mas abundante , tipo I,
compone exrlusivamente tendones y huesos; mientras que en octros
tejidos comc piel, sistems vascul ar, tejido reticular,

encontrarenze colageno I y pequenas cantidades de tipo II1.

El tico 1II es ] mayor constituyente de los cartilagos.
Estone tres tipos de colageno intersticiales (tipo I, II, IIl)
forman fitrillas periodicas y se presentan como fibras en las

matrices ex-racelulares. Los otros tipos geneticos como el IV en

las membra~as bassles y V¥ en membranas basales vy organos

1

internos; rs precsentan forma fibrilar tipica.



En el colageno tipo I hay dos tipos distintos de cadenas
ddl) v liII) en una proporcion urno & dos respectivamente. Los
colagenons tipo 11 y III tienen una secuencia de aminoacidos muy

gsimilar & 1la de tipo I, presentando tambien glicina cada 3

reziduos y un alto contenido de aminoacidos.

INTERACCIONES INTER E INTRAMOLECULARES

Despues de la conversion del procelagenc en colageno, s
produce la organizacion en fibrillas y fibras tisulares. Las
fibriilas inmaduras no poseen la suficiente fuerza tensora hasta,

gue no e formen enlaces covalentes "dentro" y "entre" las mismas.

El "cross - linking” del colageno en fibrillas occurre en dos

G tres etapas:

a ) Deaminizacion oxidativa de los grupos € - aminos de
algunos de los residuos de lisil e hidrowilisil. lLos productos de
la reaccion {catalizada por la enzima licsiloxidasa) eon: alisina

g higroxilicsina, las cuales producen nusvas interacciones.

b ) Lose aldehidos de dos cadenas alfa adyacentes de una



misna molecula de colageno, reaccionan espontaneamente a traves
de un producto de condensacion del aldol para formar el enlace

cruzado intramolecular.

C ) Los enlaces cruzados intramclecularesz ce forman
iniciaimente c¢omo bases de Schiff de wurno de los aldehidos
{(incluyendo el producto de condensacion del aldol) comn los grupos
E.— amino de 1los residucos de lisina & hidroxilisina de una

eeqg.nda molecula de colageno.

Estose eniaces 1nestables se estabilizan por reduccion o©
rec-denamientc de 1la daoble union, o constituyen enlaces mas
concleios por ulterior interaccion con histidina y/o residuoe de

glucoez v galactiosa del colageno.

I'e los modelos mas propuestos para la estabilirzacion de la
trizle helice ce la molecula de coalageno, =l mas corroborado por

loe datos experimentales es el de la escuela de Madras.

Ramachandran vy Chandrasekaran 1{(1958), propusieron una
gt uctuwra conocida ‘comc "the water - bridge structure”, gue
recancilia los modelos de Ramchandran y Karta {(1955) y de Rich vy
Crizk {19481 conocidos coma  estructuwras "doblemente” Y

Mzinplemente" ligadas, respectivamente.
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De acuerdoc al wmodelo de Ramachandran y Chandrasekaran,
basados en estudios de Rayos ¥, una molecula de agua forma un
puente de hidrooesno entre dos oxigenos de los grupos carbonil de
las uniones peptidicas de dos cadenas distintas de la triple

helice.

Dtra mpolecula de agua puede formar puentes de hidrogenc
entre el grupc peptidico N-H y un oxigeno carbonilicoc de dos

cadenas diferentes. Este modelo considera una molecula de agua

cada tres residuos aminoacidos.

ESTARILIDAD HIDROTERMICA

Cusndo el colagenc es sometido, en un medioc acucso, & Una
temperatura creciente, =e produce un fenomenc de
desnaturalizacion termica de 11las fibras de colageno, que
-morfologicamente sk manifiesta en una contraccion de un 35Y de su

longitud original.

La temperatuwra de contraccion varia segun la procedencia del
colagenc {(para =l estado nativo), siendo el rango entre 50 y 70 C

en el casc de mamiferos.



En €l caso de fibrillas sueltas la temperatura de
contraccion es,de 50 a 35 C; vy en &€l caso de fibrillas de
colageno renaturalizadas el fenomeno se inicia alrededor de los

S0C.

En esta divergencia de temperaturas de contraccion (tambien
variable en funcion del ph vy del medio), puede apreciarse que el
orden estructwal es de gran importancia para la estabilidad

hidrotermics.

El fenomeno de la contraccion del colageno en agua caliente
ee produce por la rotura de los enlaces internos de las tres
cadenas de la molecula de colagenc, principalmente de las uniones
por puentes de hidrogena., Este fencmenc ez conocido como Proceso

des Fusion Intermeolecul ar.

Fn este proceso de desmoronamiento estructural las tres
cadenas no se =Eoparan necesariamente entre si, sineg que quedan
entremezcladas unas con otras, al disminuir la temperatwa pueden
volver a unirse por medio de puentes de hidrogeno, ocbviamente de

una mansra desordenada.

De mudo  que la Temperatwra de Contraccion puede ser

conciderads como una medida de las fuerzas gque mantienen el orden
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estructural del colageno, ‘al miemoc contribuyen diferentes tipos

de unionecs:

a )} ENLACES SALIMNDOS: entre un residuc polar negative de una
caderna lateral y un residuoc polar positivo de otra cadena vecina

(ej: resto de acido glutamico y un recsto de lisina).

b ' ENMLACES FOR PUENTES DE HIDROGENO: pueden formarse entre
un cruzo —C0- de una cadena polipetidica v el grupc -—-0OH- del
anilio airrciico de la hidroxiprolina correspondiente & 1a cadena

veCcinx.

t } INTERACCIDMES HIDROFDBICAS: se originan como
consecusncia de acumul aciones de cadenas apolares laterales gue

gecapar al medica acuoceo.

d )} EnLACES POR "PUENTES DE AGBUAY: en los cuales una

mble-uia de agua forma puente entre diferentes cadenas de 1la

iriple nelice mediante puentes de hidrogeno.
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HIDRATACION

Tanta en 1los e=sistemas wvives rcomo en el casc de la
manufactura del cuero el colagenc se encuentra en continux
interaccion con el agua. Existen importantes razones tanto del
punto de vista de la biclogia, la medicina como la  industrias,

para ecstudiar el sistema agua — cclageno.

El primero en observar experimentalmente &l comporitamiento
ae Ias moleculas de agua (protones de las mismas) v
diferenciarlas de los protones del colagenc fue Herendsen, en
12562, vusando tecnicas de r.m.n. de banda ancha. Encontrando que
para el espectro de la®s moleculas de agua orientadas existe un
desdoblemiento de la linea de resonancia que indica una fuerte
cependencia angular. Esto estaria indicando una anisotropia de

rotacion de las moleculas de agua.

En 1973 Migchelseen vy Rerendsen encontraron los parametros

- - - - . - ’ .
que expresan dicha anicsctropia en terminos de la orientacion
molecwler promedio (parametros de Saupe), usando para ello daloes

de protones y deuterones. En ambos trabajos los autores plantean
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que un modelo como el propuesto por Ramachandran y Chandrasekaran
puede ser consistente con la anisctropia hallada

experimentalmente.

En 127%, Grigera y Berendsen encuentran que el modelo de
hidratacion de col ageno propuesto por Ramachandran y
Chandrasekaran es consistente con los resultados obtenidos  poir
r.fi.n. v medidas dielectricas {incluyendo tecnicas de
ecpectroscopis en dominioc del tiempo —TDS-). Tambien encontraran
que los resultados de sorcion eran compatiblese con el medelo,
pero que porr ellos mismocs no bactaban para seleccionar un modelo.
Los re=sultados de sorcion indican la existencia de ‘un  tercer
sitio de union o de varios sitios debiles. Como los datos de
r.m.n. soh consistentes con los dos sitiocs propuestos pot
Ramachanéran,:se eupondria gque las moleculas de agua en los otroe
sitios no estan rigidamente orientadocs y se  encuentran

probablemente relacionadous & cadenas laterales flexibles.

Este &= consistente con los resultados de los ciclos de
adeorcion - desorcion de colagenc, que presenta un civlo de
histeresis. Seria posible que el tercer sitio de union sea
reemplazade por un puente saline en el colageno deshidratado, vy
que ro represente un sitio de union entre las cadenas de

colageno.
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Las dos moleculas de agua especificamente ligadas cada tres
amincacidos forman puentes entre diferentes cadenac de la -triple
helice de colageno. El tiempo rotacional de corvrelacion de 1las

.-7'
moleculas ligadas (1-5 10 &) debe ser interpretado comoc el
tiempo de residencia de las moleculas de agua, puesto que &l
movimiento no rotacional sobre angulos apreciables es posible en
las posicicnes ligadas. For la misma razon los autores no esperan
gue las moleculess de agua ligadas contribuyan & la constante

dielectrics dei colagenc hidratado.

En concliusion, Grigera vy BRerendsen plantean que las
propiedades de hidratacion de colagenoc parcialmente seco pueden

cer decscriptas de la siguiente manera:

Cada tres aminoacidos hay dos moleculsazs de agua firmemente
ligadas, con posiciones bien definidas, unidas por puentes de
hidrogenn a la sstructura molecular. Estas moleculas tiemen un
tiempo de residencia de 0.1 us., El resto del agua, que consiste
en la mayor parte del agua presente, esta en debil interaccion
con el resto de 1locs sitios, formando “multicapas" ¥y con
propiedades bastantes similares a la del agua liguida. Estas
moleculas de sgua comparativamente "libres" estan en rapido

intercambic y poseen un tiempo rotacional de. correlacion del
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widen de 10 s, que es un orden de magnitud menor que el del agua

libre.
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TABLA 1

Distintos tipos de colageno

Composicidn Forma fibrosa y
en cadenas Caracter{sticas distribucion en 1os

principales tejidos

Tipo I [“L(I)JJ ag Canpuesta por dos Fibras largas y bien estruc
-cadenas 1(1) y una turadas Piel,huesos, tendones,
cadena mAs bisica e 1iqamentos,dentina y casl to
hidro{ébica 2 do otro tejido conectivo.
Tipo T [0y (1) ] Similar al tipo I Forma fibrosa desconocida.Al
trimero 3 pero de cadenas ho gunas lineas de fibroblastos,
mblogas 1(I) tunores inducidos por virus
en ratones.
Tipo II [“i (Il)l Altos niveles de hi Pequeas fibras o fibrillas
E droxilisina e hidrox} Cartilagos,cuerpo vitreo.
lisina glicosilada
Tipo III [D(i (III)I b Relativamente altos Tejldos reticulares finos.
niveles de 4-hidroxi Dermis,pared uterina,vasos
prolina y glicina. sanguineos.

Dos cisteinil resi-
duos por cade?a.

Tipo 1V [“1 (‘WJ ]5' _? Membranas basales
Tipc V [O\j (V)J q 2(\/) Maenbranas basales, Organos
2 internos.



FIGURA 1. ESQUEMA DEL PRECURSOR DE COLAGEND ( PRO-COLAGEND ).
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-Gly-X-Y-Gly-X-Y-Gly-X-Y-  amodcidos

cadena &

triple hélice

fibrilia

Fig. 2. El col&igeno desde su secuencia de aminoécidos hasta llegar a su

estado funcional.



Fig. 3
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Fig.4. Los puentes de agua en la molécula de colégeno. a) detalle de los
enlaces., Nitese que las moléculas actuan como puente entre cadenas.
b) esquema idealizado que indica el estado dindmico de la hidrata-
cién. Las moléculas de sitios primarios (indicados en a) se intercam
bian con las de hidratacidn superficial inespecffica.
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AFPEMDICE VI

a ) TRITON X - 100

llos series de agentes swfactantee no ~ ionicos 0N
preparados por la reaccion de octylfenol o nonylfenol con oxido
de etileno. Lor productos son los comunmente descriptos como
alguil -~ aril - polieter alcchocles: teniendo la formula
estructural gque se indica en la figura; en la cual el O del

g

grupc alguil es una mezcla de isomerocs de las ramificaciones de
cacenas Yy indica el numero medio de unidades de ouxido de

etileno en €l lado eter de la cadena.

fmbas series consisten en los productos listados, dados en
la #igura, ernn orden de aumentar la longitud de la -cadema de

polyo:vetileno.

{os productos son mezcla con respecio a la longitud de la
cadena de polyoxyetileno, el valor de Yx" representa el numerc

y)

promedio  de unidades de oxido de etileno en el lado eter de 1la

1568



cadena de cada producto. La distribucion de longitudes de cadenas
de varios polyosyetileno en cada surfactante sigue una

distribucion de Focisson.

El principal uso de estos surfactantes es industrial y en
detergentes de uwso hogareno. Siendo tambien ingredientes
importantes en la manufactura de emulsion de polimeros. El Triton

¥ - 100 es biodegradable.

TEMFERATURA DE ENTURBAMIENTO (CLOUD TEMPERATURE)

En el caso de ciertos surfactantes npo - ionicos: la
temperatuwra s&lrededor de la cual socluciones acuosas devienen

heterogenese, con la formacion de dos fases liguidas.

TEMPERATURAS DE CLARIFICACION (CLOUD POINT)

[

En e cazo de suwfactantez no = ionicos que exhiben

temperatura de enturbamientos: La temperatura a la cual la mezcla
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de dos fases liquidas deviene homogenea al ser enfriada.

DATOS EXTRAILDGS DEL FOLLETO SUMIMNISTRADO FOR RDHM & HAAS

COMPANY

- DEFINICIOMNES EXTRAIDAS DE: "VOCABULARY OF SURFACE ACTIVE
~~ORa IS, TERMS AND DEFINITIONSY; COMITE INTERNATIOMAL DES DERIVES
Thebwidt — ACTIFS (C.1.D) COMMISSION DE TERMINOLOGIE. Z2eme Edition

+flage, Faris 1272,

b )Y HYAMINA 1622

La Hyamina 1622 es di - isobutil - fenoxi - etoxi - etil -
dimetil] — bencil - amonic cloruro. Es un monohidrato. Es una =&1

cuaternaria de amonio de pesoc molecular 464.09 g. {(ver figura)
Es un germicida, efectivo en una amplia gamea ue
microcrgani smos en muy balias concentracioness Diluido es inocdoro,

incolioro, no venenose y no irritante.

Los cristales de Hyamina 14622 son sclubles en agua y  en

- -
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wuamerosos solventes no - acuosos.

Se usa para desinfeccion industrial y veterinaria, asi como

de hogares, granjss, restorantes, etc.

INFORMACION EXTRAIDA DEL MANUAL DE ROHM & HAAS COMFANY.

Dodecil Bulfato de Bodic: C H Na O S

12 25 4

CH (CHY CHO&S8UO HNa

3 2 140 3
PREFARACION: por sulfatacion de alcoholes lauriticos,
seguida por neutralizacion con carbonato de sodio. El1  articule
comercial es una mezcla de alkyl sulfatos con sodic lauril

sulfatos (estes ultimos en preponderancia)l .

Fedacitos, polvo o cristales.blancoes o éclor crema. Suave al

171



tacto.

Un gramo e disuelve en diez mililitros de agua, dandoc una
solucion opalescente. Froduce el descenso de 1a tension

superficial cde soluciones acuosas. Emulsifica las grasas.

Uss: agente humectante, detergente, sespecialmente en 1la

industria tewtil. Puede ser usado con agua pesada. Ingrediente de

las pasias dentifricas.

INFORMAZION EXTRAIDA DE "THE MERCK IMDEX". NINTH EDITION (1976).



(:H, CHi,

C“a"”‘:“z*l‘r HOCH,CH,1,0H
CH, o1

Hod N

GHy __)HOCH,CH,)0H
OCTYLPHENOL SERIES
THION X 14 x
TRITON X-35 x =3
TRITON X-45 (x = 5)
TRITON X-114 ¢ (x = 7-8)
TRITON X-100 (x = 9-10)
TRITON X-102 (x = 1213)
TRITON X-165 (x = 16)
TRITON X-305 {x = 30)
TRITON X-405 (x = 40)
TIUTON X-705-50% (x = 70)
TAITON X-705-100% (x = 70)
NONYLPHENOL SERIES
TRITON N-42 (x = 4)
TRITON N-57 {x = 5)
THITON N GO x 0
HUWION N0t x 9I10)
TRITON N-111 (x = 11)
"TRITON N-150 (x = 19)

TRITON N-401

{x

410)



Compozilion Dyamine 1622 in di-isolaty] phenoxy ethoxy cthyl dimethyl henzyl mmmonium
thloride, wonelydrate. Tt is o pure quaternary anmonimn salt with o
molecnlar weipht of 160,09

CI’. (‘l[' Clll

|
Cil, ( (ll.——( \--> -OCHLCILOUILCH— N—LII,-O) 1,0

ClI. U!.



AFENDICE VIII: USO DE TINTURAS IONICAS EN EL ANALISIS DE

SURFACTANTES IO0ONICOS

La base del metodo propuesto por Mukerjee (106) es la

siguiente:

Liguidos organicos como el cloroformo o bromobenceno no  son
buenos sciventes para la mayoria de las tinturas ionicas, como &1

a2l ce metilenoc {(cationico) o el azul de bromocfenol (amionico).

En un sistema de dos fases, cuando alguno de esos solventes
inmiscibles esta presente con une solucion de tintwa en agus,

muy poco ' color se registra en la fase organica.

En &1 casoc de encontrarse presente un detergente junto con
un  exceszo de la tintura indicada con carga opuesta, la sal
tintwa -~ surtactante que s forma, generalmente es mas soluble

en el solivente organico que en el agus.

De calibraciones previas o del conocimiento e 1a

absorbancia de la tintura .en el solvente organico, se puede
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determinar ia toncentracion de la tintura en €l solvente.

Como .a tintura esta presente como una =al tintur§ -
surfactante, se puede determinar la concentracion del surfactante
en la fas2 acubsa, a partir de experimentos de particion en
equilibrioc. Cualqgquier contribucion de 1la tintura puede ser
sustiraida como blanco de correccion. La sensibilidad del metodo
puede ser incrementada en un gran factor aumentando la relacion

gz fase ac.oesx a fase ocrganica.

tn el zezsc de? 8DS los avtores proponen dos posibilidadecs:

1 ) Tintwra cationics: Azul de metileno 0.0 M- en ClH, 8 mg

por litro. &slwvente organico: Cloroformo. Absorbancia medida al

b

Sehneideran que es un Z0YL mas sencsible €l usar como
tintura ceticnica Pinacvanocl (8mg por litro), y Bromobenceno como
solvente o ganico. Absorbancia medida a k= 621 nm. La tintura de
FPinacyancl g2 disuelve en una sclucion buffer ‘fAcido FHorico -

Fora:x pkH 7



MATERIALES USADOS

Cloruro de Pinacyanocl marca Sigma, sclucion 8 mg/l en buffer

borayw — acido borico.

Acido Borico 0.1 M mewrca Mallinckrodtt; P.M.. = 41.84 g.
Tetraborate de sodic (Borax) marca Flukas P.M. = 201.22 g;

.01 H,

METODO

En un recipiente se ponen 35 ml de una solucion acuosa de
detergentes,; se le agregan 5 ml de solvente organico inmiscible vy
Sm! de la tintura. Se agita com un shaker y se mide la

absowbancia de l& faze crganica.
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ESTARILIDAD , CONFORMACION E HIDRATACION DE PROTEINAS.

ADSORCION DE AGUA EM FASE LIQUIDA Y GASEOSA )

INES GRACIELA MOGILMER

ANEXDO TABLAS



ISOTERMA DE ADSORCION DE MIOGLOEBINA A 30 C PREVIAMENTE SECADA

HR g.ag/100g.p.s = INTERVALO CONFIANZA
4.8 4.098 4,066 (-0.95373;9.133)
11.1 4,632 2.591 ( 1.412;7.853)
21.6 ?.146 3.725 { 4.514313.177)
32.4 ?.220 1.694 ( 7.113311,.324)
3.8 11.719 2.353 { B.793;14.645)
52.0 18.240 7.919 { 8.395;28.085)
S6.2 13.623 1.863 (1X.307317.939)
63.2 17.830 2.072 {(15.2733; 20.426)
75.2 23.080 3.888 (18.2463;27.914)
B3.5 34.629 1,305 (24.413:47.844)
7.4 43.279 1.874 (26. 4483 60.103)
intervalo de confianza : ‘; _4_- ia s 7/ l—r: da Q.025

Los valores de 1la isoterma son valores promediados y pesados



N HR
1 0

2 6.8
3 11.1
4 21.6
5 J2.4
b 43.8
7 52.0
8 6.2
9 63.2
10 75.2
i1 83.5
12 7.4
c = 2.052 N =

Y = g.ag./100g. ps

Yex

4,098
4.632
9.144
?.220
11.719
18.240
15.623

17.850

43.275

20.008

Ycal

O
1.841
3.011
5.932
9.111
12,793
15.7351
17.40C0
20.404
26.556
31.875

44.031

RESIDUO

3.214
Q.109
~1.074
2.489
-1.777
-2. 554
-3.476
2.754

~0.756

pxe = 1.516 po

Valores promediados y pesados



MIOGLORINA 30 C. DESORCION NATIVA

HR g.ag. /100 g.p.s. s intervalo de confianza
7.4 49,349 15.398 {—08.929; 187.627)
83.5 30,0246 1.334 ( 24,2923 35.760)
75.2 19.548 &, 084 { 8.2373 27.582)
&3.2 12,977 1.191 ( 11.083; 14.872)
56.2 11,5086 1.424 ( 9.239; 13.773)
52.0 15. 204 &.226 ¢ 8.937; 25.851)
43.8 ?.036 1.314 { 6.94463 11.125)
2.4 7.033 7.881 ( S.780; 8.2886)
21.6 11.099 4.,8652 { 3J.702; 18.498)
11.1 2.373 1.104 ( 0.6173 4.129)

6.8 2.067 2.4561 { -1.846; 5.980)

Valores de la iscterma pesados y promediados.

2}



N puntos HR Yex Ycal RESIDUO

1 97.4 49,349 65. 367 -1,133
2 83.5 30.026 28.919 0.916
3 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
b 52,0 15.904 10. 679 0. 920
7 43.8 %.036 8.562 0.398
8 32.4 7.033 b.145 0.124
9 21.6 11.099 A, 134 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
£ = 3.190 N = 7.561 p*® = 1.095 po

Y = g.ag. / 100 g. p.s. Valores promediados y pesados.



MIOGLOBRINA F0C.DESORCION PREVIO SECADO

HR g.ag./100g.p.s. = INTERVALO CONFIANZIA
97.4 43.273 1.874 (26.448; 60. 103}
83.5 39.9216 2.8650 (16.122363.709)
75.2 30, 309 8.188 { 9.983;50.8635)
&3.2 22.279 8.641 { B8.5403;36.017)
S6.2 20,300 7.875 { 7.779;32.820)
S2.0 192.048 8.124 { 6.130331,965)
.8 16.369 7.708 ( 4.114;28.625)
32.4 15. 900 5.773 { 6.7213;25.07%)
21.6 16.933 S5.905 { 7.843;26.323)
11.1 11.3587 &6.678 ( 0.968;22.205)
6.8 10.181 5.791 ( 0.973;19.38"

Valores de la isoterma pesados y promediados.

W



N puntos HR Yex Yeal RESIDUOG

1 7.4 43.275 44,113 -0.838
2 83.5 39.718 36,070 2.719
3 75.2 I, 309 32,344 -, 464
4 63.2 22.279 27.861 -1.210
S S6.2 20,300 25.586 ~1.262
1) 52.0 19.048 24,303 ~-1.210
7 4.8 15. 369 21.911 -1.3446
8 32.4 15,2900 18.641 -0, 888
9 21.6 16.933 15.201 0.3550
10 11.1 11.587 10,599 Q.278
11 6.8 10.181 7.765 0.783
12 v 0 Q 0
c = 14.908 N = 19.183 prx¥ = 1.6465 po

Y = g.ag. / 100g.p.s. Valore%%romediados y pesados



ISOTERMA DE ADSORCION COLAGENO DE COLA

N puntos

L8]

10

i1

12

13

14

tn
n

c = 11.

Y = g.aqg.

]

1

DE RATA A

RESIDUO

Q
0,893
-0, 1035
-0.352
-0, 499
-, 054
0. 065
-0.118
—-0. 3536
0.014
1.760
-0.728
-0.432

0.206

p¥* = 1,653 po

GRAVIMETRICO
{F/FPQ) Yex Ycal
Q Q 0
0.05 6.250 5.357
0.10 8.800 8.905
Q.15 11.200 11.552
Q.20 13. 200 13,4699
Q.25 15. 500 15.554
0.30 17.300 17.235
0.35 18.700 18.818
0.40 20.000 20.356
.45 21.900 21.886
0.50 25.200 23.440
Q.60 26,000 26.728
Q.70 30,000 30.432
0.80 JI5.000 34,794

N = 19.46156
/100g.p.s.

20C. METODO



ISOTERMA ADSORCION COLAGENO TENDON DE AQUILES ROVINO 25C. METODO

GRAVIMETRICO
N puntos {p/po) Yex Ycal RESIDUND
1 O 0 Q 0
2 Q.06 &. 360 7.023 -Q. 4643
3 0.11 7.900 ?.628 -1,727
4 0.17 12,9440 11.46886 1.254
5 0.31 17.580 15.194 2.386
) Q.43 18.560 18.046 0.515
7 0.51 19.480 20,140 0.680
8 Q.57 24,2460 21.949 2.311
9 0.75 26.810 29.089 2.279
19 0.81 29.840 32.419 2.579
11 0.85 33.730 35,0582 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 px®x = 1,368 po

Y = g.ag. / 100g.p.s.



ISOTERMA ADSORCION COLAGENO 35C TENDON AQUILES ROVINO. METODO

GRAVIMETRICO

N puntas {p/po) Yeu Ycal RESIDUO
1 Q o Q- 0

2 0.06 7.280 6.701 0.3579
3 0.11 8.120 8.780 -0.590
4 Q.3 13.070 13.244 -0,174
3 0.43 12.700 15.746 ~X.084
) 0.51 192.210 17.699 2.211%
7 Q.37 22.150 19.406 2.744
8 0.75 26.110 26.702 ~-0. 592
9 Q.81 28. 640 30, 365 -~1.725
10 0.85 33,020 F3.385 ~Q. 3565
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¥* = 1,244 po

Y = g.ag. / 100g.p.s.



ISOTERMA ADSORCION LISOZIMA

N puntos (p/po) Yex
1 Q Q
2 0.17 5. 030
3 0,31 6. 8650
4 0,43 ?.930
S 0.51 10.760
6 Q.57 11.900
7 0.71 14.230
g Q.81 17. 880
9 0.88 25.380
10 .94 25.410
c = 8.486 M= 7.5560

Y = g.ag./ 100g.p.s.

10

25C. METODO GRAVIMETRICO

Ycal RESIDUQO
0 O
4.897 0.133
7.243 -0.,593
?.165 0. 785
10.578 0.182
11.770 0.130
13.302 1.072
18.934 ~1.354
22.463 2.917
26.569 -1.159
p¥*® = 1,292 po



DESORCION LISOZIMA 25C.

N puntos

+ 2]

]

L UNEE S I €

c = 19.797

Y = g.ag.

{p/po)

.88
.81
.71
0.57
0.351
0.43

Q.31

/s 100g.p.s.

METODO GRAVIMETRICO.

11

Y VACIO

Yex Ycal

25.540 24.812
19.420 20.797
16,950 16.812
X. 410 13.108
12.230 11.907
10.730 10.528
a.700 8.738
4.440 b.5642
0 O

N = 7.598 prk =

SECADO CON FENTOXIDO

RESIDUO

0.728

1.237



CICLOS DE HISTERESIS DE MIOGLOBRINA A JI0C. METODO DE LA BALAMZIA DE

CUARZO

EXPERIENCIA PRIMERA

DESORCION 1 ADSORCION 1

HR (%) g.aq/I100gp= HR (%) g.ag/100gps
punto punto

S56.2 14.286 1 48.3 17.007

S2.0 21.088 2 S2.0 14, 204 4

48. 3 17.007 56.2 25.170 5

DESORCIONM I1 ADSORCION I

S56.2 25.170 21.6 14,327

52.0 18. 367 ) J2.4 20.408 10

48,3 23,129 7 A48.3 22.449 il

32.4 20, 408 8

21.6 16.327 g

DESORCION III ADSORCION I1IX

48. = 22.449 11.1 18,367

I2.4 13.603 12 21.6 19.048 13



21.6 21.088

11.1 18. 347

DESORCIDON IV

21.6 19.048
i1.1 17.007
6.8 14,966

13

14

15

i7

13

ADSORCION(PREVIO SECADO)

6.8

11.1

21.6

17.770

21,660

ia

i

-
290



EXFERIENCIA 11

DESORCION 1 ADSORCION I

HE (L) g.ag/100gps HR (%) g.ag/100gps
puntao punto .

S56.2 25. 625 1 48. 3 20,000 partida

52.0 19.375 2 52.0 19.480 4

48.3 20.000 3 S6.2 24.840 S

DESORCION 11 ADSORCION I

86.2 24.840 21.6 22.490

52.0 27,500 ) 32, 21.5%50 10

48. 3 28.75 7 48. 3 30.30 11

32.4 25.825 8

21.6 22.490 ?

DESORCION 111 ADSORCION (FREVIO SECADD)
48,3 0. 300 6.8 28.890 16
2.4 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

14
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