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Resumen

Resumen

La caracterizacion e interpretacion reoldgica y fisicoquimica del
comportamiento microestructural de soluciones de gelatina es fundamental
para el disefio y control de diferentes procesos de la elaboracion de alimentos,
de la ingenieria biomédica y de la biotecnologia.

En términos generales, es pertinente mencionar que la gelatina, la cual
es un biopolimero soluble en agua, se obtiene a partir de tejidos de colageno
mediante un proceso de hidrolisis acida y/o alcalina que destruye la estructura
terciaria, secundaria y también, en parte, la estructura primaria del colageno
nativo. En consecuencia, luego de la degradacion al nivel tropo-colagénico se
obtienen cadenas polidispersas que dan origen a un producto con una amplia
distribucion de pesos moleculares.

Debido a la presencia de aminoacidos basicos y acidos en la secuencia
peptidica, las moléculas de gelatina en solucion se encuentran cargadas
eléctricamente. La carga neta de cadena varia ampliamente con el pH. En
efecto, el estado conformacional que adoptan estos polianfolitos es
significativamente dependiente del medio fisicoquimico en el que se encuentran
disueltos, donde intervienen diferentes tipos de fuerzas inter e intramoleculares.
Por consiguiente, el sistema solvente — macromolécula puede presentar una
diversidad de comportamientos y evoluciones, entre ellas, la que se conoce
como proceso de maduracion el cual conduce al estado de gel. Las variables
representativas en este marco de referencia son: temperatura, fuerza ionica,

pH, concentracidon de proteina, historias térmicas y mecanicas.




Resumen

Considerando los problemas brevemente mencionados arriba, en esta
tesis se estudian aspectos relevantes y no resueltos al presente de las
soluciones de gelatina desde el punto de vista reoldgico y fisicoquimico en los
regimenes de concentracion ultra-diluido, diluido y concentrado, considerando
otras fenomenologias estudiadas previamente en la literatura. Se analiza el
efecto que tienen sobre la microestructura formada por el par solvente —
macromolécula la variacion de parametros tales como temperatura, tiempo de
maduracioén, velocidad de corte, pH y fuerza iénica.

Para la interpretacion tedrica de los ensayos reométricos llevados a cabo
en los distintos regimenes de concentracion, se requiere conocer la distribucion
de pesos moleculares de las cadenas de la gelatina utilizada. En tal sentido,
esta funcion de distribucion se obtiene mediante la técnica experimental de
electroforesis en geles de poliacrilamida y, a través de ella, se calculan los
pesos moleculares promediados en fracciones masicas y en numero de moles
usando densitometria computacional.

Se analiza la viscosidad de soluciones de gelatina en los regimenes de
concentracion ultra-diluido y diluido utilizando un viscosimetro capilar
gravitatorio (no disponible comercialmente) que permite, primero, evaluar la
velocidad de corte lo cual no es posible en los dispositivos comunes vy,
segundo, obtener velocidades de corte relativamente bajas, donde los
resultados tedricos reoldgicos, en relacion a la microestructura de los fluidos,
estdn bien establecidos. Por consiguiente, mediante los resultados
experimentales obtenidos, y a través de la interpretacion tedrica de los mismos,
se valida y se concluye que el comportamiento microestructural de las

soluciones de gelatina es fuertemente dependiente del rango de concentracion,




Resumen

de la temperatura de maduracion y de la composicion electrolitica del solvente
aportando, a su vez, nuevos conocimientos no descriptos previamente. En
efecto, a través de ensayos de viscosidad intrinseca de soluciones diluidas, es
decir para concentraciones inferiores a la concentracion critica de gelificacion
de 10 g/cm® aproximadamente, se observa que por debajo de la temperatura
de gelificacion este tipo de soluciones experimentan agregacion intermolecular.
Este fendmeno se produce por la formacion de zonas de triples hélices
intermoleculares donde las cadenas de gelatina tienden a regenerar
parcialmente la estructura tropocolagénica formando estructuras fractales.

La agregacion de moléculas de gelatina en el régimen diluido también se
estudia aqui mediante la medicion de la viscosidad especifica de soluciones
diluidas maduradas a distintas temperaturas. La interpretacion de los
resultados experimentales obtenidos se realiza a través de la teoria de
agregacion de Smoluchowski, observandose que a medida que el tiempo de
maduraciéon aumenta, los agregados que se producen son mas polidispersos
con propension a formar una funcion densidad de distribucién de tamafno de
particula de alta dispersion. Ademas, a través de los valores de dimension
fractal obtenidos se observa que estos agregados son mas desordenados y
ocluyen mayor cantidad de solvente cuanto menor es la temperatura de
maduracidén (cinéticas de agregacion menos lentas). En efecto, la menor
dimensidn fractal obtenida es de 1,79 y se registra a la menor temperatura de
maduracion evaluada de 5°C. Asimismo, el mayor valor de dimension fractal
obtenido a la mayor temperatura de maduracion es de 2,43.

Mediante la evaluacion del factor de estabilidad coloidal se observa que

el proceso de agregacion es lento debido a que las moléculas de gelatina
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deben vencer una barrera energética de alrededor 25 veces la energia térmica
estimada como el producto entre la constante de Boltzman y la temperatura
absoluta. Por otro lado, mediante la evaluacion reométrica de soluciones ultra-
diluidas, es decir para concentraciones inferiores a 10™ g/cm® se concluye que
en este rango de concentracion el sistema no experimenta agregacion sino que
las moléculas de gelatina regeneran la estructura tropocolagénica mediante
plegado intramolecular. Los resultados obtenidos se discuten en el marco de
las teorias cinéticas de macromoléculas.

Asimismo, se analiza el estado de carga que poseen las moléculas de
gelatina a los diferentes pH y se obtiene informacion referente a la
conformacion que pueden adoptar estas macromoléculas en solucion diluida
antes de que comience el proceso de agregacion, las cuales dependen,
principalmente, de interacciones intramoleculares de naturaleza electrostatica
acopladas al movimiento Browniano. En efecto, mediante un estudio reométrico
de soluciones de gelatina a distintos pH y fuerzas idnicas se observa que en el
régimen diluido las moléculas de gelatina adquieren diferentes radios
hidrodinamicos debido a la modificacion de las interacciones intramoleculares
mencionas arriba. Por otro lado, los ensayos reométricos realizados en el
régimen concentrado, muestran que la variacion del estado de carga de las
macromoléculas a través del cambio de pH y de la fuerza ionica del medio
condicionan la formacion y estabilizacion de redes debido a la modificacion de
las interacciones electrostaticas intermoleculares, generando mecanismos
disipativos sustancialmente diferentes a los encontrados en soluciones diluidas,
los cuales se reflejan a través de la medicion de la viscosidad. Asimismo,

mediante el analisis tedrico del estado de cargas de una secuencia peptidica
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perteneciente a gelatina de vaca se observé que las cadenas de gelatina
presentan un punto isoeléctrico pl 4,48 y que ésta es un polianfolito
débilmente cargado, debido a que nunca (es decir para ningan pH) posee mas

de un 20% de aminoacidos cargados.
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Prefacio

En esta tesis se estudia el comportamiento microestructural que
presentan las macromoléculas de gelatina en solucion cuando se disuelven en
condiciones fisicoquimicas diferentes. El analisis cientifico formal se realiza en
el marco de la reologia y la fisicoquimica de macromoléculas donde las
propiedades fisicas de los sistemas fluidos se expresan, en general, a través
de funciones materiales bien definidas. Por consiguiente, este estudio consiste
en establecer la correlacion existente entre las funciones reométricas y los
fendmenos fisicoquimicos que ocurren en las soluciones de gelatina
considerando, principalmente, la agregacion de macromoléculas en soluciones
diluidas, ademas del plegado intra-molecular en soluciones ultra-diluidas y la
formacion de redes en soluciones concentradas las cuales conducen al estado
de gel.

En esta propuesta de trabajo, los resultados cientificos obtenidos se
presentan en el contexto de nueve capitulos, cuyos contenidos se describen
brevemente a continuacion. En efecto, en el Capitulo 1 se incluyen los
fundamentos basicos de la reolgia y la reometria de interés en el desarrollo de
esta tesis, contemplando el problema fluidodinamico no-Newtoniano, las
definiciones de las funciones reométricas y de flujo de corte.

El Capitulo 2 contiene conceptos estructurales asociados a las
macromoléculas en solucion. Este incluye una descripcion de la estructura de
fluidos poliméricos y de los fendmenos electrocinéticos que presentan estas
soluciones cuando los polimeros poseen cargas en su estructura primaria.

Asimismo, se describen algunas caracteristicas estructurales y fisicoquimicas

Vi
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de las proteinas, las cuales son biopolimeros naturales dentro de las que se
incluye a la gelatina.

El Capitulo 3 presenta, en particular, una breve descripcion de la
estructura del coldgeno (material de donde se extrae la gelatina) y de la
gelatina. Asimismo, se describen algunas propiedades y aplicaciones de la
gelatina que motivaron los objetivos planteados para este estudio.

En este sentido, considerando la diversidad de usos y aplicaciones de la
gelatina, queda claro que se deben conocer las distintas fenomenologias que
presentan las soluciones de estas macromoléculas para lograr un disefio
adecuado de los distintos procesos tecnoldgicos involucrados en cada
aplicacion en particular. Por consiguiente, en el Capitulo 4 se realiza un analisis
detallado de la bibliografia donde se contemplan las caracteristicas
microestructurales que presentan las soluciones de gelatina en las diferentes
zonas de concentracion y temperatura.

Para el analisis experimental llevado a cabo en esta tesis se utilizd una
muestra de gelatina la cual se caracteriz6 desde el punto de vista estructural a
los fines de obtener la distribucion de pesos moleculares MWD vy los pesos

moleculares promediados en fracciones masicas M,, y en nidmero de moles
M, . En tal sentido, en el Capitulo 5 se describe la técnica experimental

desarrollada y llevada a cabo. Esta consiste en hacer uso de las cargas
eléctricas de la gelatina y realizar una electroforesis en geles de poliacrilamida
para separar las distintas fracciones polipeptidicas en funcion del peso
molecular. Las fracciones separadas en bandas bien definidas, debido a la
accion de un campo eléctrico, se ponen en evidencia mediante la tinciébn con

colorantes especificos para proteinas y se analizan mediante densitometria

vii
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computacional obteniéndose, de esta forma la MWD vy los pesos moleculares
promedios.

El Capitulo 6 presenta los métodos reométricos utilizados en esta tesis,
donde se incluye el disefio y la construccidon de un viscosimetro capilar
gravitatorio (no disponible comercialmente) para obtener datos de viscosidad
de soluciones de gelatina diluidas y ultra-diluidas a velocidades de corte
relativamente bajas. Asimismo, en este capitulo se describe el método
reométrico rotacional de celda cono-plato utilizado para el estudio de
soluciones concentradas de gelatina.

El Capitulo 7 comprende el estudio de soluciones de gelatina diluidas
sometidas a diferentes historias térmicas mediante el analisis de la viscosidad
intrinseca. Este estudio permite obtener informacion referente a la naturaleza
fisicoquimica de las interacciones macromoleculares que ocasionan la
agregacion de las moléculas de gelatina en esta zona de concentracion y
temperatura.

En el Capitulo 8 se lleva a cabo un estudio experimental de la
maduracién de soluciones diluidas de gelatina en condiciones fisicoquimicas
diferentes. Los resultados experimentales obtenidos se interpretan en el marco
de la teoria de agregacion de Smoluchowsky contemplando la estructura y la
distribucion de tamafio de los agregados que se forman durante el proceso de
maduracién. Asimismo, se analiza la naturaleza de las fuerzas que mantienen a
estas macromoléculas en solucion y se arriba a conclusiones concernientes a
la estabilidad de estos sistemas.

Finalmente, el Capitulo 9 incluye un estudio tedrico de los distintos

estados de carga que presentan las moléculas de gelatina a los diferentes pH 'y

viii
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fuerzas ionicas y se infiere acerca de la conformacion que pueden adoptar
estas macromoléculas en solucion diluida antes de que comience el proceso de
de agregacion (es decir, a tiempo de maduracion cero), el cual se describe y
analiza en el Capitulo 8. Ademas, se realizan estudios reométricos de
soluciones diluidas y concentradas de gelatina a diferentes pH y fuerzas
ionicas. A través de ellos, es posible arribar a conclusiones concernientes a la
naturaleza de las interacciones intra e intermoleculares en funcion del estado

de carga de las moléculas de gelatina.
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Capitulo 1

1 Conceptos de reologia y reometria

1.1 Introduccién

En este capitulo se realiza una descripcion breve de algunos conceptos
basicos de reologia y reometria, cuyo objetivo es precisamente facilitar la
lectura de los contenidos especificos de esta tesis. En este marco tedrico, esta
tesis involucra la caracterizacion reologica y reométrica de soluciones de
gelatina en distintos medios fisicoquimicos. Por lo tanto, se describen a
continuacion algunos fundamentos de la reologia que se utilizan en los
capitulos siguientes (ver, por ejemplo, Bird et al., 1960 y 1977; Walters, 1975;
Schowalter, 1978; Barnes et al., 1991 y Macosko, 1994).

Desde el punto de vista de la mecanica del continuo material, los fluidos
compuestos por moléculas chicas, los gases y las mezclas de ellos, presentan
una relacioén lineal entre la velocidad a la que se deforman y la tensién en el
material a una temperatura y presién determinada. Estos fluidos, denominados
Newtonianos, se pueden caracterizar mediante dos constantes materiales: la

densidad p y la viscosidad x . De esta manera, en el marco de la mecanica de

fluidos clasica, es posible calcular los campos de velocidad y de presion en
cualquier sistema de flujo, usando la ecuacion de Navier Stokes. El resto de los
materiales, como por ejemplo, fluidos poliméricos, solidos fundidos,
suspensiones de particulas, soluciones de macromoléculas y coloides en
general, presentan respuestas no lineales entre la tension y la velocidad de

deformacion cuando son sometidos a flujos relativamente simples. Estos
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fluidos, denominados en general no-Newtonianos son el objeto de estudio de la
reologia. En efecto, el andlisis tedrico y experimental del comportamiento
mecanico de estos materiales en flujos cineméaticamente simples conduce a un
conjunto de funciones reométricas, las cuales indican que se requiere mas que

una constante u para caracterizarlos reoldgicamente. Estas funciones

dependen de la velocidad de deformacién, de la frecuencia y del tiempo, y se
utilizan como identificadores de los fluidos no-Newtonianos. En este contexto,
se puede decir que la reologia estudia la deformacion y el flujo de los
materiales fluidodinamicamente complejos, mediante la caracterizacion del
estado de tensiones en funcidén de historias mecéanicas, térmicas y quimicas
(Deiber, 1983). En este sentido, el proceso de caracterizacion es abordado
mediante dos metodologias: (1) andlisis reométrico experimental y (2) seleccién
de un modelo o ecuacién constitutiva que describe apropiadamente la relacion
entre el tensor de tensiones y los tensores deformacion y velocidad de corte
(Walters, 1975, Deiber, 1983).

En los comienzos de esta disciplina cientifica, los estudios reoldgicos se
orientaban a caracterizar principalmente materiales tales como asfaltos,
lubricantes, pinturas, plasticos y gomas desde un punto de Vvista
predominantemente fenomenoldgico. Sin embargo, en las Ultimas décadas, la
reologia presenta un marco teorico consolidado y en continuo crecimiento. De
esta forma, esta disciplina logra producir significativos avances en temas de
alto interés tecnoldgico, como por ejemplo, en la biorreologia donde se
estudian las macromoléculas naturales, en reologia de polimeros sintéticos
involucrando asi a la industria de materiales modernos y en la reologia de

suspensiones donde intervienen diferentes tipos de fases discretas. Asimismo,
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altimamente surgieron importantes aplicaciones de la reologia en la industria
biotecnoldgica y en la produccion de materiales biomédicos (ver, por ejemplo,
Barnes et al., 1991; Macosko, 1994; Young et al., 2005; Kiessling et al., 1999;

Pompe et al., 2003).

1.2 El problema fluidodinamico no-Newtoniano

El problema fluidodinAmico no-Newtoniano, en la forma mas simple, se
formula mediante las ecuaciones de balance de propiedades de medios
continuos homogéneos. Por consiguiente, el planteo del problema
fluidodinamico requiere de las ecuaciones de balance de materia, cantidad de

movimiento y energia interna, las cuales se expresan respectivamente,

P13 (pu)=0 (1.2.)

p{%ﬂi.z_} =VT +p9 (1.2.2)
ou )

p{ajt\i.ZU}:—z.ngL.Z\i (1.2.3)

donde p esla densidady v es el campo de velocidades. En el caso de fluidos

incompresibles, la ecuacion (1.2.1) se reduce a Vv =0. En la ecuacion (1.2.2),
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g representa un campo vectorial conservativo, tipicamente la gravedad, y T es

un tensor simétrico que comprende los campos de presiones y de tensiones en
el material. En la ecuacion (1.2.3) la energia interna u varia debido al flujo

calérico g y a la generacion interna por efecto viscoso, expresada en el

segundo término del lado derecho. En patrticular, el problema fluidodindmico se
reduce a las ecuaciones (1.2.1) y (1.2.2) cuando el sistema es isotérmico. En
tal sentido, en esta tesis se realizan andlisis tedricos-experimentales de

soluciones de gelatina en estado isotérmico.

Las tensiones en el material provienen de dos contribuciones, una del
estado isotropico y la otra debida a las tensiones extras que se generan como

consecuencia de la deformacion. En este sentido, el tensor T se expresa,

(1.2.4)

1=
I
o
IS
+
=

donde p es la presion, & es el tensor identidad y z es el tensor extra de

tensiones. Asimismo, si no existen cuplas internas en el material, a través del

balance del momento angular se demuestra que z es simétrico (ver, por

ejemplo, Schowalter, 1978; Macosko, 1994).

En el marco simple de la reologia y la reometria, el tensor z se puede

expresar en funcion del tensor velocidad de deformacion y, el cual se define

como la suma del gradiente de velocidad Vv mas su transpuestoy\f; es

decir,
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y=Vw+W' (1.2.5)

De esta manera, el tensor y también es simétrico.

Para evaluar el campo de tensiones del material que fluye se requiere
una ecuacion constitutiva. En este sentido, el modelo reolégico mas simple

corresponde al fluido Newtoniano, para el cual se cumple,

r=u(VW+W') (1.2.6)

donde el factor de proporcionalidad u es la viscosidad de Newton o viscosidad

Newtoniana. En este caso, la divergencia del tensor T resulta,

VI =-Vp+ uV3v (1.2.7)

1=

Incorporando este resultado en la ecuacion (1.2.2) se obtiene la ecuacion de
Navier-Stokes, la cual gobierna la mecanica de los fluidos Newtonianos. En
cambio, los fluidos no-Newtonianos requieren expresiones mas complejas del

tensor 7, las cuales en general involucran relaciones no lineales entre las

tensiones del material y la velocidad de deformacion.
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1.3 Funciones reométricas y flujo de corte

Como se menciond anteriormente, el estudio reolégico de los fluidos
complejos comprende el analisis experimental de los mismos en condiciones
de flujos simples. Dentro del analisis reométrico, pueden diferenciarse dos
clases bien definidas de flujo; el flujo de corte y el flujo elongacional. Para el
desarrollo de este trabajo de tesis los ensayos experimentales fueron
realizados en celdas reométricas que operan bajo flujo de corte.

El flujo de corte resulta importante en reologia debido a varias razones:
(a) muchos flujos de interés practico pueden aproximarse a un flujo de corte,
(b) las funciones reométricas reportadas en la literatura con mayor frecuencia
se definen para el flujo de corte y (c) el flujo de corte simplifica las ecuaciones
reologicas.

El fluo de corte se visualiza facilmente considerando dos platos
paralelos separados por una distancia d, y el fluido que llena el espacio entre
ellos. De acuerdo al esquema de la Figura 1.3.1, el plato inferior se mantiene

fijo y el superior se mueve a la velocidad constante vy .

Figura 1.3.1 Flujo de corte entre dos platos paralelos separados por
una distancia d (Barnes et al., 1991). El plato superior se mueve en la
direccion x con una velocidad constante v, .
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Si la dimensién de los platos es mucho mayor que la separacion d vy el
fluido se adhiere a las superficies sélidas, se establece un perfil de velocidad

con la siguiente cinematica,

aVX .
Vx(y)=Wy, Vy =V, =0 (1.3.1)

donde {x,y,z} son las componentes del sistema de coordenadas cartesianas

que se ilustra en la Figura 1.3.1. En estas circunstancias, el tensor - velocidad

de deformacion resulta,

0 7y O
7=\’ 0 0 (1.3.2)
0O 0 0

donde las Unicas componentes no nulas se expresan,

) ) ov
Vxy =Vyx = (1.3.3)

De esta manera, la velocidad de corte y definida a través del segundo

invariante del tensor y resulta,
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) (1.3.4)

<
Il

N |-

T

™=

En el caso particular de la Figura 1.3.1, la velocidad de corte se expresa

7 =V, /d , compatiblemente con las ecuaciones (1.3.3) y (1.3.4) es decir, y es
constante respecto de la coordenada y, y por la ecuacién de continuidad se

observa que tampoco varia en la coordenada x . Por estas caracteristicas en
. , . Vo :
particular, el perfil de velocidad propuesto v, :?y genera un flujo de corte

homogéneo. Cuando el gradiente de velocidad varia punto a punto en el campo

de flujo, recibe el nombre de flujo de corte no-homogéneo.

La forma general del tensor de tensiones z en flujo de corte se obtiene a

partir de la condicion de simetria del material o, mas formalmente, a través del
principio de objetividad material (ver por ejemplo, Truesdel, 1977; Bird et al.,

1977, Schowalter, 1978). En efecto, la expresion para z en este flujo resulta,

Txx  Txy 0
Tyw Tyy O (1.3.5)
0 0 17,

I~
Il

donde las componentes fuera de la diagonal son iguales porque 7 es simétrico
y se denominan tensiones de corte (7 =r7,, =7y,) Y las componentes de la

diagonal se denominan tensiones normales. A partir del flujo de corte en estado




Capitulo 1

estacionario, donde la velocidad de corte no varia con el tiempo, se define la

viscosidad aparente o viscosidad de corte 7(y),

n(y)=- (1.3.6)

y los coeficientes de la primera % (y) y segunda ¥,(y) diferencias de

tensiones normales,

. N T -7
() =—=——5" (1.3.7a)
y 7
N Ty — 7T
() =— =25 (1.3.7b)
y y

Las ecuaciones (1.3.6) a (1.3.7) representan las tres funciones reométricas

basicas del flujo de corte en estado estacionario.

Otras funciones reométricas de interés provienen de ensayos
reométricos basados en flujo de corte transitorios. En este sentido, se utiliza
frecuentemente el flujo de corte oscilatorio con una frecuencia genérica w, el
cual se logra imponiendo al plato superior de la Figura 1.3.1 una velocidad

unidireccional que varia en el tiempo de acuerdo a vysen(wt). Si ademas se
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cumple wp/2n, <<1, donde 7, es la viscosidad a velocidad de corte nula,

entre los platos se establece un perfil de velocidad con la siguiente cinemaética,
v, (y)=7,ysen(wt); vy =V, =0 (1.3.8)

En estas condiciones, el cociente entre la tension y la velocidad de corte dado

por la ecuacién (1.3.6) tiene la siguiente expresion,

r:{n'(a})sen(wt)—%cos (a)t)}y?o (1.3.9)

(0

donde 7'(w) es la viscosidad dinamica y G'(w) es el modulo de

almacenamiento elastico. En efecto, el primer término del lado derecho de la
ecuacion (1.3.9) es la contribucién viscosa y el segundo término representa la

contribucién elastica del material a la tension de corte 7.

En general, los ensayos y funciones reométricas del flujo de corte y
elongacional se ilustran en la Tabla 1.3.1 (Bird et al., 1977). En patrticular, la
funcién reométrica definida anteriormente por la ecuacién (1.3.6) se utiliza para
evaluar las soluciones de gelatina de interés en esta tesis. El flujo de corte se
obtiene mediante celdas cono-plato y capilar. Estas celdas reométricas, se
describen oportunamente en las secciones siguientes conjuntamente con las

expresiones que permiten evaluar y y 7.

10
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Tabla 1.3.1 Ensayos reométricos frecuentemente utilizados para la evaluacion
de fluidos complejos (Bird et al., 1977).

Tipo de Ensayo

Funciones Reométricas

Estacionario

Flujo de Corte con
velocidad de
deformacién y

1(7): viscosidad aparente

Yfl(;'/): coeficiente de la primera diferencia de
tensiones normales.

¥ (;/) . coeficiente de la segunda diferencia
de tensiones normales.

Flujo elongacional
con velocidad de
deformacion &

Me (g) viscosidad elongacional
Teb (g) viscosidad elongacional biaxial
Nsb (5) viscosidad elongacional planar

Transitorio

Ensayo de arranque
en flujo de corte con
velocidad de
deformacién

constante y,

77+(t,70 ): viscosidad aparente de arranque.
%" (t,7,): coeficiente de primera diferencia
de tensiones normales de arranque.

‘l’2+(t,7'/o): coeficiente de segunda diferencia
de tensiones normales de arranque.

Ensayo de parada
en flujo de corte con
velocidad de
deformacion

constante y,

n_(t,;?o ): viscosidad aparente de parada.
% (t,7,): coeficiente de primera diferencia
de tensiones normales de parada.

¥, (t,7,): coeficiente de segunda diferencia
de tensiones normales de parada.

Ensayo de relajacion
para deformacion

constante Yo

G(t,yo): modulo de relajacion

Ensayo de cedencia
para tension de

corte constante 7,

J(t,7, ) : Funcién de cedencia

Ensayo oscilatorio
para frecuencia
constante @ y

deformacion y,
pequeia

77' (a)) viscosidad dinamica

G (a)) moédulo de almacenamiento elastico

1.4 Clasificacion de fluidos segun la respuesta reoldgica

Considerando la ecuacion (1.2.6) y las definiciones reoldgicas descriptas

en la Seccién 1.3 es interesante visualizar al fluido Newtoniano como aquel que

cumple con las siguientes condiciones: (1) la viscosidad no varia con la

11




Capitulo 1

velocidad de corte (77 = ,u), (2) las diferencias de tensiones normales son nulas
en flujo de corte (Yfl =% :O) y (3) La viscosidad no varia con la frecuencia
(= y G'=0). Sin embargo, como se mencioné anteriormente, muchos

materiales desde el punto de vista de la reologia, no cumplen estas
condiciones y, por lo tanto, se encuadran dentro de los fluidos no-newtonianos.
Asimismo, estos se clasifican de acuerdo a las funciones reométricas y a las

propiedades particulares que presentan.

Los materiales que presentan diferencias de tensiones normales en flujo
de corte involucran cierto comportamiento elastico. En este sentido, se

denominan viscoelasticos a aquellos fluidos cuyo coeficiente l1/1(;}) es diferente

de cero. Por supuesto, otras propiedades también caracterizan a un fluido
viscoelastico, como por ejemplo, la presencia del moédulo elastico G (a))

Ademas, las funciones reométricas que varian con el tiempo para historias
mecanicas transitorias en general son de interés. No obstante, se debe
mencionar aqui que las respuestas reométricas dependientes del tiempo
pueden tener un origen microestructural. En efecto, los materiales tixotropicos
presentan una disminucion de la viscosidad en funcién del tiempo cuando estan
sujetos en forma prolongada a una velocidad de corte constante. En estos
materiales se observa una recuperacion de la estructura cuando el flujo se
detiene. Asimismo, se estima que los fluidos complejos pueden presentar un
comportamiento tixotrépico-viscoelastico (Mewis, 1979; Cheng, 1987; Barnes,

1997).

A patrtir de la forma en que varia la funcién 77(7}), los fluidos se pueden

clasificar en dos grandes grupos: aquellos cuya viscosidad disminuye al

12
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incrementar la velocidad de corte se denominan seudoplasticos, y aquellos
donde la viscosidad crece con la velocidad de corte se denominan dilatantes. El
comportamiento pseudoplastico aparece en la mayoria de los casos,
principalmente en los materiales poliméricos y en las suspensiones coloidales.
Asimismo, algunos fluidos presentan respuestas excepcionales en relacion a lo
descrito en esta seccion, es decir, que pueden presentar varias de las

propiedades mencionadas anteriormente (Barnes et al., 1991).

13
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2 Conceptos estructurales asociados a macromoléculas

2.1 Introduccién

A nivel molecular, existen diferencias estructurales relevantes entre las
soluciones poliméricas y los fluidos compuestos por moléculas chicas. Estas
diferencias son responsables de las fenomenologias adicionales que presentan
las soluciones poliméricas bajo flujo y deformacion, las cuales pueden ser
descriptas por una mecanica de fluidos Newtoniana clasica. En este sentido, es
apropiado visualizar que la arquitectura macromolecular de las soluciones
poliméricas presentan caracteristicas facilmente diferenciables, como por
ejemplo: (a) el peso molecular de las macromoléculas disueltas varia entre 10*
a 10° g/mol; (b) la poblacién de macromoléculas puede ser tanto monodispersa
como polidispersa, en este ultimo caso se requiere definir como variable
adicional la funcién densidad de distribucién de pesos moleculares; (c) las
macromoléculas pueden presentar un numero muy grande de configuraciones
(secuencias monomeéricas) y conformaciones tanto en el estado de equilibrio
como en flujo, el cual cambia las conformaciones macromoleculares como
consecuencia del estiramiento y la re-orientacion provocada por el solvente; (d)
las microestructuras formadas por las macromoléculas en solucién diluida y
concentrada son substancialmente diferentes puesto que las primeras pueden
presentar agregados moleculares con estructuras definidas (por ejemplo
fractales) mientras que las segundas forman redes temporales (temporary
entangled networks). En ambos casos, las microestructuras pueden

evolucionar con el tiempo debido a fendmenos adicionales, como aquellos que
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involucran reacciones quimicas covalentes (curado, vulcanizado, etc) o
asociaciones fisicas (maduracién, coagulacion, floculacién, etc.) (Tanford,
1961; Flory, 1969; Aklonis et al., 1972; Bird et al., 1977; Creighton, 1993).
Debido a que en esta tesis se estudia la caracterizacion reoldgica y
reométrica de soluciones de gelatina, es apropiado introducir en este capitulo
conceptos estructurales asociados a polimeros sintéticos que puedan
extenderse a macromoléculas biolégicas cargadas eléctricamente. Por
consiguiente, se presenta a continuacion una descripcion breve de la estructura
polimérica basica. Asimismo, se analizan aqui conceptos asociados a los
fendmenos electrocinéticos que se originan como consecuencia de la presencia
de cargas eléctricas en las macromoléculas, como es el caso de la gelatina.
Finalmente, se realiza una descripcion breve de estructuras y conformaciones
tipicas de proteinas, con el fin de generar un marco conceptual de referencia

para el analisis de las propiedades reoldgicas y fisicoquimicas de la gelatina.

2.2 Estructura de fluidos poliméricos

Desde el punto de vista morfolégico, un polimero es una molécula
relativamente grande (macromolécula) compuesta por unidades quimicas
estructurales llamadas mondémeros. En este sentido, algunos polimeros estan
compuestos por monoémeros bifuncionales y, por lo tanto, dan lugar a la
formacion de moléculas lineales. En otras macromoléculas, sin embargo, los
monomeros pueden tener una funcionalidad mayor a dos dando origen a
polimeros ramificados (Flory, 1969). Muchos polimeros sintéticos estan

construidos por mondémeros de la misma clase y en este caso se denominan

17



Capitulo 2

homopolimeros. Por otro lado, los copolimeros se construyen de dos o mas
unidades estructurales diferentes. Asimismo, segun la forma en que se
combinan las unidades estructurales, los copolimeros pueden ser clasificados
como copolimeros aleatorios o copolimeros por bloques (Flory, 1969;
Rodriguez, 1970; Bird, et al., 1977).

Lo antes mencionado resulta importante como marco de referencia para
el estudio de las macromoléculas biolégicas, las cuales son designadas
distintivamente como biopolimeros. En contraste con los polimeros sintéticos,
los biopolimeros generalmente estan compuestos de una diversidad de
monomeros y ademas frecuentemente poseen carga eléctrica, como ocurre
con las proteinas y, en particular, para las cadenas polidispersas de gelatina en
solucion acuosa. Mas especificamente, las cadenas polipeptidicas que forman
las proteinas estan compuestas por aproximadamente veinte unidades
estructurales diferentes que son los aminoacidos. Particularmente, la gelatina
es un biopolimero que posee una distribucion de peso molecular como
consecuencia de la degradacion del tropocolageno utilizado como materia
prima. La descripcion de la estructura de la gelatina y la de su precursor, el
colageno, se detalla posteriormente en el Capitulo 3.

Para caracterizar una muestra macromolecular polidispersa compuesta
de diferentes fracciones monodispersas se usan pesos moleculares

promediados. En este sentido, denominando M, al peso molecular de cada
fraccion genérica y N; al numero de moles de la misma, se define el peso
molecular promediado en numero de moles M, mediante la siguiente

expresion (Flory, 1969; Rodriguez, 1970; Bird, et al., 1977; Morawetz, 1975;

Allen y Bevington, 1989),
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ZNiMi
:—IZNi

M, (2.2.1)

Este peso molecular tiene un valor desplazado hacia las fracciones de bajo
peso molecular (ver, por ejemplo, Flory, 1969; Morawetz, 1975; Allen y

Bevington, 1989). Debido a que la masa de la fraccion i es m; =N;M; la cual
corresponde a una fraccion masica w; = mi/z m; , es posible obtener el peso

molecular promediado en fracciones masicas M, ,

ZNiMi2

MW :ZWiMi ZW (222)

Este peso molecular tiene un valor desplazado hacia las fracciones de alto

peso molecular en contraposicién a lo que se observa con el M,,. Cuando
My /M, =1 la muestra es monodispersa mientras que en el caso que
M,, /M, >1 la muestra es polidispersa. Esta relacién se denomina indice de

polidispersidad y frecuentemente es tomado como una medida del grado de
dispersion de la muestra (ver, por ejemplo, Rodriguez, 1970; Morawetz, 1975;
Bird, et al., 1977). No obstante, el indice de polidispersidad no define
completamente este aspecto microestructural de la muestra. Por ejemplo, dos
muestras pueden arrojar indices de polidispersidad aproximados vy, sin

embargo, poseer distribuciones de peso molecular muy diferentes. En este
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sentido, la distribucion de pesos moleculares (designada MWD en esta tesis)
resulta mas representativa del grado de dispersion de una muestra polimérica.
En efecto, la MWD se puede expresar a través de la funcion densidad de

distribucién de pesos moleculares, f, (M), la cual se describe seguidamente

(ver, por ejemplo, Deiber et al., 1993 y 1997; Peirotti et al., 1998).
Dada una muestra polimérica compuesta por N fracciones de fraccion

masica w; y peso molecular M;, la funcién acumulativa W (M, ) queda definida

de la siguiente manera,

W(M|)=I§:\1Wi <1 (2.2.3)
i=1

Si se consideran las N fracciones se obtiene que W(My)=1. Asimismo,
cuando la funcién acumulativa W (M) es continua se puede expresar de la

siguiente forma,

lim W(M)=1 (2.2.4)

M >0

En este contexto, la funcién de densidad de distribucion continua f(M) se

obtiene a partir de la derivada de la funcién acumulativa W (M) (Kendall y

Stuart, 1977),

=f(M) (2.2.5)
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Por consiguiente, W (M) también se puede se expresar en forma integral de la

siguiente manera,

W(M)= hff(l\/l )M (2.2.6)

Definiendo una nueva funcidn densidad de distribuciéon de pesos

moleculares f,,(M)=f(M)M y realizando un cambio de variables la ecuacion

(2.2.6) se puede expresar,

W(M)= T#Mdl\ﬂ - lnﬁw (M)dInM (2.2.7)

Considerando valores de M cercanos a infinito se obtiene,

W(oo)=1=Tf(M)jM = wa (M)dInMm (2.2.8)

Cabe aclarar aqui que para obtener f, (M) a partir de datos experimentales se
genera un problema del tipo “ill posed” en el sentido que infinitas soluciones
satisfacen la ecuacion (2.2.7) (Baker, 1977). No obstante, existen algoritmos

que permiten obtener una expresion adecuada de fW(M) para cada caso

particular y que puede ser validada con datos experimentales (ver, por ejemplo,

Deiber et al., 1993 y 1997; Peirotti et al., 1998; Peirotti y Deiber, 2003).
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Mediante f,, (M) se pueden obtener los pesos moleculares promediados
M,, ¥ M, , definidos previamente en las ecuaciones (2.2.1) y (2.2.2) (ver, por

ejemplo, Deiber et al., 1993 y 1997; Peirotti et al., 1998). En este sentido, la

expresion continua equivalente a la ecuacion (2.2.2) resulta,

M, =TMf(M)jM = TMfW (M) InM (2.2.9)
0 —0

Asimismo, la expresién continua equivalente a la ecuacion (2.2.1) es,

1

2.2.10
j°° Mo||n|v| ( )
—0 M

M, =

En esta tesis se obtiene f, (M) de una muestra de gelatina comercial
haciendo uso de la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida con
agregado del detergente duodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS) y a partir de
ésta se obtienen los pesos moleculares promedios a través de las ecuaciones

(2.2.9) y (2.2.10). Este procedimiento se detalla en el capitulo 5.

2.3 Conformaciones macromoleculares en estado de equilibrio

termodinamico

Uno de los modelos frecuentemente utilizados para describir las
conformaciones de soluciones macromoleculares en equilibrio termodinamico

es el de la cadena con rotacion libre (freely jointed chain). Este modelo consiste
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en N puntos de masa o “esferas” idénticos, conectados por (N —1) varillas
rigidas o conectores de longitud L como se muestra en la Figura 2.3.1. La
posicion de las esferas con respecto al centro de masas se encuentra
especificada por el vector R, siendo v=1,2,...N y el vector unitario k, indica
la direccion desde la esfera v hacia la esfera siguiente v +1. Cada segmento

de la cadena posee rotacién libre, es decir, no hay restricciones de movimiento

(Bird et al., 1977).

X

Figura 2.3.1 Seccion de una cadena
con rotacion libre compuesta por N
cuentas conectadas por (N —1) varillas

de longitud L (Flory, 1969; Bird et al.,
1977; Bohdanecky y Kovar, 1982 ).

A partir de estos conceptos, se define la distancia entre los extremos de
la cadena r (end-to-end distance) a través de la siguiente expresion (Bird et al.,

1977, Bohdanecky y Kovar, 1982),

(2.3.1)

Asimismo, el radio de giracion s se expresa,
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N 1N 2
v=l

522

Z|r

Las macromoléculas flexibles varian continuamente su conformacion en
un modo altamente erratico debido al movimiento Browniano. Como resultado
de este fendbmeno, tanto r como s fluctuan en el tiempo. Debido a que no es
simple medir valores instantaneos de estos parametros, es necesario la
obtencion de valores promedios. Por consiguiente, un sistema de esferas,
como el despcrito anteriormente, queda definido a través de un conjunto de

coordenadas generalizadas que indican la posicion Q:{Q1,Q2,...,Qg} y los
momentos generalizados P :{P1,P2,...,Pg} de las mismas en el cual, si no

existen restricciones, g = 3N . No obstante, si estas restricciones existen, como

en el caso en que las esferas se encuentran unidas por conectores, entonces

g <3N . En este contexto, la probabilidad de que a cada instante el sistema
tenga coordenadas y momentos en el rango dQ dP se describe con la funcion
densidad de probabilidad f(Q,P), la cual debe cumplir con la siguiente

condicion,

”f(Q,P)dQ dP =1 (2.3.3)

Integrando f(Q,P) en todo el espacio de momentos se obtiene la funcién de

distribucion de conformacion,

v(Q)=[f@QP)dP (2.3.4)
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donde w(Q)dQ representa la probabilidad de que a cada instante de tiempo el

sistema tenga coordenadas en el rango dQ . Por consiguiente, si se consideran

parametros dinamicos, por ejemplo, r?(Q) y s?(Q) éstos tienen valores

promedios definidos de la siguiente manera,

(r2) = [(Rn ~R1)-Ry ~R/)(Q)Q 235

(s)- jﬁiav R,»(Q)dQ (2.3.6)

Utilizando un sistema coordenado esférico y suponiendo que la orientacion del
conector ith es aleatoria e independiente de la orientacion de los otros
conectores, la probabilidad de que éste tenga una orientacién en el rango

do, dg, es (ver, por ejemplo, Bird et al., 1977),
w,d6; dg, = 1 sen6’ do,; dg; (2.3.7)

En efecto, mediante esta aproximacién la funcion de distribucion para la
cadena completa es el producto de las funciones de distribucion de los

conectores individuales (Bird, et al., 1977),

N—1 1 N_1N—1
v=]]vi = [E] [ Isene, (2.3.8)
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Finalmente, introduciendo la ecuacion (2.3.8) en las ecuaciones (2.3.5) y (2.3.6)

se obtiene (Bird, et al., 1977; Bohdanecky y Kovar, 1982),

<r2> ~12(N-1) (2.3.9)
<52> =%L2W (2.3.10)

Para valores grandes de N se obtiene que <52> =~ _L°N Yy, por consiguiente,

o=

2.4 Fendmenos electrocinéticos: Teoria de la doble capa eléctrica

Como se mencion6é anteriormente, las macromoléculas presentan
distintas conformaciones en solucion las cuales, frecuentemente, se
caracterizan a través de promedios estadisticos, como se mostrd en la seccion
2.3. Por este motivo, resulta conveniente visualizar estas macromoléculas
como particulas esféricas que poseen un radio promedio. Por consiguiente, a
continuacion se realiza una revisién de algunos conceptos pertenecientes a la
ciencia de coloides que refieren a fendmenos electrocinéticos de particulas
cargadas. Estos conceptos resultan apropiados para el analisis de los
resultados obtenidos en esta tesis cuando en ciertas condiciones fisicoquimicas
las cadenas de gelatinas son consideradas como entidades hidrodinamicas

cargadas semejantes a particulas coloidales.
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Muchas macromoléculas que se disuelven en solucion acuosa (0 en
otros solventes polares), poseen cargas eléctricas en su secuencia
monomeérica. Se incluyen dentro de este grupo a las proteinas, los acidos
nucleicos, ciertos polisacaridos y los polielectrolitos sintéticos. Asimismo, las
soluciones de estos electrolitos se suelen formular con sales formadas por
iones pequenos. En este sentido, las interacciones electrostaticas que se
generan entre los macro-iones y los pequeios iones no desaparecen ni en
condiciones de dilucion infinita. Estas interacciones electrostaticas tienen un
importante efecto en la conformacion de las macromoléculas y en las
propiedades acido-base de los grupos disociables que la componen.

En este contexto, se considera un sistema de particulas esféricas con la
carga uniformemente distribuida en la superficie. Las particulas se encuentran
suspendidas en un medio donde estan disueltos los contra-iones de las cargas
superficiales y, eventualmente, iones adicionales como se muestra en forma

esquematica en la Figura 2.4.1.

Figura 2.4.1 Esquema de una
particula de radio a con carga neta
positiva (pH inferior al pl) y su doble

capa eléctrica de iones, que posee

una longitud caracteristica de T
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Este problema electrocinético se describe a partir de la ecuacion de
Poisson, que relaciona la variacion espacial del campo eléctrico con la

densidad de carga p, (Hiemenz, 1986; Probstein, 1989; Russel et al., 1989),

v2y = Pe (2.4.1)
&
donde ¢ y y son la permitividad eléctrica y el potencial eléctrico del medio.
La densidad de carga p. depende de la concentracion numérica de

iones n; en las cercanias de la superficie de la particula la cual puede ser

expresada a través de la funcion de distribucion de Boltzman (Hiemenz, 1986),
M exp[— Z'ﬂj (2.4.2)
n

donde n, es la concentracion numérica de iones evaluada en el seno de la

solucién y Z; es la valencia. Asimismo, k; es la constante de Boltzmany T es

la temperatura absoluta. Por consiguiente, la densidad de carga se relaciona

con la concentracion numérica de iones mediante la siguiente expresion,

ziey
pe =Y Zien; =€) Z;n, exp[— kl =
i i

B

J (2.4.3)

Incorporando la ecuacién (2.4.3) en la ecuacion (2.4.2) se obtiene la ecuacion

de Poisson-Boltzman. Esta ecuacion se puede simplificar para las situaciones
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donde se cumple Z;ey <kgT . En estos casos la ecuacién (2.4.3) se puede

expandir en series de potencia y considerar solo el primer término,
procedimiento conocido como aproximacion de Debye-Huckel. De esta forma

se obtiene la siguiente expresion,
V2 =2y (2.4.4)

donde el parametro « resulta

2
e Zin
2 = %TI 0 (2.4.5)
B

En el caso particular de una esfera de radio a se asigna un valor de potencial

en la superficie, es decir, 1//(0): ¥, Y éste ademas resulta cero en el seno de la

solucién. En este sentido, integrando la ecuacidén (2.4.4) y aplicando las
condiciones de contorno mencionadas se obtiene la siguiente expresion para el

potencial eléctrico,
v(r)=vo > expl-x(r -al] (2.4.6)

Esta ecuaciéon permite visualizar el significado fisico del parametro «, el cual

tiene dimensiones de m~"'. Se observa que x"esla longitud caracteristica de

decaimiento del potencial y(r), a partir de su valor maximo en la superficie v, .
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En efecto, ' se denomina longitud caracteristica de la doble capa difusa de
iones, o simplemente longitud de Debye.
La ecuacién (2.4.6) también es util para encontrar una relacién entre el

potencial de superficie y, y la carga neta eZ en la superficie de la particula

(Tanford, 1961; Hiemenz, 1986; Hunter, 1992). En este sentido, a partir de la
ecuacion de Poisson en forma integral, y aplicando el teorema de la
divergencia de Gauss, es posible obtener el campo eléctrico en la superficie de

la particula en funcién de la carga,

oylr) ___ez (2.4.7)

Por consiguiente, de las ecuaciones (2.4.6) y (2.4.7) se obtiene,

eZ

B 4rsa(1+xa) (248)

Vo

Para el caso de las proteinas suspendidas en agua, consideradas como una
particula coloidal, es posible estimar el estado de carga en funcion del pH,
como se describe en las préximas secciones (ver, por ejemplo, Piaggio et al.,
2005).

La longitud de Debye es frecuentemente expresada en funcion de la

fuerza idnica | de la solucidn la cual se expresa,

| =%Zciz? (2.4.9)
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donde c; es la concentracion molar de la especie i. Teniendo en cuenta que

n, =c;10°N, siendo N, el nimero de Avogadro, la longitud de Debye ' se

expresa,

b
oo 2Kel (2.4.10)
103N 5 2le?

Asimismo, cuando se trata de electrolitos monovalentes y simétricos (1:1) la

longitud de Debye se reduce a (Hiemenz, 1986),

&pT V2
P B

_ sl (2.4.11)
2e2c, Ny

donde c, es la concentracion de iones. Para el caso particular donde no se

agrega sal al medio se puede suponer que los Unicos iones presentes en

solucion son los contra-iones de las cargas superficiales de las proteinas.
2.5 Proteinas

Considerando que el biopolimero utilizado en esta tesis es la gelatina,
resulta util aqui revisar en forma breve algunos conceptos fisicoquimicos
asociados a las proteinas en general. Como se adelanté en la seccion 2.2, las
proteinas son biopolimeros cuyos monomeros son los aminoacidos. Tales

monomeros poseen un grupo carboxilo, un grupo a-amino y un grupo residual
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que los diferencia entre si. Los aminoacidos se unen mediante enlaces
covalentes denominados enlaces peptidicos. Estos son enlaces amida
sustituida que se obtienen por eliminacién de una molécula de agua entre el
grupo carboxilo de un aminoacido y el grupo amino de otro para formar la
cadena lineal. Dichos enlaces se estabilizan por la resonancia de dos formas
mesomeéricas, la unidon C —N con la caracteristica parcial de doble enlace y el
C =0 con la caracteristica de enlace simple. El enlace peptidico esta formado
por cuatro atomos, los cuales se encuentran en un mismo plano con dos
carbonos « . Asimismo, los atomos de oxigeno e hidrogeno del grupo CO —NH
se encuentran en posicion trans, debido a la estabilizacién por resonancia. En
la Figura 2.5.1 se muestra un esquema de la disposicidn espacial de los

atomos en una secuencia polipeptidica.

Figura 2.5.1 Esquema de un fragmento de una cadena « -L-polipeptidica.
Distancia interatdmica (A) y angulos entre enlaces (°). ¢ y v representan los

angulos de rotacion en torno al carbono «. R, (i= 1, 2, ..., n) representan los

diferentes residuos de aminoacidos cualesquiera y estan en posicion trans
(Cheftel et al., 1989).

En efecto, la cadena polipeptidica que conforma una proteina puede

representarse como una serie de planos rigidos separados por grupos —HCR;,
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donde los enlaces covalentes simples de cada atomo de carbono « son los
unicos que pueden rotar libremente (ver, por ejemplo, Cheftel et al., 1989,
Fennema, 1993). A la secuencia lineal de aminoacidos de la cadena proteica
se la denomina estructura primaria o configuracion proteica (Lehninger, 1975).
Ademas de la estructura primaria, es también relevante mencionar la
estructura secundaria. En este sentido, la hélice « es una estructura helicoidal
dextrégira particularmente estable y contiene 3.6 restos de aminoacidos por
vuelta. Las cadenas laterales se proyectan hacia el exterior de la hélice, como

se muestra en la Figura 2.5.2.

Figura 2.5.2 Esquema de la estructura
de una hélice « dextrogira (Cheftel et
al., 1989). Las lineas de trazos indican
enlaces puente — hidrégeno.
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En esta estructura, se establecen multiples enlaces puente-hidrégeno
intracatenarios, principalmente, entre el grupo —NH —CO - y el oxigeno mas
préximo al enlace peptidico situado en el giro inferior de la hélice. Debido a que
cada enlace peptidico se estabiliza mediante la formaciéon de enlaces puente-
hidrogeno y los dipolos eléctricos formados se orientan en la direccion axial, la
estructura helicoidal es muy estable (Morrison y Boyd, 1987, Fennema, 1993).
Sin embargo, la prolina (Pro) y la hidroxiprolina (Hyp) como consecuencia de
las estructuras pirrolidinicas, pueden interrumpir la conformacion helicoidal
generando, por ejemplo, un plegamiento particular de la cadena. Estos

plegamientos reciben el nombre de giros /. Ejemplos de proteinas donde esto

ocurre son la caseina y el colageno. Este fendmeno se produce también con
otros aminoacidos debido a las propiedades electrostaticas y/o estéricas de sus
cadenas laterales. Cuando esto ocurre, la cadena polipeptidica posee una
estructura en la cual la distancia entre los grupos portadores de carga idéntica
es maxima y entonces la energia libre de repulsion electroestatica se minimiza,
se generandose, entonces, zonas desestructuradas de cadenas erraticas o

random coils (Cheftel et al. 1989, Fennema, 1993).

Otra conformacion secundaria relevante en las proteinas es la estructura

£, en la cual las cadenas polipeptidicas se ordenan en forma de zig-zag

uniéndose por enlaces puente-hidrégeno intercatenarios para formar las
denominadas hojas plegadas; todos los enlaces peptidicos intervienen en dicha
formacion. Asimismo, como se observa en la Figura 2.5.3, de acuerdo a la
orientacion de las cadenas peptidicas éstas pueden ser paralelas o

antiparalelas.
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Ademas de las a hélices y las estructuras £, las proteinas pueden
presentar otros tipos de estructuras secundarias no tan frecuentes. Por
ejemplo, las hélices p,, ( a veces se encuentran en ciertas regiones de las
proteinas globulares) son una variedad de « hélice con tres restos de
aminoacidos por vuelta. Con menor frecuencia, es posible también encontrar
en las proteinas las hélices 7 y las hélices y, las cuales se diferencian de las

anteriores en el numero de restos aminoacidicos por vuelta (ver, por ejemplo,

Fennema, 1977, 1993; Cheftel et al., 1989).

Figura 2.5.3 Esquema de la estructura de tres cadenas polipeptidicas en hojas
plegadas, denominada estructura . P: dos cadenas paralelas y AP: dos

cadenas antiparalelas (Cheftel et al., 1989).

Para finalizar esta seccion referida a las estructuras secundarias de
proteinas, es preciso mencionar otra estructura helicoidal de relevancia en esta
tesis denominada poli-L-prolina. Esta estructura presenta un elevado numero

de aminoacidos prolina e hidroxiprolina, lo que genera repetidos giros g (ver,

por ejemplo, Neurath y Hill, 1979). Este tipo de estructuras son de particular
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interés en esta tesis porque se encuentran presentes en las moléculas de
colageno y consecuentemente en las cadenas de gelatina, debido al alto

contenido de aminoacidos prolina e hidroxiprolina que poseen.

Recordando que la estructura terciaria de las proteinas es la
organizacion tridimensional de la cadena polipeptidica que comprende regiones
con estructuras secundarias bien definidas y otras zonas desestructuradas, es
interesante mencionar que, por ejemplo, en la mayoria de las proteinas
globulares que son solubles en agua, los aminoacidos hidrofébicos tienden a
colocarse hacia el interior de la molécula, mientras que los aminoacidos
hidrofilicos se reparten especialmente, en la superficie de la misma de manera
bastante uniforme (ver, por ejemplo, Fennema,1977; Morrison y Boyd, 1987;

Cheftel et al., 1989).

Aunque la gelatina no presenta estructura cuaternaria, la cual resulta de
asociaciones de unidades proteicas, se puede mencionar que estas unidades
no necesariamente presentan una organizacion simétrica y que las fuerzas o
enlaces que estabilizan las estructuras cuaternarias son del tipo van der Waals,
electroestaticas y puente-hidrégeno. Asimismo, los enlaces disulfuro, que son
importantes en la formacion de estructura terciaria, también pueden generar

estructuras cuaternarias.

A lo largo de esta tesis, para designar el resultado de la combinacion de
las estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria de una macromolécula se
utiliza el término conformacién. Es claro entonces que, la conformacién de una
macromolécula estd estabilizada por diferentes tipos de fuerzas
intramoleculares. Los enlaces o interacciones que mantienen la conformacién

nativa de una proteina son (Lehninger,1975): (a) enlaces puente-hidrogeno
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entre grupos peptidicos de la cadena; (b) enlaces puente-hidrogeno entre
grupos residuales; (c) interaccion hidrofobica entre residuos no polares; (d)
enlaces idnicos entre grupos cargados; €) puentes disulfuro entre residuos de
cisteina; (f) interaccion dipolo-dipolo entre grupos polares; (g) interacciones
proteina - solvente. Corresponde mencionar que la conformacién de las
proteinas es altamente dependiente del ambiente en el que se encuentran y se
altera con los cambios de la temperatura, constante dieléctrica, pH, fuerza
idnica, presencia de otras moléculas, etc (Lehinger, 1975, Fennema, 1993).
Dependiendo de la conformacion, las proteinas pueden clasificarse en
dos grandes grupos: las proteinas fibrosas, como el colageno y la queratina,
que consisten en polipéptidos lineales, los cuales se ordenan generando
estructuras en forma de fibras u hojas. Estas proteinas constituyen elementos

estructurales en los seres vivos y son generalmente insolubles en agua.

El otro grupo corresponde a las proteinas globulares, las cuales
presentan estructuras tridimensionales muy complejas, que involucran un
plegamiento ordenado y preciso de la cadena polipeptidica. Estas
macromoléculas presentan formas que, en general, responden a funciones
bioldgicas especificas en los seres vivos. Dentro del grupo de proteinas se
pueden citar, por ejemplo, enzimas, transportadores en el suero sanguineo,
inmunoglobulinas, factores de crecimiento, interleuquinas, hormonas, etc, tan

solo para mencionar algunos (Lehninger, 1975).
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2.6 Carga eléctrica de las proteinas

Las proteinas pueden considerarse como polianfolitos debido a que
pueden cargarse positiva o negativamente de acuerdo al pH del medio, como
consecuencia de la presencia de aminoacidos basicos y acidos en la secuencia
peptidica. En este sentido, resulta relevante analizar la estructura de los
aminoacidos de manera de visualizar el origen de la carga eléctrica en una
cadena polipeptidica (Lehinger, 1975; Dickinson y Stainsby, 1982).

Los aminoacidos contienen en su estructura molecular un grupo amino (-
NH2) y un grupo carboxilo (-COOH) unidos al denominado carbono alfa.
Asimismo, los aminoacidos poseen una cadena lateral de composicién variable,
frecuentemente denominada con la letra R y también unida covalentemente al
carbono alfa. La prolina y la hidroxiprolina, que derivan de la pirrolidina, no
responden a esta estructura general debido a que el grupo «a-amino se
encuentra dentro del anillo pirrélico y, en este caso, esta estructura particular
hace que los enlaces peptidicos en los que participan estos aminoacidos den
lugar a los giros S, como fue descripto en la Seccion 2.5 (Lehinger, 1975;
Fennema, 1993). En efecto, cada aminoacido tiene una cadena lateral R,
caracteristica que influye en sus propiedades fisicoquimicas, y por lo tanto, en
las de la proteina de la cual forma parte. Debido a la presencia del grupo a-
amino y del grupo a-carboxilo y de los grupos disociables presentes en los
residuos R. Un aminoacido disuelto en agua puede comportarse como un acido
0 como una base dependiendo del pH de la solucion como se esquematiza en

la Figura 2.6.1.
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(1) Comportamiento
como base

H H
R—cC—coo - + H"' @ R—C——COOH

*NH 3 *NH 3

(2) Comportamiento
como acido

H H
R—C——CO0 - 4 H" + R—C——CO0O0 -

+NH3 NH2

Figura 2.6.1 Comportamiento acido y basico de los
aminoacidos (Fennema, 1993).

Por lo tanto, cada grupo tiene un valor caracteristico de pK, en la
escala ascendente de pH. En este sentido, es apropiado recordar que el pKj,

se define el logaritmo de la constante de disociacién afectado por el signo
menos.

Por consiguiente, los pK, en la escala ascendente de pH quedan

definidos a través de las siguientes expresiones,

[H*][aminoacido™]

pK 44 = —log (2.6.1)

[aminoacido ]

[H " ][aminoéacido ]

pK,» =—log (2.6.2)

[aminoacido™]

Cuando el aminoacido posee una cadena lateral cargada, ademas de los

valores de pK, asociados a los grupos a-amino y o-carboxilo, se requiere
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también el pK, gz correspondiente a la disociacion del grupo lateral cargado. En
la Tabla 2.6.1 se listan los valores de pK,,, pK,» ¥ pK,r para los grupos

ionizables de los distintos aminoacidos. En esta tabla también se citan los
valores de punto isoeléctrico (pl) de cada aminoacido recordando que éste es
el valor de pH en el que la carga neta del aminoacido en solucion es cero

(Fennema, 1993).

Tabla 2.6.1 Valores de pK,y, pK,2 ,pKsr ¥ Pl de los aminoacidos a 25°C
(Fennema, 1993).

Aminoacido  Simbolo  pky; pKao pKar pl
(a-COO") (a-'NH3) (R = cadena lateral)
Alanina Ala 2,35 9,69 6,02
Arginina Arg 217 9,04 12,48 10,76
Asparagina Asn 2,02 8,80 5,41
Acido Aspartico Asp 2,09 9,82 3,86 2,97
Cisteina Cys 1,96 10,28 8,18 5,07
Glutamina GIn 2,17 9,13 5,65
Acido Glutamico Glu 2,19 9,67 4,25 3,22
Glicina Gly 2,34 9,78 6,06
Histidina His 1,82 9,17 6,00 7,58
Isoleucina lle 2,36 9,68 6,02
Leucina Leu 2,36 9,64 6,00
Lisina Lys 2,18 8,95 10,53 9,74
Metionina Met 2,28 9,21 5,75
Fenilalanina Phe 1,83 9,24 5,53
Prolina Pro 1,99 10,6 6,30
Serina Ser 2,21 9,15 5,68
Treonina Thr 2,71 9,62 6,16
Triptéfano Trp 2,38 9,39 5,89
Tirosina Tyr 2,20 9,11 10,07 5,65
Valina Val 2,32 9,62 5,97
Ornitina?® Orn 1,94 8,65 10,76 9,70

@ La ornitina no es uno de los 20 aminoacidos codificados por el ADN celular sino que se
produce por decarboxilacion de la arginia. Este aminoacido es de particular interés en esta tesis
debido a que se genera durante el proceso de extraccion alcalino de la gelatina luego de la
liberacion de urea (Ward y Courts, 1977).

Ademas, segun la polaridad de la cadena lateral R es posible clasificar a

los aminoacidos en cuatro clases (Fennema, 1993): (a) aminoacidos con
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cadenas laterales no polares o hidrofébicas, (b) aminoacidos con cadenas
laterales polares no cargadas o hidrofilicas, (c) aminoacidos con cadenas

laterales cargadas positivamente (para un pH alrededor de 7) y (d)

aminoacidos con cadenas laterales cargadas negativamente (para un

pH alrededor de 7).

Por lo antes mencionado, las proteinas poseen una carga neta en su
configuracion o estructura primaria debido a que en el equilibrio acido-base
participan los grupos ionizables de las cadenas laterales de algunos
aminoacidos (ver Tabla 2.6.1) y los grupos a-amino y o-carboxilo de los
aminoacidos terminales. En este sentido, se define como carga neta la
diferencia entre cargas positivas y cargas negativas de la proteina tomadas en
valor absoluto. No obstante, la ionizacién de un determinado grupo se ve
afectada por la proximidad de otros grupos ionizados, por grupos hidrofébicos o
por enlaces puente-hidrégeno (Piaggio et al., 2005 y 2006). En solucién
acuosa, la mayor parte de los grupos ionizables estan localizados en la
superficie de la proteina. Asimismo, como se mencion6é anteriormente, la
proteina posee una carga neta cero en el punto isoeléctrico (pl); a este pH los
polianfolitos no migran cuando se sitian en un campo eléctrico externo como
ocurre, por ejemplo, en la electroforesis. Es interesante mencionar que el pl de
una proteina se puede estimar basandose en los aminoacidos que la
constituyen. Para esta evaluacién se requiere despreciar los efectos descriptos
anteriormente. Asimismo, el pl varia segun el medio en el que se encuentra
disuelta la proteina. En efecto, ciertos iones pueden ligarse a la proteina y

modificar el pK, de los grupos ionizables (Tanford, 1961; Dickinson y Stainsby,

1982; Fennema, 1993).
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2.7 Hidratacion de las proteinas

Las proteinas interaccionan con el agua a través de sus enlaces
peptidicos (mediante interacciones dipolo — dipolo o puente — hidrégeno) o a
través de las cadenas laterales de los aminoacidos (mediante interacciones con
grupos ionizados polares e incluso no polares). En este contexto, el agua
asociada a las proteinas se puede clasificar en: (a) agua constitucional,
localizada en la parte interna de la macromolécula; (b) agua interfacial,
localizada en las superficies y en las cavidades; (c) agua periférica, que tiene
disminuida la movilidad por la presencia de la macromolécula (Fennema, 1977,
1993). Es conveniente mencionar que el agua asociada no esta totalmente
inmovilizada.

La temperatura en general aumenta la hidratacién, pero la solubilidad de
las proteinas aumenta en un rango estrecho. Asimismo, los iones de sales
neutras a molaridades del orden de 0,5 - 1 M aumentan la hidratacion y la
solubilidad de las proteinas (efecto de salting—in) al aumentar la ionizacién de
los grupos residuales de la cadena. Cuando la fuerza iénica es elevada (mayor
a 1 M aproximadamente) la solubilidad de la proteina disminuye y puede ocurrir
la precipitacion total (efecto de salting-out). Este es un fenémeno complejo pero
se debe fundamentalmente a que la alta concentraciéon salina puede remover el
agua de hidratacién (debido a la competencia entre los iones salinos y la
proteina, por el agua) con la consecuente pérdida de solubilidad (Tanford,
1961; Lehninger, 1975; Fennema, 1993; Israelachvili, 1995).

En lo que respecta a esta tesis, donde se estudia la hidrodinamia de las

proteinas en soluciones diluidas a través de mediciones de viscosidad
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intrinseca, viscosidad reducida y viscosidad especifica (ver Capitulos 7, 8 y 9)
es importante mencionar que solo resulta de interés considerar el agua total
inmovilizada por la proteina, sin necesidad de distinguir los mecanismos de
inmovilizacién. En efecto, desde este punto de vista cientifico interesa describir
a la proteina a través de un radio hidrodinamico efectivo, el cual es el resultado

de la masa acuosa y proteica.
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3 Colageno y gelatina

3.1 Introduccién

En el presente capitulo se realiza una descripcion breve de las
caracteristicas estructurales y fisicoquimicas de la gelatina (la cual es el
biopolimero que se estudia en esta tesis) y de las de su precursor el colageno.
Asimismo, seguidamente se mencionan algunas de las aplicaciones de la
gelatina en las industrias alimenticia, fotografica y biomédica siendo posible
evidenciar de esta manera la versatilidad que posee esta macromolécula y el
amplio panorama de situaciones que requieren un mayor estudio.

Debido a que en los siguientes capitulos (ver, por ejemplo el Capitulo 4)
se realiza una discusion de las diferentes fenomenologias que presentan las
soluciones de gelatina en los distintos rangos de concentracion y temperatura,
también se consignan brevemente aqui algunas propiedades fisicas de las
soluciones de gelatina que frecuentemente se utilizan como herramienta para
el estudio y caracterizacion de estos sistemas macromoleculares.

Finalmente, se detallan en este capitulo los meétodos de ensayo
utilizados en la industria para determinar las propiedades mecanicas del gel de
gelatina mostrandose de esta forma la necesidad de nuevos desarrollos y

técnicas que permitan una mejor caracterizacion de este producto.
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3.2 Colageno

El colageno es la fibra mas abundante del tejido conectivo. Las fibras
colagénicas son flexibles y tienen una notable resistensia a la fuerza tensional.
Si se examinan con el microscopio Optico, las fibras de colageno se
caracterizan por aparecer como estructuras onduladas de espesor variable y
longitud indeterminada. Con la ayuda de la microscopia electronica se observa
que estas fibras estan compuestas por haces de delgadas subunidades
filamentosas, designadas fibrillas colagénicas, las cuales se observan en la

Figura 3.2.1 (Ross et al., 1992).

"‘e"”;?: '/: dy
7 ik

Figura 3.2.1 Microfotografia electronica de tejido conectivo denso. En el circulo
aparecen con mayor aumento cortes longitudinales de fibrillas colagénicas
paralelas. Notense las bandas transversales. Las flechas indican el espacio de
periodicidad de 68 nm (Ross et al., 1992).

Las fibrillas colagénicas cuando se tifien con osmio u otro metal pesado

presentan una secuencia de bandas transversales espaciadas que se repiten
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cada 68 nm en toda su longitud (ver, detalle en la Fig. 3.2.1). Las bandas son
un reflejo de la disposicion estructural, especificamente del tamano y de la
forma de las moléculas de colageno que forman la fibrilla. Esta disposicion se
esquematiza en la Figura 3.2.2.

La estructura basica del colageno, la cual se denomina tropocolageno,
es una proteina fibrosa de un peso molecular algo menor a 300.000 Da, mide
unos 300 nm de longitud por 1,5 nm de espesor. Para formar la fibrilla, las
moléculas de colageno se alinean empalmando extremo con extremo, en
hileras que se superponen presentando brechas entre las moléculas de cada
hilera. La secuencia en bandas que se observa con el microscopio electronico
se debe al depdsito de osmio en el espacio entre los extremos de las moléculas
de cada hilera. Cada molécula de tropocolageno esta compuesta de tres
cadenas polipeptidicas entrelazadas. Cada uno de estos polipéptidos se
denomina cadena alfa y posee un peso molecular de 90.000 Da,
aproximadamente. Estas cadenas se entrelazan para formar una triple hélice
dextrégira (ver, Figura 3.2.2.d).

Cada cadena alfa se enrolla como hélice levogira de tres residuos de
aminoacidos por giro, y se ubican en las esquinas de un triangulo equilatero de
0,5 nm de lado. Las tres cadenas juntas forman una super hélice dextrégira con
un paso repetido de 8,6 nm y una traslacién de 0,286 nm (Ledward, 1986). Las
cadenas del tipo alfa poseen una composicion y secuencia aminoacidica
caracteristica donde la glicina aparece cada tres residuos de aminoacidos,
salvo en las terminales de la cadena. A menudo, a cada glicina le precede una

hidroxiprolina y le sigue una prolina. Esta estructura de glicina con
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Figura 3.2.2 Diagrama que muestra las caracteristicas moleculares de una fibrilla
de colageno en orden decreciente de estructura. (a) La fibrilla de colageno
presenta bandas transversales con una periodicidad de 68 nm (D). (b) Disposicion
en escalera de las moléculas de colageno. (c) Triple hélice de colageno de 300 nm
de longitud y 1,5 nm de diametro. (d) Composicion de la triple hélice. (e)
Secuencia tipica de una cadena «, la glicina aparece cada tres aminoacidos. En la
posicion X suele haber una prolina y en la posicion Y una hidroxiprolina (Ross et
al., 1992).
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hidroxiprolina y prolina es esencial para la conformacion de la triple hélice (ver

Figura 3.2.2e) debido a que esto permite un acercamiento entre las cadenas

del tipo alfa y la existencia de enlaces del tipo puente-hidrogeno inter-

catenarios entre el grupo carboxilo de la glicina y el grupo hidroxilo de la
hidroxiprolina (Cheftel et al., 1989; Ross et al., 1992). El contenido de grandes
cantidades de residuos de prolina e hidroxiprolina, genera un impedimento
estérico a la rotacién alrededor de las uniones peptidicas. En consecuencia, se

favorece la configuracion trans-poli-L-prolina Il frente a la configuracion cis. A

los residuos hidroxilos de la hélice se le asocian grupos hidrocarbonados, por lo

cual el colageno se considera una glucoproteina (Ross et al., 1992).

Las cadenas denominadas alfa difieren en la secuencia y en el numero
de aminoacidos. Basandose en estas diferencias, se han encontrado hasta el
momento, 20 tipos distintos de moléculas de colageno. Los cinco tipos de
colageno mas comunes y mejor caracterizados se describen a continuacion
(Ross et al., 1992):

» EI colageno Tipo | esta formado por dos cadenas (a1) cuya secuencia de
aminoacidos es idéntica mientras que la tercera (o) es diferente. Por
consiguiente se designa [ou(1)]202(1).

» El colageno Tipo Il posee las tres cadenas equivalentes y se representa por
[oa (I)]s.

» El colageno Tipo Il es similar al colageno tipo Il y se designa como [ou(I11)]s.

» El colageno Tipo IV esta formado por tres cadenas iguales y existen dos
subtipos denominados [a1(IV)]3 ¥ [a2(1V)]3.

» EI colageno Tipo V esta formado por dos cadenas iguales y una diferente,

es decir [ou1(V)]202(V).
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Considerando la revision realizada por Ledward (1986 y 1992), no se
sabe si existen uno o dos enlaces puente-hidrogenos por tripéptido. Tampoco
hay seguridad de que exista una molécula de agua involucrada en estos
puentes. Ademas, los enlaces puente-hidrogenos formados por hidroxilos de
hidroxiprolina proporcionan estabilidad adicional a la molécula, y forman una
extensa red cooperativa de enlaces puente-hidrogenos en la molécula final de
colageno.

Es también interesante mencionar que el contenido de prolina e
hidroxiprolina en el colageno varia marcadamente entre especies. Por ejemplo,
la composicion en aminoacidos de colagenos provenientes de tejidos de
mamiferos y aves es aproximadamente constante. Para estos tipos de
colageno, la glicina comprende aproximadamente el 33% del total del contenido
de aminoacidos, la prolina e hidroxiprolina representan el 20% vy la alanina el
11% aproximadamente (te Nijenhuis, 1997). En efecto, estos cuatro
aminoacidos representan las dos terceras partes de los residuos de
aminoacidos que conforman el colageno. No obstante, los colagenos
provenientes de pescados muestran una mayor variacion en su composicion de
aminoacidos, especialmente en el contenido de prolina e hidroxiprolina. Este
contenido es menor cuanto menor es la temperatura del agua donde los peces
viven (te Nijenhuis, 1997; Gémez-Guillén et al., 2002; Fernandez-Diaz et al.,
2003). La composicién de los colagenos de anfibios y reptiles es algo variable
también, pero, generalmente se encuentra entre la variabilidad de los
mamiferos y los peces (te Nijenhuis, 1997).

El contenido de pirrolidinas (prolina e hidroxiprolina) es un factor

determinante en la estabilidad térmica de la estructura del colageno. La
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presencia de una hidroxiprolina en la tercera posicion, después de una prolina
en la segunda posicion determina significativamente la estabilidad de la
estructura molecular. En efecto, esta configuracion tiene la habilidad de formar

enlaces del tipo puente-hidrégeno (te Nijenhuis, 1997).

3.3 Gelatina

Cuando los tejidos que contienen colageno se someten a procesos
degradativos que, usualmente, involucran hidrdlisis alcalina o acida seguido de
una extraccion acuosa en caliente, la estructura fibrosa del colageno se rompe
irreversiblemente y se obtiene la gelatina. Por consiguiente, el proceso de
manufactura involucra la destruccion de la estructura terciaria, secundaria, y en
alguna medida también la estructura primaria del colageno nativo (Ward vy
Courts, 1977; Ledward, 1986). En efecto, tres tipos predominantes de cadenas
se pueden encontrar después de la degradacion tropo-colagénica: la cadena
alfa, compuesta por una sola cadena peptidica, la cadena beta, formada por
dos cadenas peptidicas conectadas y la gamma, que resulta del vinculo entre
tres cadenas. Debido a la presencia de las mismas y sus fragmentos
intermedios, una muestra de gelatina comercial tiene una amplia distribucion de
pesos moleculares (MWD ). En menor cantidad se detectan fracciones de
pesos moleculares pequenas y muy altas (Normand et al.,, 2000). En este
sentido, debido a la diversidad de gelatinas que se pueden producir y ofrecer
en el mercado, resulta relevante desarrollar métodos que permitan caracterizar
la MWD de cada una de ellas. (Benguigui et al., 1991 Braidot y Deiber, 1999;

Tromp et al., 2002).
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La gelatina se puede extraer de tejido colagénico proveniente de
diversas fuentes animales tales como piel de vaca, piel de cerdo, polvo de
hueso, piel de pescado, y de otros recursos naturales de menor uso (Harrington
y Rao, 1970; Harrinton y Karr, 1970; Ward y Court, 1977; Ledward, 1986). En
principio, la composicidn en aminoacidos de la gelatina obtenida es similar a la
del material colagénico del cual se obtiene y, por lo tanto, la diferencia de
especies y de tipos de tejido da origen a productos distintos. Asimismo, los
diferentes materiales colagénicos requieren variaciones en la naturaleza vy
severidad del tratamiento durante el proceso de obtencién lo cual da lugar a
variabilidades en el producto obtenido. Por ejemplo, el proceso alcalino, a
través de la remocion de grupos amida, provee una gelatina con una alta
densidad de grupos carboxilos que la hacen negativamente cargada a pH
neutro es decir, el punto isoeléctrico pl es relativamente bajo. Por el contrario,
la naturaleza eléctrica del colageno no es sustancialmente modificada mediante
el proceso de extraccidon acido y como resultado se obtiene una gelatina con un
punto isoeléctrico relativamente alto (Ward y Courts, 1977).

La gelatina posee propiedades caracteristicas, por ejemplo, forma una
solucion de elevada viscosidad en agua y produce un gel cuando esta solucién
se enfria. Asimismo, como se mencion6 anteriormente en el Capitulo 2, estas
macromoléculas en solucion se comportan como polianfolitos debido a la
composicidon de aminoacidos basicos y acidos (Dobrynin et al.,, 2004). En
general, el estado conformacional de las cadenas de gelatina es altamente
dependiente del medio fisicoquimico en el que se encuentran disueltas,
teniendo en cuenta que estas moléculas tienden a estabilizarse mediante

diferentes tipos de fuerzas inter e intra-moleculares, en las que intervienen
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principalmente los enlaces del tipo puente-hidrégeno, (ver, por ejemplo, Pezron
et al., 1991; Herning et al., 1991; Djabourov et al., 1993; Bohidar y Jena, 1994;

Bohidar, 1998; Tromp et al., 2002).

3.4 Aplicaciones de la gelatina

En el presente existe una amplia variedad de hidropolimeros que se
utilizan en diferentes formulaciones dentro del ambito de la industria alimenticia
y farmacéutica. Ejemplos tipicos de esto son los distintos polisacaridos y la
gelatina. Por tal motivo, es importante resaltar en esta tesis la relevancia del
uso de esta ultima.

La lista de aplicaciones de la gelatina es muy grande y hasta el presente
siguen apareciendo nuevos usos. Entre ellos se puede observar que, la
gelatina se utiliza como conservante, agregandose en forma seca a productos
de carnes enlatadas; el ejemplo mas comun es el jamoén embutido. De este
modo, la gelatina se disuelve en la conserva y forma un gel con los jugos
exudados de la carne (ver Hoffman, 1991). Asimismo, la gelatina se usa
normalmente como agente gelificante en alimentos elaborados con carnes, en
alimentos enlatados y en sopas y caldos de los mismos. Ademas, se utiliza en
embutidos como jamon, lengua y otras carnes rojas. También se aplica a pollos
y pescados congelados para absorber el jugo de la carne. En estos ultimos
casos también actua como conservante (Poppe, 1999).

Para cada producto, se recomienda que la gelatina tenga un grado de
bloom (ver Seccién 3.7) y una concentracion tipica. También se usan mezclas

de gelatina, glicerina y acido benzoico como preservante y antioxidante en
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recubrimientos no comestibles de alimentos. Estos recubrimientos son
adecuados para productos como jamén, tocino, embutidos y quesos (Poppe,
1999).

La gelatina se utiliza para hacer mermeladas sin azucar debido a la alta
capacidad que posee de ligar agua. Asimismo, soluciones con grandes
cantidades de azucar, con una concentracion de gelatina entre 2 a 3% y 18 a
20% de agua se utilizan en la produccion de golosinas como bombones vy
piezas dulces con formas bien definidas. La forma final de estos productos se
obtiene mediante: (a) cortes a partir de planchas del gel formado, (b) moldes de
almidén donde se vierte la solucién o (c) extrudado.

Soluciones de gelatina con ingredientes adicionales se utilizan en la
fabricacion de turrones y caramelos masticables. Algunos postres comunes
también se fabrican con gelatina y agregados de leche, huevo y cacao tales
como mousse, souflé y merengue (Poppe, 1999). No obstante, se debe sefialar
que algunas frutas como el anana y la papaya contienen enzimas proteoliticas
como la bromelaina, la cual hidroliza la gelatina y destruye su capacidad
gelificante. En estos casos, resulta esencial cocer las frutas antes de
mezclarlas con las soluciones de gelatina de manera de destruir térmicamente
la proteasa (Ward y Courts, 1977).

La gelatina también se utiliza como agente estabilizante y una de las
aplicaciones tipicas es la fabricacién de helados. En este producto la solucién
de gelatina inhibe el crecimiento de la cristalizacion y la formacion de diferentes
fases cuando el helado se congela, previniendo la formacién de cristales

gruesos de hielo. Ademas, la gelatina provee una textura adecuada al paladar
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(Ward y Courts, 1977). También se usa como estabilizante y para reducir la
sinéresis en el yogurt y en postres con leche (Poppe, 1999).

Asimismo, se puede citar la propiedad emulsificante de la gelatina en el
contexto de la industria alimenticia. En efecto, se utiliza en la fabricacion de
algunos pastas de carnes y en las denominadas sopa - cremas. Asimismo, las
propiedades adhesivas y de agente de compactacion de la gelatina se
aprovechan para la fabricacién de productos de reposteria como cremas vy
recubrimientos de tortas (Poppe, 1999).

La gelatina es un eficiente estabilizante de espumas vy, por lo tanto, esta
propiedad se explota en la fabricacion de distintos productos de reposteria. Es
también un excelente clarificante debido a que reacciona con los polifenoles
(taninos) y con otras proteinas de los jugos de fruta y vinos, formando un
precipitado que deja un sobrenadante limpido y estable en el tiempo (Ward y
Courts, 1977).

La gelatina también se utiliza en el desarrollo de emulsiones fotograficas
y aunque ultimamente se han descubierto muchos polimeros sintéticos, para
esta funcion ésta sigue siendo el principal agente de unién de las peliculas y
papeles fotograficos. El proceso fotografico hace uso de muchas propiedades
fisicas de la gelatina tales como la gelificacion, la solvatacion y la capacidad de
formacion de peliculas delgadas. Para elegir el tipo de gelatina que se utiliza en
fotografia se tiene en cuenta principalmente el efecto fotografico indeseado que
produce el contenido de impurezas en la muestra (Poppe, 1999).

Ademas de las industrias fotografica y alimenticia, la industria
farmacéutica hace un intensivo uso de la gelatina. En efecto, esta industria

utiliza aproximadamente el 10% del total de la produccion de gelatina y la
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mayor parte se destina a la fabricacion de capsulas. En la actualidad, la
elaboracion de capsulas se realiza en gran escala por medio de moldes que
permiten incluir la cantidad exacta de cualquier medicamento. Las capsulas se
llenan higiénicamente y no tienen inclusiones de aire; se evita asi la oxidacion.
Estas caracteristicas son importantes en el encapsulado de vitaminas que
pueden ser conservadas en forma estable por varios afios (Ward y Courts,
1977; Poppe, 1999). Por otra parte, la gelatina actia como agente de union en
la produccion de comprimidos y pastillas. Para este fin, los componentes del
medicamento se disuelven en soluciones de gelatina, luego se seca la mezcla y
a continuacién se muele hasta obtener un polvo con el que se elaboran los
comprimidos. En algunos casos se realiza un recubrimiento de los comprimidos
con gelatina para la proteccién de los componentes que contiene.

La gelatina se utiliza como adhesivo con agregados de medicamentos,
oxido de zinc, glicerol y agua en muchos vendajes de proteccion. Ademas, se
fabrican esponjas a partir de hidrogeles estériles de gelatina que se hacen
insolubles mediante un tratamiento con aldehidos o mediante tratamiento
enzimatico (Bigi et al., 1998; Bigi et al., 2001; Crescenzi et al., 2003). Estas
esponjas se confeccionan de varios tamanos y grados de flexibilidad y se
utilizan en cirugias substituyendo tejidos. Luego, las enzimas proteoliticas
digieren el material que posteriormente es reabsorbido completamente. Estos
hidrogeles también se utilizan como sistemas para liberacion controlada de
drogas. Para una liberacion controlada local, se utilizan como sistemas de
implantacion y para la liberacion controlada generalizada se utilizan en forma

de microesferas inyectables (Tabata e Ikada, 1998; Tabata et al., 1998; Bigi et
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al., 1998; Bigi et al., 2001; Chiellini et al., 2001; Einerson et al., 2002; Crescenzi

et al., 2003; Bigi et al., 2004; Pannier et al., 2004).

3.5 Propiedad gelificante de las soluciones de gelatina

Como se mencioné anteriormente, una de las propiedades mas
conocidas de la gelatina es la capacidad que posee este producto de formar
geles. Los geles de gelatina existen en un pequefo rango de temperatura y las
propiedades mecanicas son muy sensibles a las variaciones térmicas, y aun a
una temperatura constante dependen del tiempo y de la historia térmica previa
(Ward y Courts, 1977; Joly-Duhamel et al., 2002b; van den Bosch y Gielens,
2003). En efecto, las soluciones de gelatina son liquidas para temperaturas
relativamente altas pero en la medida que la temperatura desciende por debajo
de cierto valor critico, se producen cambios que transforman ese liquido en un
gel, si la concentracion es mayor a C 1% p/v (Bohidar y Jena, 1993; Ross-
Murphy, 1997; Tosh et al., 2003).

El fendbmeno denominado gelificacion involucra un numero de eventos,
los cuales tienen sus propias caracteristicas distintivas. En efecto, cuando la
solucion se enfria se produce la agregaciéon parcial de moléculas de gelatina.
Este fendbmeno tiene lugar aun si la solucion es tan diluida como para no formar
gel (Bohidar y Jena, 1993). Luego, los agregados se unen formando una red
débil y si se continua enfriando o se mantiene la temperatura constante se
forma un gel cuyo mddulo elastico se incrementa continuamente (Ledward,
1986; Ross-Murphy, 1992; te Nijenhuis, 1997). Durante este ultimo periodo, se

desarrollan diferentes estructuras de acuerdo a la historia térmica utilizada, a
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través de la continua reformacion (annealing) de las uniones en la red (Ferry,
1948; Djabourov y Papon, 1983; Clark y Ross-Murphy, 1987; Djabourov et al.
1988; te Nijenhuis, 1997). El cambio microestructural que lleva a la produccion
de esa red tridimensional es la reformacién parcial de la estructura
tropocolagénica original donde las zonas de unidn entre las cadenas de
gelatina se producen mediante la generacion de estructuras de triple hélice,
formandose una extensa red cooperativa de enlaces del tipo puente-hidrégeno
que estabiliza esta estructura (Ledward, 1986; Djabourov et al., 1993; te
Nijenhuis, 1997; Ross-Murphy, 1997).

Las condiciones de maduracion de los geles de gelatina afectan las
propiedades mecanicas, como por ejemplo los médulos dinamicos, G' y G"
(Carvalho y Djabourov, 1997; Ross-Murphy, 1997; Joly-Duhamel et al., 2002b;
Ottone et al., 2005; Ottone y Deiber, 2005). En este sentido, Ferry (1948)
realizd mediciones del médulo dinamico durante el tiempo de maduracién y
hallé6 un marcado crecimiento al principio, seguido de un crecimiento adicional
progresivamente mas suave. Estos resultados fueron corroborados
posteriormente por otros autores (ver, por ejemplo Djabourov et al., 1985, 1993;
te Nijenhuis, 1997; Ross-Murphy, 1997; Normand, 2000). EI médulo elastico
también varia con el pH y con la presencia de electrolitos en el gel (Ward y
Courts, 1977; Ledward, 1986; Haug et al., 2004). Asimismo, la adicién de
agentes que inhiben la formacién de este tipo de enlace, tales como la urea, el
tiocianato de potasio (KSCN) y el bromuro de litio (LiBr) también debilitan la red
y pueden ser considerados equivalentes a un aumento de temperatura

(Ledward, 1986).
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3.6 Propiedades Opticas de las soluciones de gelatina

Debido a que muchos estudios referidos a la cinética de regeneracion
parcial de la triple hélice de soluciones de gelatina se realizaron mediante
medidas de la rotacidon optica especifica (ver Capitulo 4), en este punto se
realiza una breve descripcion las caracteristicas microestructurales que
provocan cambios en la rotacion optica especifica de soluciones de gelatina
maduradas a distintas concentraciones cuando la temperatura es inferior a la
temperatura de gelificacion.

La rotacion Optica especifica [“]z para una dada longitud de onda 1 se

especifica de la siguiente manera (Djabourov y Papén, 1983),

[a], ==+ (3.6.1)

donde «; es el angulo de rotacion optica en grados, C es la concentracion en

g 100 cm™y | es el paso dptico de la celda en dm.

Cuando en una muestra de gelatina se produce la regeneracion parcial
de la estructura tropocolagénica, la rotacion oOptica de esa muestra cambia
debido a que es sensible a la presencia de la triple hélice dextrogira.
Usualmente, se admite que el colageno en su estructura nativa se encuentra en
un estado de 100% helicoidal con una rotacion Optica especifica

[a]sgg nm = —400°+20°. Por otro lado, para el colageno completamente

desnaturalizado o para una soluciéon de gelatina a altas temperaturas se

obtiene una rotacién optica especifica [a]sgq,m = —120°+5°. Por consiguiente,
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es posible establecer la fraccion de cadenas y en la conformacién de hélices

mediante la siguiente expresion,

[a]medida _ [a]desnaturalizada

__lah p
Z—[ ]100%hélice [ ]desnaturalizada (3.6.2)
a1, el
donde [a]7°%% es la rotacion optica especifica medida, [o]JeSatraizada o |5

rotacion Optica especifica de una muestra de gelatina totalmente

100% hélice
y:

desnaturalizada (por ejemplo a T >50°C ) y [a] es la rotacién optica

especifica de una solucion de colageno, es decir, una muestra con un
contenido de 100% de hélices (Djabourov y Papon, 1983).

Cuando se produce la gelificacion de una muestra de gelatina se
observa un rapido crecimiento de la fraccion de hélices y. Luego, a medida
que transcurre el tiempo, y disminuye gradualmente la velocidad de
crecimiento pero nunca toma un valor constante (Djabourov y Papon, 1983;
Djabourov et al., 1985; Djabourov et al., 1993; Joly-Duhamel et al., 2002a). En
este sentido, Djabourov y Papdén (1983) describen el proceso de gelificacion

para tiempos cortos de maduracién mediante la ecuacion cinética de Avrami,

z=1-e (3.5.3)

donde k es la constante de velocidad, t es el tiempo de maduraciony n es el

exponente de Avrami.
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3.7 Métodos de andlisis de uso industrial para medir las propiedades

mecanicas de la gelatina

Una de las técnicas mas utilizadas a nivel industrial para estandarizar

muestras de gelatina es la fuerza de gel o ensayo de bloom . Este ensayo de

%
laboratorio, consiste en medir la fuerza en g necesaria para producir una

depresion de 4 mm de profundidad en un gel con un piston de 12.7 mm de
didmetro. Dicho gel tiene un tiempo de maduraciéon de 18 horas a 10 °C y una
concentracion de 6,66 % p/p. Ademas, la viscosidad estandar es otro
parametro que usa la industria para caracterizar a sus productos. Este método
consiste en medir la viscosidad en mPs de una solucion de gelatina estandar
(al 6,66 % p/v) a 60°C (Ward y Courts, 1977).

Los parametros antes mencionados resultan utiles para una clasificacion
grosera de las gelatinas, sin embargo, sus valores no pueden globalizar todos
los comportamientos reoldgicos y fisicoquimicos asociados a los diferentes
tipos de gelatina que se producen en los distintos procesos. Es claro que estos
ensayos normalizados y en cierto sentido muy practicos, no necesariamente se
encuadran en los ensayos reomeétricos para estandarizar materiales (Deiber,
2002).

En la actualidad existe un alto consenso en la practica de la ingenieria
que indica que la medida empirica de bloom no es un valor suficientemente
representativo y adecuado, tanto del poder gelificante como de la calidad de las
otras propiedades funcionales de las gelatinas producidas para diferentes usos
industriales. Por consiguiente, aparte de la medicion del bloom se requiere

aplicar técnicas reoldgicas y fisicoquimicas modernas en la caracterizacion de
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gelatinas para lograr productos de alta calidad y con capacidad de captacion de
mercados nacionales e internacionales, donde los factores de competitividad
tienen como punto de referencia la excelencia, aparte de la produccion eficiente
(Deiber, 2002).

En un contexto mas amplio, la caracterizacion reoldgica - reométrica de
una solucion de gelatina implica evaluar en principio las propiedades

viscoelasticas lineales G'(wt,) y G'(wt,) y la viscosidad aparente
n(pH,1,7,C%,T,t,,) en funcion de los siguientes parametros: frecuencia o,
velocidad de corte y, tiempo de maduracion t,,, temperatura T , concentracion
C y pH como variables significativas, en el contexto de los modelos

reologicos, cuyas funciones reométricas son a su vez funciones de la
distribucion de pesos moleculares (MWD ) (Deiber, 2002).

En este sentido, apuntando a las necesidades actuales mencionadas, en
esta tesis se obtiene la MWD de una muestra de gelatina haciendo uso de la
técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida seguida de una densitometria
y analisis computacional (ver Capitulo 5). Asimismo, se realiza un estudio
detallado del comportamiento de soluciones diluidas (ver Capitulos 7, 8 y 9) y
concentradas de gelatina (ver Capitulo 9) y se evaluan los diferentes
comportamientos de las mismas al ser expuestas a distintas condiciones

fisicoquimicas.

3.8 Estabilidad y seguridad de la gelatina

La gelatina se considera como un ingrediente alimenticio mas que como

un aditivo y es un producto GRAS (Generally Regarded as Safe) y puede ser
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traducido como “producto generalmente considerado seguro”. En 1993 la FDA
(Food and Drug Administration) reiteré el estatus de GRAS de la gelatina y
establecié que no habia objecidn en el uso de la misma proveniente de ninguna
fuente y de ningun pais. Sin embargo, con el advenimiento de la Encefalopatia
Espongiforme Bovina (BSE) en Europa se desarrollé temor por la transmisién
de la enfermedad a humanos por parte de los productos bovinos. Actualmente
se reconoce que la BSE es un problema neuroldgico y cerebral y que no esta
asociado con el cuero o piel del animal. Ademas, se reconoce que el proceso
de manufactura de gelatina hace casi imposible la supervivencia del prion si
este estuviera presente. Por lo tanto, la gelatina conserva todavia su estatus de
sustancia GRAS.

La gelatina es un excelente medio de crecimiento para la mayoria de las
bacterias, por lo tanto se debe tener especial cuidado durante la manufactura
para evitar contaminaciones (Ward y Courts, 1977). Estos cuidados se pueden
evidenciar en los programas documentados de HACCP (Hazard Analysis and
Critical Control Points) utilizados por los fabricantes de todo el mundo.
Asimismo, para asegurar la reproducibilidad del producto la mayoria de las
compafnias han implementado recientemente los sistemas de gestion de
calidad 1ISO 9000.

La gelatina seca posee una vida util aproximadamente infinita, siempre y
cuando la temperatura de almacenamiento se encuentre por debajo de la
temperatura de transicion vitrea, la cual es de aproximadamente 190°C (Ward y
Courts, 1977). En cuanto a la estabilidad de las soluciones de gelatina, esta
depende de la temperatura y del pH. Generalmente, para minimizar la pérdida

de la fuerza de gel y de viscosidad en el tiempo, el pH de las soluciones
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deberia encontrarse en un rango de 5 a 7 mientras que la temperatura deberia
ser lo mas baja posible. Usualmente la degradacion o hidrdlisis es causada por
la proliferacion microbiana, por lo tanto las soluciones de gelatina no deben ser
almacenadas durante tiempos mas prolongados a los estrictamente necesarios

(Ward y Courts, 1977).
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4 cCaracteristicas microestructurales que presentan las soluciones de

gelatina

4.1 Introduccién

Las soluciones de gelatina han sido ampliamente estudiadas durante los
ultimos afios. Por consiguiente, es posible encontrar en la literatura diversos
estudios reoldgicos y fisicoguimicos que conciernen al comportamiento de
estas soluciones para diferentes valores de concentracion C, temperatura T ,
fuerza iénica |, pH y formulaciones de solvente. En efecto, la caracterizacion
de soluciones de gelatina en los diversos rangos o zonas de concentracion y
temperatura condujo a la interpretacion de fendmenos especificos presentes en
cada una de ellas.

En este contexto de andlisis, el principal objetivo de este capitulo (ver
también Olivares et al., 2006) es brindar un marco conceptual que permita
visualizar la variedad de comportamientos reolégicos y fisicoquimicos que
presentan las soluciones de gelatina, los cuales son causados por fendmenos
microestructurales especificos de las diferentes zonas de concentracion y
temperatura mencionadas arriba. Al mismo tiempo, se pretende ubicar en este
contexto de analisis los estudios realizados en la presente tesis. Por ello se
realiza, a continuacién, una discusion tomando como base la revision
bibliografica de los principales trabajos donde se estudian las soluciones de

gelatina.
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4.2 Analisis de las soluciones de gelatina en las diferentes zonas de

concentracion y temperatura

Una de las zonas estudiadas con mayor frecuencia es aquella donde se
produce la gelificacion. Este fendbmeno ocurre a un determinado tiempo de

maduracion t,, cuando la concentracion de gelatina supera la concentracion

critica de gelificacion C ~10? g/cm® y cuando la temperatura de maduracién
es inferior a la temperatura de gelificacién Ty, por encima de la cual el gel no

se forma (ver zona | en Figura 4.2.1). Asimismo, la temperatura de gelificacion
es una funcion de la concentracion C (ver, por ejemplo, Bohidar y Jena, 1993;

te Nijenhuis, 1997); de esta manera, una funcién T, (C) existe para C >Cy con
una temperatura critica TS (Cg ) A los fines de definir las diferentes zonas de

concentracion y temperatura se usan como guia Ty Yy TS (Cg) sin introducir

consideraciones adicionales que involucren, por ejemplo, la temperatura de

transicion T, desde la conformacion de cadena erratica a hélice o la
temperatura de fusion T, (transicion sol-gel) (ver, por ejemplo, Joly-Duhamel

et al., 2002a y 2002b para el analisis de estos parametros cuando se utilizan
distintas fuentes de gelatina).

Actualmente, en la literatura se encuentran revisiones detalladas y
trabajos especificos que consideran fundamentalmente la zona de gel (ver, por
ejemplo, Ledward, 1986; Clark y Ross-Murphy, 1987; te Nijenhuis, 1997; Ross-
Murphy, 1997; Djabourov y Papon 1983; Djabourov et al.; 1985, 1988 y 1993;
Tosh et al., 2003). En este sentido, las caracteristicas mas relevantes de los

geles de gelatina fueron revisadas en forma breve en el Capitulo 3.
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Cuando la temperatura es superior a T4 y C>C,, las soluciones de

gelatina se encuentran en una zona de redes o entaglements (ver, por ejemplo,
Pezron et al., 1991 y Herning et al., 1991 quienes estudian soluciones semi-
diluidas de gelatina a 50°C mediante técnicas de dispersion de luz). Una de las
conclusiones mas relevantes de esta zona es que las soluciones muestran
movimientos colectivos y presentan dos modos de difusién dindmicos como
fendmenos especificos: un modo rapido debido a la difusiébn cooperativa de
redes transitorias de cadenas de gelatina y un modo lento, el cual estaria
asociado a la difusion de pequefios grupos de cadenas con radio hidrodinamico
constante, también llamados clusters (ver zona Il en Figura 4.2.1).

Bohidar y Jena (1993) realizaron un estudio de soluciones de gelatina (la
concentracion de gelatina utilizada fue de 4 % (p/p)) abarcando las dos zonas
de concentracion y temperatura antes mencionadas (es decir, la zona de

T<Ty y C>Cy y la zona de T>Ty y C>Cy) mediante calorimetria

diferencial de barrido (DSC) y técnicas de dispersion de luz. En este trabajo los
autores proponen la existencia de cuatro dominios en diagramas de
temperatura versus concentracion. En el dominio de temperaturas mas
elevadas, y especificamente cuando ésta disminuye desde 60 a 50°C, los
autores modelan a las soluciones de gelatina con una cinética de agregacion
de Smoluchowski. En este caso, no se concluye acerca de cudales son las
fuerzas responsables de la agregacion. Cuando la temperatura disminuye adn
mas, se concluye que las soluciones de gelatina presentarian una transicion de
fase conformacional que implicaria la formacion de hélices simples en los
agregados formados previamente a mayores temperaturas formados por

cadenas en conformacién erratica (random coils). Descendiendo aun mas la
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temperatura, los autores concluyen gue las soluciones entran en el dominio del
gel, el cual se formaria mediante la generacidbn de triples hélices

interconectadas por segmentos de cadenas erraticas.
Otra de las zonas estudiadas es aquella en la cual C<Cy y T >T$

donde también se evidencia la formacién de clusters (ver zona Il en Figura
4.2.1). En tal sentido, se encuentran importantes trabajos referentes a este
tema donde las soluciones de gelatina son evaluadas mediante técnicas de
dispersiéon de luz (ver, por ejemplo, Pezron et al., 1991; Herning et al., 1991).
Mediante estos estudios, se obtuvo que el modelo de worm-like es apropiado
para representar a las cadenas de gelatina en solucion a elevadas
temperaturas (50°C) que poseerian una longitud de persistencia de 20 A.
También se encontré que la adicién del surfactante duodecyl sulfato de sodio

(SDS) remueve la formacién de los clusters, los cuales probablemente se
estabilizan en esta zona (C<Cy vy T>T5) por interacciones del tipo

hidrofobicas entre residuos no polares de las cadenas de gelatina. Asimismo,
Bohidar y Jena (1994) y Bohidar (1998) estudiaron las soluciones diluidas de
gelatina en solventes neutros sin agregado de sales y en un rango de
temperatura comprendido entre 30°C y 60°C mediante las técnicas de

dispersion de luz y viscosidad intrinseca [77] Los autores observaron que el
radio de giracion s, el peso molecular promediado en fracciones masicas M,,
y la viscosidad intrinseca [77] fueron mayores a medida que la temperatura

disminuia, debido a la agregacion de las cadenas de gelatina. A los fines de
explicar el analisis tedrico realizado, los autores concluyen que las soluciones

de gelatina estudiadas en este rango de temperatura no soélo presentan
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cadenas en la conformacién del tipo erratica sino que también existen sectores
con estructuras de helicoidales.

Otro estudio relevante realizado en esta zona fue presentado por Tromp
et al. (2002) para C ~2 10 g/cm®, en donde se analiza la distribucién de la
masa molar de gelatina de cerdo mediante cromatografia de exclusion
molecular combinada con las técnicas de dispersion de luz, indice de refraccion

y rotacion éptica. Se observaron cambios en la distribucion de la masa molar a
. . * . . .z
temperaturas por encima de la temperatura critica Ty . La distribucion de pesos

moleculares muestra la existencia de una agregacion reversible de las cadenas
de gelatina cuando la temperatura decrece de 80 a 40°C. En este sentido, se
reporta que se produce una interaccion entre pares de cadenas las cuales
pueden llevarse a cabo por diferentes mecanismos; por ejemplo, dos areas
hidrofobicas atraidas entre si pueden unir localmente a dos cadenas de

gelatina con una energia del orden de kgT. En este trabajo los autores
concluyen que en el rango de concentracion y temperatura determinado por
C<Cq y T >Tg las cadenas de gelatina no interaccionan mediante la

formacion de zonas de triples hélices debido a que no se registraron cambios
en la rotacion éptica de estas soluciones. Las ultimas conclusiones se oponen
a lo reportado por Bohidar y Jena (1994) y Bohidar (1998) quienes, como se
expresd mas arriba, proponen la presencia de zonas de triples hélices . Es
claro que, tanto en esta zona como en la zona analizada previamente se arriba
a conclusiones relevantes, muchas de ellas bien comprendidas y validadas por

distintos autores mientras que otras todavia se encuentran bajo andlisis.
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Se puede definir una cuarta zona que comprende el rango de
concentracién C. <C <Cy y temperatura T <T$ (ver zona IV en Figura 4.2.1).
A estas temperaturas, en principio, la transicion conformacional de cadena

aleatoria a hélice de poliprolina es posible, teniendo en cuenta que Tg <Ten
(Harrington y Rao, 1970; Bohidar y Jena, 1993). Aqui, C. ~ 10™ g/cm?® define el

limite por debajo del cual la regeneracion de la estructura de triple hélice es
intramolecular en el estado ultra-diluido. En estas zonas, Harrington y von
Hippel (1961), Harrington y Rao (1970) y Harrington y Karr (1970) estudiaron la
cinética de regeneracién de la triple hélice de cadenas de gelatina. Este es un
mecanismo que consiste en tres procesos simultaneos de nucleacion,
crecimiento y estabilizacion (annealing) de la triple hélice. De estos trabajos se
concluye que, dependiendo principalmente de Ila concentracion y la
temperatura, el proceso de maduracion de las soluciones de gelatina puede
generar diferentes estructuras macromoleculares, las cuales son el resultado
de la reversion del estado conformacional desordenado a la estructura de triple
hélice (ver también, Busnel et al., 1989; Benguigui et al., 1991). En este
sentido, durante el proceso de maduracién, las cadenas de gelatina en solucion
experimentan una transicion del estado desordenado aleatorio a la
conformacion de poli-L-prolina (ver Capitulo 3) en algunas porciones de la
molécula, las cuales se estabilizan mediante la agregacion intermolecular
formando zonas de triple hélice. Horsky y Svantner (1993) evaluaron
soluciones diluidas de gelatina mediante la medicién de la viscosidad reducida
a diferentes tiempos de maduracién en un rango de temperatura comprendido
entre 5 y 30°C. Los autores observaron que la viscosidad reducida aumenta

con el tiempo de maduracion, y que este efecto es mayor cuanto menor es la
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temperatura a la que estas soluciones se maduran. También, es interesante
mencionar que la adicion de tiocianato de potasio (KSCN) en una
concentracion de 500 mM logré inhibir la agregacion parcialmente, indicando
esto que en este rango de concentracion y temperatura los agregados
formados estarian compuestos por zonas de unién de triples hélices

estabilizadas por interacciones del tipo puente-hidrégeno.
Existe una zona ultra-diluida para C <C, ~10™ glem®*y T <T5 donde la

regeneracion de la triple hélice seria intramolecular (Boedker y Doty, 1954;
Harrington y Rao, 1970; Busnel et al., 1989) (ver zona V en Figura 4.2.1).

Asimismo, este plegamiento intramolecular seria mas ordenado cuando la
. s * . .z
temperatura de maduracion T, se acerca a Ty favoreciendo la formacién de

estructuras con conformacién de varillas rigidas (Harrington y Rao, 1970). Con
el fin de esquematizar los conceptos revisados en esta seccion, la Figura 4.2.1
especifica las estructuras y fenomenologias que experimentan las soluciones
de gelatina en las distintas zonas de concentracidén y temperatura analizadas.
Luego del andlisis realizado, queda claro que la concentracion y
temperatura seleccionadas para la formulacion y maduracion de soluciones de
gelatina condiciona fuertemente la microestructura formada. Ademas, estos
cambios microestructurales provocan comportamientos fisicoquimicos vy
reologicos diferentes que se deben considerar en los procesos y productos

tecnoldgicos donde se utiliza la gelatina.
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Figura 4.2.1 Esquema donde se indican las estructuras y
fenomenologias que experimentan las soluciones de
gelatina en las diferentes zonas de concentracion y
temperatura.

4.3 Cinética de regeneracion de la triple hélice de gelatina

Dentro de este amplio contexto fenomenoldgico descripto en la Seccion
4.2, el mecanismo cinético de regeneracion de la triple hélice fue estudiado

principalmente en las zonas comprendidas entre C >C. y T <T,, teniendo en

cuenta que la regeneracién intramolecular seria de primer orden. Por lo tanto,
la mayoria de los autores concluyen que, en general, el mecanismo es de
segundo orden para estos rangos de concentracion y temperatura a intervalos

de tiempos de maduracion cortos e intermedios. Asimismo, se propone gue un

80



Capitulo 4

mecanismo posible es aquel en el cual una cadena en la conformacién de poli-
L-prolina (ver Capitulo 3) se pliega sobre si misma (hairpin folding) y a su vez,
interactia con otra cadena en la misma conformacién de poli-L-prolina
estabilizandose mediante la formacion de una zona de unién o nucleo de triple
hélice (Busnel et al., 1989; Benguigui et al., 1991; Ross-Murphy, 1992; te
Nijenhuis, 1997; Normand et al., 2000). No obstante, los nucleos de triple hélice
formados mediante la agregacion de tres cadenas diferentes no puede ser
excluido y, por consiguiente, también seria posible encontrar un orden cinético
mayor a 2 (te Nijenhuis, 1997). En este sentido, Busnel et al. (1989) reportaron
que para un rango de concentracién de C =107 a 102 g/cm® el orden cinético
es de 2.2 indicando que el proceso es mayormente bimolecular. Por su parte,
Benguigui et al. (1991) estudiaron el mecanismo de maduracién de una
solucién de gelatina de 2 10 g/cm® mediante digestién enzimética. Los autores
encontraron que las zonas de union eran mas resistentes al ataque enzimatico
que las regiones donde las cadenas se encontraban en la configuracion
desordenada y que, ademas, el mecanismo cinético de formacion de la
estructura de triple hélice mas probable es el bimolecular donde una de las
cadenas se encontraria plegada sobre si misma (hairpin folding). Djabourov y
Papon (1983) y Djabourov et al. (1985) obtuvieron una expresion cinética para
un amplio tiempo de maduracién y a través del andlisis de la misma los autores
concluyen que la cantidad de hélices formadas muestran una evolucion en el
tiempo que comprende dos procesos: el primero, obedece a la ecuacion de
Avrami y el segundo, para tiempos de maduracion mas prolongados, presenta
una dependencia logaritmica con el tiempo. Mas recientemente, Tosh et al.

(2003) estudiaron el desarrollo y evolucién de la estructura de geles de gelatina
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durante el proceso de gelificacién y observaron dos regiones donde el médulo
de almacenamiento en funcion del tiempo obedece a leyes del tipo potencial:
una, donde gobierna el proceso de agregacion y otra, en la cual es
predominante el ordenamiento de las zonas de unién previamente formadas.
Es claro que las zonas de unién aumentan su longitud debido al proceso
de crecimiento de los sitios de triple hélices formados durante la nucleacion y
que esta estructura de red es susceptible a un ordenamiento (annealing) el cual
se manifiesta, por ejemplo, mediante un pequefo crecimiento en el tiempo del
modulo de almacenamiento (Ross-Murphy, 1997). Asimismo, la diferencia entre

la temperatura de maduracion Ty, y la temperatura de gelificacion Ty para una

dada concentracion controla la microestructura que se forma durante el
proceso de transicion de estado aleatorio desordenado al nuevo estado

ordenado. En consecuencia, cuando la temperatura de maduracion es cercana
a Tg el proceso de crecimiento y el de ordenamiento se verian favorecidos

frente al proceso de nucleacion (Harrington y Rao, 1970). Guo et al. (2003)
también estudiaron la reversién al estado de estructura de triple hélice en
soluciones acuosas mediante medidas de rotacion éptica para cortos tiempos

de maduracion (t,, < 0.08 horas). Los resultados de estos autores mostraron

gue el proceso cinético de reversion era predominantemente de segundo orden
para C< 0.12 g/cm® y 5<T <20 °C aunque un pequefio corrimiento en la
velocidad inicial de la rotacion optica en funcion de la concentracién indica
también la presencia de un mecanismo de primer orden.

Actualmente, existe un amplio consenso en los grupos de investigacion
de que el orden cinético de reaccidon depende de la concentracion de gelatina y

de los rangos de tiempo y temperatura de maduracion. En este sentido, en la
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Figura 4.3.1 se esquematizan los diversos mecanismos de regeneracion de la
triple hélice tropocolagénica propuestos para los diferentes casos discutidos

arriba.

CEFFFFRRRREER.

Triple hélice
intramolecular
% ordenada en
Plegamiento forma de varilla
triple rigida
c<c, ‘//' p 9
Triple hélice
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doble ¢ 9 .
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e ee Rt
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Tropocolageno Gel
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Figura 4.3.1 Esquema de los diversos mecanismos de regeneracion de la triple
hélice tropocolagénica propuestos para los diferentes rangos de concentracion
y temperatura de maduracion.

4.4 Conclusiones

A partir de la revision bibliogréfica realizada, resulta relevante remarcar
que el proceso de nucleacion es, en principio, un mecanismo de interaccion

entre pares de cadenas. El mismo es susceptible a ser interpretado durante los
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primeros estadios de agregacion mediante la teoria cinética de Smoluchowski y
cualquier desviacion experimental de este contexto tedrico puede introducir
informacion adicional que concierne al mecanismo de agregacion.

Asimismo, del analisis de la literatura pertinente se concluye que las
cinco zonas que se han descripto aqui a través de regimenes de concentracion
y temperatura, fueron estudiadas mediante diferentes herramientas tedricas y
técnicas experimentales. Mientras que la mayoria de estos estudios se

focalizan en la zona donde se producen los geles (es decir, para C>Cy y
T <T4), las fenomenologias que se producen en las zonas diluidas y ultra-

diluidas han sido menos estudiadas hasta la actualidad. En tal sentido, en esta

tesis se estudian las soluciones de gelatina en la zona diluida (es decir para

C. <C <Cy) Yy ultra-diluida a temperaturas de maduracion inferiores a Tg :
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5 Obtencién de la MWD de gelatina mediante electroforesis en gel de

poliacrilamida

5.1 Introduccién

Como se mencion6 en el Capitulo 3, una de las caracteristicas
microestructurales relevantes para la formulacién de productos a base de
gelatina es la distribucién de pesos moleculares MWD de la mezcla polimérica
obtenida luego del proceso de extraccion y los promedios en fracciones

molares M,, y fracciones masicas M,y . Dentro de las técnicas utilizadas para

la determinacion de la MWD de una mezcla polimérica de naturaleza proteica
se pueden mencionar a la cromatografia de tamiz molecular o GPC
(Bettelheim, 1971; Benguigui et al., 1991; Tromp et al., 2002; Meyer y
Morgenstern, 2003; Haug et al., 2004) y a la electroforesis en geles de
poliacrilamida con agregado del surfactante duodecil sulfato de sodio (PAGE-
SDS) (ver, por ejemplo, Mizuta et al., 2002a; Mizuta et al., 2002b; Tosh et al.,
2003; Fernandez-Diaz et al., 2003; Chang et al., 2000).

En esta tesis se realiz6 la determinacion de la funcién densidad de

distribucion de pesos moleculares f, (M) de la muestra de gelatina comercial
que se usoO en el programa experimental detallado en los Capitulos 7, 8 y 9
mediante PAGE-SDS y densitometria computacional de los electroferogramas
obtenidos. En este sentido, los conceptos generales asociados a la f,, (M) y a
los pesos moleculares M,, y M,, se presentaron en el Capitulo 2.

A continuacién se realiza una descripcion detallada de la técnica de

PAGE-SDS usada y adaptada en esta tesis. En particular se hace énfasis en
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los fundamentos fisicoquimicos que hacen posible la separacion, identificacion
y cuantificacion de los fragmentos polipeptidicos de la gelatina. Luego, se
describe la metodologia experimental llevada a cabo para la separacion
electroforética de una muestra de gelatina y los procedimientos experimentales
y numéricos utilizados en la densitometria computacional para la obtencion de

f,(M) y de los pesos moleculares promedios. Finalmente, se discuten los

resultados obtenidos y se arriba a conclusiones relevantes que conciernen a la
distribucion de pesos moleculares de la muestra de gelatina provista por la

empresa PB Leiner (Santa Fe — Argentina).

5.2 Descripcion breve de la técnica PAGE-SDS

En términos generales, resulta relevante recordar que las técnicas de
electroforesis se basan en la migracion de moléculas cargadas cuando éstas
son expuestas a un campo eléctrico. Como se detall6 previamente en el
Capitulo 2, las proteinas poseen cargas como resultado de su composicién en
aminodacidos basicos y acidos y, por consiguiente, pueden migrar cuando se
someten a un campo eléctrico. Las primeras aplicaciones de los métodos
electroforéticos fueron realizadas en soluciones de sacarosa, luego, surgieron
los métodos de electroforesis sobre medios de soporte que permitieron
minimizar los efectos de difusion y conveccion natural. En este sentido, uno de
los medios de soporte mas utilizados son los geles de poliacrilamida (Cooper,

1977).
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Cuando una molécula que posee un carga neta Ze se sitla en un
campo eléctrico E unidireccional, se ejerce sobre ella una fuerza F que se

puede expresar de la siguiente forma (Cooper, 1977),
\Y
F=E Ze:EZe (5.2.1)

donde V es la diferencia de potencial, e es la unidad elemental de cargay d
es la distancia entre los electrodos. Asimismo, si el fendmeno se lleva a cabo
en solucion, una fuerza de arrastre o de friccidbn se opone al movimiento de la
molécula. Esta fuerza de arrastre se puede describir mediante la ecuacion de
Stokes valida para flujo reptante (nUmero de Reynolds es pequefio) y depende

del tamafio y de la forma de la macromolécula, y también de la viscosidad 7

del medio donde ésta se mueve, es decir,
F=6ranv (5.2.2)

En la ecuacion (5.2.2) a es el radio de la macromoléculay v es la velocidad a
la cual ésta se mueve. Realizando un balance de las fuerzas que actian sobre
la macromolécula, es decir igualando (5.2.1) y (5.2.2), se obtiene la siguiente

expresion para la velocidad electroforética,

V= VZe  EZe
déran 6ran

(5.2.3)
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De la ecuacion (5.2.3) se observa que la velocidad a la cual una
macromolécula se mueve es proporcional al campo eléctrico aplicado y a la
carga neta que posee la misma e inversamente proporcional a su tamafo
(expresado a través del radio esférico equivalente) y a la viscosidad de la
solucion. Por consiguiente, como cada molécula posee una carga neta y
tamafo caracteristico para condiciones de pH y fuerza idnica determinadas,
ésta puede migrar una distancia especifica bajo un campo eléctrico en un
determinado periodo de tiempo. Mas adn, si una mezcla de proteinas se
somete a electroforesis, al cabo de un cierto tiempo cada fraccion de igual
carga neta y tamafo se habra desplazado una distancia determinada bajo ese
campo eléctrico y se concentrara en una banda.

Como se mencion6 mas arriba, para lograr una buena resolucion de la
técnica de electroforesis se requiere situar a la muestra en estudio en un medio
de soporte estable que minimice o elimine los efectos difusivos y convectivos y
que ademas no reaccione ni retarde su movimiento uniéndose a ella. Uno de
estos soportes quimicamente inertes son los geles de poliacrilamida (Cooper,
1977). En efecto, la electroforesis en gel de poliacrilamida es uno de los
métodos que por su alta resolucion, variedad de aplicaciones y relativo bajo
costo de equipamiento y de reactivos ha sido utilizada con frecuencia creciente
en los trabajos de analisis y separacion de macromoléculas. Los compuestos
utilizados para construir esta matriz polimérica son la acrilamida, la N,N’-
metilen-bisacrilamida, la tetrametilendiamina, frecuentemente denominada
TEMED vy el persulfato de amonio. El persulfato de amonio forma radicales
libres cuando se disuelve en agua. Estos radicales libres se preservan dentro

de la molécula de acrilamida cuando ambos reactivos se ponen en contacto. La
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molécula activada de acrilamida puede reaccionar con sucesivas moléculas de
acrilamida para producir una cadena larga de polimero. No obstante, una
solucion de estos polimeros no forma necesariamente un gel, debido a que
estas cadenas pueden deslizarse unas sobre las otras. La formacion del gel
requiere del anudamiento entre las cadenas, lo cual es posible si la
polimerizacion se realiza en presencia de N,N’-metilen-bisacrilamida la cual
estd compuesta por dos moléculas de acrilamida unidas entre si por sus
extremos no reactivos (Cooper, 1977).

El tamafio de los poros en la red de poliacrilamida es determinado por dos
parametros: (a) la cantidad de acrilamida por unidad de volumen y b) por el
grado de anudamiento (que depende del contenido de bisacrilamida). En la
mayoria de las formulaciones el contenido de bisacrilamida se fija en 5% p/v vy,
por lo tanto este reactivo no controla el tamafo de los poros que se forman
luego de la gelificacion. El tamafio promedio de poro se fija variando el
contenido total de acrilamida. No obstante, la naturaleza aleatoria del fenomeno
de formacion del gel, genera una distribucion de tamafios de poro. Asimismo,
para acelerar el proceso de gelificacion, se agrega TEMED en una
concentracion del 0,4% debido a que este compuesto posee la capacidad
existir en la forma de radical libre. Asimismo, se usa la rivoflavina para
favorecer la polimerizacion. En presencia de oxigeno y de luz ultravioleta, ésta
sufre una descomposicion formando radicales libres. Para lograr este resultado
se posiciona una lampara de luz ultravioleta cerca de la reaccion (Weber y
Osborn, 1969; Cooper, 1977).

Asimismo, el sistema de soluciones reguladoras utilizadas en PAGE-

SDS debe mantener un pH constante dentro de los reservorios y dentro del gel
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y ademas los electrolitos que lo componen actian como conductores a través
del campo eléctrico. La solucion reguladora no debe interactuar con la
macromolécula que se desea separar y el pH se fija de forma tal que ésta se
encuentre cargada pero no desnaturalizada. En el caso de separacion de
proteinas se trabaja en el rango de pH 4,5 - 9.

Finalmente, la fuerza idnica y la concentracion de la solucién reguladora
también se deben considerar y se deben fijar en valores 6ptimos. En efecto, si
la concentracion de electrolitos es muy baja, las macromoléculas conducen una
gran porcién de la corriente y, por consiguiente, éstas no se concentran en
bandas finas, sino que generan zonas difusas. Por otro lado, si la
concentracion de electrolitos dentro del gel es muy elevada, la cantidad de
corriente conducida aumenta mientras que el voltaje decrece. Este fendmeno
produce una disminucion de la velocidad de migracion y la generacion de calor
que puede desnaturalizar y mezclar las macromoléculas.

La ecuacion (5.2.3) resulta atil para visualizar el fendémeno de
electroforesis pero no es adecuada para describir el movimiento electroforético
de un i6n a través de un gel de poliacrilamida debido a que no tiene en cuenta
la existencia de los poros. La migracion de la macromolécula en el gel depende
del tamafo de la macromolécula y del tamafo promedio de poro del gel. En
efecto, si la mayoria de los poros poseen un diametro menor que el radio de las
proteinas, a pesar de la carga proteica y de la fuerza eléctrica éstas no se
moveran en el gel. Este efecto se denomina efecto tamiz, y es el que aumenta
la resolucion en este tipo de geles. Rodbard y Chrambach (1970) desarrollaron
una serie de relaciones matematicas para describir los efectos de la

concentracion de gel sobre la movilidad de las macromoléculas. En este
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sentido los autores propusieron la siguiente expresion que relaciona la
movilidad electroforética m de una macromolécula con la concentracion total

del gel Cy ,

logm =log mg —KrCt (5.2.4)

donde mg es la movilidad electroforética libre en una solucion de sacarosa y

Kgr es el coeficiente de retardo. Asimismo, Ky esté relacionado con el radio de

la macromolécula a través de la siguiente expresion (Cooper, 1977; Rodbard y

Chrambach, 1970),

Kr =A(@a+r) (5.2.5)

donde A es una constante, a es el radio medio de la macromoléculay r es el
radio de las fibras del gel, las cuales se consideran mucho mas largas que la
macromolécula.

No obstante, dos macromoléculas de diferentes pesos moleculares,
pueden migrar a la misma velocidad si su diferencia de tamafio es balanceada
0 compensada por su diferencia de carga en un ensayo de electroforesis en gel
de poliacrilamida nativa. En virtud de solucionar este problema Shapiro et. al
(1967) intentaron separar una mezcla de proteinas en presencia del detergente
anionico duodecil sulfato de sodio (SDS); los resultados de estos esfuerzos
preliminares fueron obtenidos por Weber y Osborn (1969). Estos investigadores
observaron en forma empirica que la movilidad era una funcion lineal del

logaritmo del peso molecular M, y a su vez demostraron que esta movilidad
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era proporcional a la distancia relativa X =Xg—-X migrada por las
macromoléculas respecto de la distancia inicial de migracion Xy. Por

consiguiente, validaron la siguiente relacion,

logM =p-b X (5.2.6)

donde p y b son constantes. El SDS se une a las proteinas en una proporcion

constante de aproximadamente 1,4 gramos por gramo de proteina, con lo que
la carga intrinseca de la macromolécula es despreciable frente a la carga ligada

con SDS mientras que la densidad de carga (Coulomb/gde proteina) es la

misma para todos los componentes (Creighton, 1993). Generalmente se usa
con algun reductor de enlaces disulfuro como el 2- mercaptoetanol, ditiotreitol y
la disociacion se obtiene por calentamiento a 90 grados centigrados (Cooper,
1977, Margni et al., 1996). Debido a que todas las proteinas poseen la misma
densidad de carga, éstas se separan solo en funcion de su tamario.

La técnica de PAGE-SDS se utliza frecuentemente para la
determinacion del peso molecular de proteinas, para esto también se incluyen
en el ensayo patrones de peso molecular conocido. Estos patrones deben
poseer pesos moleculares por encima y por debajo del peso molecular de la
muestra incégnita de manera de poder construir un grafico involucrando el
logaritmo de peso molecular versus la distancia migrada por los analitos, como
lo describe la ecuacion (5.2.6). Una vez obtenida esta relacion se ingresa al
grafico con la distancia migrada por la muestra incognita y se obtiene el peso

molecular correspondiente.
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Otra variante de esta técnica es la electroforesis discontinua, donde
ademas del gel de corrida o gel de separacion se utiliza un gel espaciador de
poro grueso el cual se interpone entre la muestra y el gel de corrida. En estos
sistemas discontinuos las soluciones reguladoras de los geles y de los
reservorios que contienen los electrodos son diferentes. Las muestras a
analizar se siembran en un gel de poro grueso (gel de poro rapido o de
apilamiento) en una solucion reguladora Tris-CIH de pH 6,8. Este gel se
polimeriza sobre el gel de corrida o resolucion que se encuentra a pH 8,8. La
solucion reguladora del recipiente que contiene el catodo en la parte superior
del gel es Tris-Glicina de pH 8,3. Al pH del gel de apilamiento y de la muestra
gue en ambos casos es de 6,8, la glicina, la cual forma parte de la solucidn
reguladora del reservorio catodico, se encuentra muy poco disociada debido a

gue este pH esta muy préximo a su pl = 6,06 (ver Tabla 2.6.1 en el Capitulo 2).

Como consecuencia de esta situacion, la movilidad en el campo eléctrico es
reducida. No obstante, los iones cloruro a ese pH poseen una movilidad mayor,
mientras que las proteinas tienen una movilidad intermedia. Cuando se aplica
la diferencia de voltaje los iones cloruros migran alejandose de la glicina,
dejando atras de ellos una zona de menor conductividad. Como ésta es
inversamente proporcional a la fuerza del campo aplicado, esta zona genera un
gradiente de voltaje mayor que acelera la migraciéon de la glicina, que se
aproxima a los iones cloruros. Estos se mueven ahora a la misma velocidad
con un estrecho limite de separacion entre ellos. Cualquier proteina que se
mueva por delante de la banda i6nica es rapidamente atrapada debido a que
su movilidad es menor que la de los iones cloruros, pero mayor que la de la

glicina. Como resultado las diferentes proteinas se apilan en una delgada
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banda por detras de los iones cloruros y delante de la glicina para acumularse
en el limite del gel de resolucion.

En el momento que las proteinas llegan al gel de resolucion, a un pH
8,8, el aumento de pH hace que la glicina incremente su disociacion y por
consiguiente su movilidad efectiva sobrepasa a la movilidad de la proteina
haciendo que ésta se mueva junto con los iones cloruros. Al mismo tiempo, al
disminuir el tamafio del poro del gel, el desplazamiento de las moléculas
proteicas depende de sus respectivas cargas y tamafios moleculares, lo que
posibilita la separacion de las diferentes proteinas dentro de la mezcla. En el
caso de PAGE-SDS, la densidad de carga de las moléculas es practicamente
la misma, por lo que su separacion se realiza en funcion del tamafio molecular
(Margni et al., 1996).

Una vez finalizado el ensayo de electroforesis las macromoléculas
separadas en el gel se deben visualizar mediante una técnica de coloracion. El
colorante Coomassie Blue es frecuentemente utilizado para proteinas
(Creighton, 1993; Margni et al., 1996). El procedimiento requiere la fijacion de
las proteinas (desnaturalizacion a bajo pH) y luego los geles se tifien en una
solucion acuosa del colorante. El exceso de colorante es luego removido
mediante sucesivos lavados del gel en una solucibn compuesta por etanol y
acido acético. Una variante ampliamente utilizada consiste en colorear y fijar
las proteinas simultaneamente. Para esto, los geles se sumergen en una
solucion de colorante disuelto en una mezcla de metanol y acido acético
glacial. Finalmente, el remanente se remueve lavando los geles con una
solucion que también posee agua, metanol y acido acético glacial (Margni et

al., 1996).
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5.3 Andlisis de muestras de Gelatina por PAGE-SDS
Preparacion de las muestras

Se realiz6 el ensayo de PAGE-SDS a la muestra de gelatina comercial

provista por la empresa PB Leiner (Santa Fe — Argentina) cuya materia prima

_)
es cuero de vaca. Esta muestra posee un valor de Bloom de 227 g y una

viscosidad standard al 6.66 % w/w y 60°C de 39 mps (datos suministrados por
el proveedor). Para este ensayo las muestras fueron preparadas con una
concentracion de 5 mg/ml. La cantidad de gelatina requerida se dejo hidratar a
temperatura ambiente durante diez minutos en un volumen de agua
aproximado al volumen final. Posteriormente se procedié a la disolucion total
durante 40 minutos a 50°C en agitacion. Esta solucion se mezcléo en una
proporcion de tres partes de soluciéon de gelatina y una parte de solucion
reguladora de muestra, la cual posee una solucién tris-CIH pH= 6,8, 8% de
SDS y 20% de 2-mercaptoetanol.

Los patrones de peso molecular también se prepararon de la misma
manera. Se utiliz6 albumina (67 KDa), fosforilasa b (94 KbDa), beta-
galactosidasa (116 KDa) y myosina (212 KDa). Tanto las muestras como los
patrones de peso molecular se calentaron durante cinco minutos a 90°C

(Laemli, 1970).
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Ensayo de PAGE-SDS

Se utiliz6 para el ensayo un equipo LKB 2001-001 vertical y se desarrollo
la técnica descripta por Laemmli (1970) utilizando un gel de resolucién con 5%
de acrilamida a pH=8,8 y un gel de apilamiento de 4% de acrilamida y pH=6,8.

Se sembraron 150 xg de proteina en cada carril con un 2% de SDS.

Asimismo, la temperatura de la cuba electroforética se fij6 en 20°C.
Posteriormente los geles se colorearon con Coomasie Brillant Blue R 250 vy el
exceso de colorante se retird utilizando una mezcla de agua, metanol y acido
acético glacial.

En la Figura 5.3.1 se observa la imagen del gel obtenida donde es
posible observar tres zonas de mayor intensidad de color en torno a los 100 y

200 KDa.

'__—*

Figura 5.3.1 Imagen del gel de poliacrilamida
obtenido. En el primer carril a la izquierda se
observan los patrones de peso molecular albimina y
fosforilasa b, en el segundo se observa la B-
galactosidasa, en el tercer carril se localiza la
miosina y, finalmente, en el dltimo carril se encuentra
la muestra de gelatina ensayada.
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5.4 Densitometria Computacional de las bandas obtenidas por PAGE-SDS.

Se analiz6 la imagen del gel coloreado mediante densitometria
computacional. Para este fin, se generdé un programa numeérico que permite
obtener la funcion densidad de distribucién de pesos moleculares f,, (M) a partir
de los datos densitométricos de intensidad de color I, en funcion de la posicion
x de las macromoléculas en cada carril de siembra. Estos datos fueron
obtenidos con el programa pixi.exe y, posteriormente, fueron procesados como
se detalla a continuacion.

Los datos béasicos densitométricos que consisten en la posicién en
funcién de la intensidad de color, es decir el par ordenado (x,l,) fueron

normalizados a las nuevas variables X =x-x, e | =|I, = I["*

donde x, esla

distancia de iniciacion de la migracion de las macromoléculas dentro del gel de

I"® es la intensidad de color maxima detectada en cada carril de

resolucion e
siembra. Se obtuvo, de esta manera, un espectro de valores (X ,I) alo largo de

cada carril de siembra en el gel de poliacrilamida. Definiendo el area de

intensidad de color de cada carril de siembra hasta la posicion X como,
X
A(X)= jo (X )X (5.4.1)

y considerando que el area total A; de intensidad de color en todo el carril de

siembra se expresa,
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Ar = [ 1(x )X (5.4.2)

la intensidad de color 1(X) se re-normaliza tomando como referencia el area
total de intensidad de color A; . De esta manera, se obtiene la intensidad de

color normalizada i(X)=1(X)/A; la cual cumple con la siguiente condicion,
j;oi(x)dx =1 (5.4.3)

Por consiguiente, se obtiene un nuevo espectro de pares de valores ordenados
de coordenadas (X,i).

La variable X se puede relacionar con el peso molecular de la
macromolécula que ha migrado hasta esa posicién. En efecto, X es una
funcién del peso molecular M como lo muestra la ecuacion (5.2.6). En tal

sentido, se hace uso de esta ecuacion y de los valores (X,M)

correspondientes a la migracion de los patrones de peso molecular para la

obtencién de las constantes p y b de la ecuacion (5.2.6) mediante un ajuste

lineal de estos datos experimentales. De esta forma, se obtienen los siguientes

valores p=5,624 y b=0,00588. En la Figura 5.4.1 se observa la recta de

calibracion obtenida con los cuatro patrones de peso molecular.
En consecuencia, a través de la ecuacion (5.2.6) la variable X se puede

expresar de la siguiente manera,

logM

p_
X = 5.4.4
b (5.4.4)
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Por consiguiente, derivando ambos miembros de la ecuacion (5.4.4) y
utilizando la constante de conversion que permite pasar de logaritmo decimal a

logaritmo natural n =2,3025 se obtiene,

(5.4.5)

54

Miosina
53|

52 -

= B-galactosidasa
(@)
O 50} .
- Fosforilasa-b

49 |

AlbUimin
sl bldmina
417 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1
40 60 80 100 120 140

X

Figura 5.4.1 Logaritmo del peso molecular en
funcion de la distancia relativa de migracion X de
los patrones de peso molecular: miosina, -
galactosidasa, fosforilasa-b y albimina ensayados
mediante PAGE-SDS.

Reemplazando X y dX en la ecuacion (5.4.3) y realizando un cambio de

variables se obtiene,

[ i(x =j010 i(p_ll())gM)bdn'\l/\l/l -1 (5.4.6)
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teniendo en cuenta que cuando X —0 se cumple que logM=p v,

consecuentemente, M =10P. Asimismo, cuando X — o se cumple que
logM — — y, por lo tanto M — 0. Asimismo, sabiendo que InM = pIn(10) la

ecuacion (5.4.6) también se puede expresar de la siguiente forma,

pn
Iibi(%—iblnde InM =1 (5.4.7)
n n

0

Por consiguiente, debido a que la funcién i(p_lggMj/bn satisface los

requerimientos de la funcion densidad de distribucion para la variable InM (ver

en Capitulo 2 la ecuacion (2.2.8)), f,, (M) gueda determinada por,

i(p —IogMj
)= 2/ (5.4.8)

Por lo tanto, el procedimiento de célculo consiste en tomar los valores de
X, i(X), M y InM de los electroferogramas de las muestras de gelatina
detectados en cada calle de siembra de los geles de poliacrilamida y con ellos
se obtiene fy, (M).

En la Figura 5.4.2 se muestra la funcion densidad de distribucién de
pesos moleculares fW(M) obtenida, donde es posible observar tres picos

principales correspondientes a las fracciones de cadena alfa (menos de 100

KDa), beta ( entre 100 y 200 KDa) y gamma (entre 200 y 300 KDa).
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Posteriormente se obtuvieron los pesos moleculares promediados en

fracciones masicas M,, y en ndmero de moles M, haciendo uso de las

ecuaciones (2.2.9) y (2.2.10) respectivamente. En este sentido, los valores

obtenidos fueron M,, =136650 g/mol y M, =133000 g/mol. Asimismo, una
estimacion de la polidispersidad de la muestra P, (ver Capitulo 2) arrojoé un

valor de P, = 1,027.

2,5

2,0

15

f,, (M)

05

00, ~/, , |
100000

M(g/mol)

Figura 5.4.2 Funcion densidad de distribucién de
pesos moleculares f,(M) en funcién del peso
molecular para una muestra de gelatina comercial.

5.5 Conclusiones

Se concluye que la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida

desarrollada en esta tesis logra mostrar adecuadamente la composicion de la
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mezcla polimérica que se obtiene luego del proceso de extraccion de gelatina.
Estos resultados coinciden con los obtenidos por Fernandez-Diaz et al. (2003),
Gbomez-Guillén et al. (2002) y Tosh et al. (2003) quienes, entre otros, reportan
imagenes similares de geles de poliacrilamida.

Asimismo, el analisis por densitometria computacional propuesto

permiti6 obtener f, (M) M,, ¥ M,,, los cuales son necesarios para posteriores

calculos en este trabajo de tesis. En este sentido, la técnica experimental y la
metodologia de analisis propuestas para la determinacion de los parametros
antes mencionados resultaron apropiadas para el estudio de este tipo de

muestras poliméricas polidispersas cargadas de naturaleza proteica.
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6 Métodos reométricos experimentales utilizados en esta tesis

6.1. Introduccién

Como se describié previamente en el Capitulo 3, la gelatina esta
compuesta por tres tipos predominantes de cadenas alfa, beta y gamma que,
en solucion diluida, presentan radios hidrodinamicos caracteristicos. En tal
sentido, el estudio de este sistema macromolecular en condiciones diluidas
resulta de fundamental importancia debido a que las teorias fisicoquimicas y
reoldégicas que permiten interpretar los resultados experimentales se
encuentran mas desarrolladas en este rango de concentracion. Por
consiguiente, en esta tesis se evalla via reometria el comportamiento reoldgico
de soluciones diluidas de gelatina y a partir de la interpretacién de estos datos
experimentales se arriba a conclusiones concernientes a la microestructura y al
estado conformacional de estas macromoléculas.

En general, las soluciones acuosas y diluidas de macromoléculas
producen torques chicos a bajas velocidades de corte en los redmetros
comerciales. Por ejemplo, mediante el uso de viscosimetros del tipo Brookfield
de celda cono-plato se pueden generar velocidades de corte relativamente
bajas de alrededor de 1.1 s pero los datos experimentales que se obtienen
con este tipo de instrumentos resultan poco precisos. Por lo tanto, para el
analisis reométrico de soluciones macromoleculares diluidas se utiliza,
generalmente, la viscosimetria capilar aunque esta reometria, tal como
usualmente se la propone, no seria lo suficientemente adecuada para la

aplicacion de las teorias moleculares. En efecto, los dispositivos capilares
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disponibles comercialmente (por ejemplo, viscosimetros del tipo Ostwald-
Cannon Fenske) no permiten establecer en forma precisa ni el valor ni el rango
de velocidad de corte alcanzado durante el ensayo reométrico. Mediante
calculos estimativos realizados en esta tesis se obtuvo que la velocidad de
corte alcanzada dentro de estos viscosimetros comerciales es de 1000 a 3000
s ~!. De esta forma, haciendo uso de los viscosimetros capilares comerciales
no es posible detectar reoldgicamente los comportamientos macromoleculares
en solucion diluida de interés en esta tesis como, por ejemplo, la respuesta
newtoniana estricta o la presencia de pseudoplasticidad.

Por lo mencionado arriba, y en base a un trabajo previo (Berli y Deiber,
2004) se construy6 un dispositivo capilar (no disponible comercialmente) que
permite ensayar soluciones diluidas y ultra-diluidas de gelatina a bajas
velocidades de corte. En este sentido, resulta relevante realizar en este
capitulo una descripcion del dispositivo disefiado, de la metodologia
experimental utilizada y del algoritmo de calculo empleado para la obtencion de
las funciones reométricas (ver, también Olivares et al., 2006).

Asimismo, en este capitulo se realiza una revision breve de la celda
capilar clasica, la cual constituye la base para el desarrollo de la reometria
capilar gravitatoria. En la derivacion de las ecuaciones que permiten obtener
las funciones reométricas se siguen los conceptos béasicos de reometria
descriptos en los libros clasicos de Walters (1975), Bird et al. (1977) y
Schowalter (1978).

Debido a que en esta tesis también se estudia mediante reometria
rotacional el comportamiento reolégico de soluciones concentradas de gelatina

en distintas condiciones fisicoquimicas de pH y fuerza idnica, en este capitulo
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se describe brevemente la teoria basica de la reometria cono-plato utilizada

para estos ensayos reometricos.

6.2 Reometria capilar

Reometria capilar clasica

La reometria capilar permite, en general, calcular la viscosidad aparente

n en funcion de la velocidad de corte y, a partir de los datos experimentales

del gradiente de presién y caudal en el tubo capilar. Si la muestra fluye debido
a su propio peso desde un depodsito directamente conectado al capilar se
obtiene una variacion continua de la presién de entrada. En este caso, el
gradiente de presion y el caudal se calculan a partir de los datos de la altura del
fluido en el depdsito en funcién del tiempo.

El tubo capilar, como geometria de flujo reométrico, se analiza en un
sistema coordenado cilindrico de variables {f,r,z}. En tubos donde la longitud
L es mucho mayor que el radio R, el flujo es unidireccional. Luego, interesa en
particular, la componente axial (direccion z) de la ecuacién de cantidad de

movimiento. La misma se expresa,

v, __p 10

= r 6.2.1
P ot P rar(frz)"'pg ( )

donde v, es la velocidad axial del fluido, la cual es funcion de la coordenada

radial r y p es la presion que depende solo de la posicidon axial z medida a
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partir de la entrada del tubo. Asimismo, p es la densidad del fluido, g es la
aceleracion de la gravedad y 7, es la tension de corte, de ahora en mas
denominada simplemente 7. Debido a que p es una funcién lineal de z, en la

ecuacion (6.2.1) se puede definir un gradiente de presion generalizado de la

siguiente manera,

A % (o= py2) (6.2.2)

donde AP es la diferencia de presiéon aplicada al fluido en el tubo capilar. La
ecuacion (6.2.1) en estado estacionario genera una tension de corte de

acuerdo a la siguiente expresion,

P (6.2.3)

donde 7,, es latension de corte en la pared del tubo, es decir 7, = r(R).
Para obtener la funcion 77(7) se requiere conocer la velocidad de corte y

ademas de la tension 7. En el tubo cilindrico y se expresa,

av, (1) (6.2.4)

7:|7rz|:_ dr

En el capilar no se obtiene un flujo de corte homogéneo debido a que y no es
uniforme en todo el dominio de r . Asimismo, la funcionalidad de 7(r) depende

del tipo de fluido. En consecuencia, no es posible obtener una expresion
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general de 7(r) en el tubo. En reometria capilar, la velocidad de corte se debe
calcular a partir del caudal volumétrico Q . En efecto, las magnitudes medibles
en el tubo son Q y el gradiente AP/L, a partir del cual se obtiene r [ecuacion

(6.2.3)]. La expresion para calcular el caudal del fluido en el tubo capilar se

obtiene a partir del balance de materia, de donde resulta,
R
Q= 2;;[0 v, (r )rdr (6.2.5)

Si se cumple la condicion de no resbalamiento v,(R)=0 en la pared del tubo

el caudal se puede expresar entonces en funcién de ;}(r) de acuerdo a,

Q :”I: 7(r)r 2dr (6.2.6)

Realizando un cambio de variables apropiado mediante la ecuacion (6.2.3) se

obtiene,

3 )
Qry :J‘fw 2 ydz (6.2.7)
zR3 70

La ecuacion (6.2.7) expresa el vinculo que existe entre el caudal Q y la tension
de corte 7,, en la pared del capilar. En la misma se observa que los valores
experimentales Q versus z,, estan relacionados por una ecuacion integral de

primera especie (Hildebrand, 1965). Luego, determinar y a partir de la
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ecuacion (6.2.7) constituye matematicamente un problema ill posed
(Honerckamp, 1989) debido a la inevitable dispersion de los datos
experimentales asociados a Q y 7, . Por tal motivo, la determinacion correcta
de 77(7) es aun materia de debate en la literatura (ver, por ejemplo, Baker,
1977; Berli y Deiber, 2001). EI mecanismo mas utilizado para obtener y se
basa en transformar la ecuacion (6.2.7) a la forma diferencial. Esto se logra
diferenciando la ecuacion (6.2.7) respecto de z,, , haciendo uso de la regla de
derivacion de Leibnitz. De esta manera se obtiene la velocidad de corte en la

pared del tubo y,, . Esto es,

. 3
Y =2 [QTW] (6.2.8)

TW2 0Ty JZR3

Esta expresion se conoce como la ecuacion de Weissemberg-Rabinowitsch y
permite el calculo de la velocidad de corte en la pared del tubo a partir de datos
de tension y caudal. Posteriormente, se obtiene la funcién viscosidad
n=1, /7w - NO obstante, el valor de y,, es muy sensible a la forma de calcular
el lado derecho de la ecuacion (6.2.8) debido a la dispersion de los datos de Q
versus r,, como se menciond anteriormente. Es decir, la transformacion no

evita las infinitas soluciones que provee el problema ill posed.

Como se menciondé mas arriba, con los dispositivos tradicionales los
cuales poseen el capilar en posicion vertical no se logran velocidades de corte
bajas y, por consiguiente, resulta necesario realizar una adaptacion de esta
celda reométrica que permita alcanzar velocidades de corte mas bajas como se

describe a continuacion.

114



Capitulo 6

Viscosimetria capilar para bajas velocidades de corte

Como se menciono en la seccion 6.1, con el fin de obtener un rango de
velocidad de corte relativamente bajo, se construyd un viscosimetro capilar en
el cual la velocidad de corte alcanzada fue minimizada colocando el capilar en
forma horizontal. De esta forma, el peso del liquido en el capilar no interviene
en la presion efectiva (ver, por ejemplo Osorio y Deiber, 1986; Berli y Deiber,
2004). Este dispositivo se diseiid principalmente para atender a las
necesidades experimentales de este trabajo de tesis. El mismo se construyo en
el Taller de vidrio de la facultad de Ingenieria Quimica (UNL). Con este
instrumento se pudo realizar un programa experimental que consistidé en la
medicion de soluciones diluidas y ultra - diluidas de gelatina en diferentes
condiciones fisicoquimicas. La metodologia experimental llevada a cabo para
estos estudios se detalla en los capitulos 7, 8 y 9.

El dispositivo capilar disefiado (la Figura 6.2.1 muestra una
representacion simple del dispositivo) permite obtener la funcion reométrica

77(7) en un amplio rango de velocidades de corte y calcular los diferentes

parametros reoldgicos de distintos modelos a partir de la variacion de la altura

del fluido en los reservorios.
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@4» 7] HY |

@+ U

Figura 6.2.1 Viscosimetro gravitatorio con el capilar
en posicion horizontal. (1) Capilar de radio R, (2)
Reservorio de radio R, Yy escala de lectura

graduada en cm, (3-4) Entrada y salida del fluido de
termostatizacion.
El viscosimetro gravitatorio consta de un reservorio cilindrico de radio

R, el cual alimenta la muestra al capilar de radio R y longitud L. Al final del

capilar, la muestra ingresa y sube por otro tubo cilindrico que en este caso

particular también es de radio R,. Ambos reservorios poseen una escala

graduada en centimetros que permite registrar con un cronémetro el tiempo en
el cual el menisco de liquido atraviesa cada graduacion. Este dispositivo se
coloca en una cémara de termostatizacion, que permite mantener la
temperatura constante con una precision de 0,01°C (Olivares et al., 2006).
Cuando el fluido se encuentra a temperatura constante, se inicia el flujo
a través del capilar abriendo la llave situada en uno de los reservorios. Una vez

establecido el estado estacionario se comienza a registrar la diferencia de
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altura efectiva en los reservorios H(t)=hy(t)—h,(t) en funcién del tiempo (ver
Figura 6.2.1).

A partir de los balances de materia y de cantidad de movimiento en el
dispositivo, se deducen la tension de corte y la velocidad de deformacién en el
capilar. Para este caso, se desprecia la friccion en los reservorios respecto de

la friccion dentro del capilar debido a que R, >>R . Asimismo, mediante un

balance de materia dentro del dispositivo el caudal se puede expresar de la

siguiente manera (Osorio y Deiber, 1986; Berli y Deiber, 2004),

ﬂRg dH
2 dt

Q= - (6.2.9)

Debido a que la diferencia de presion AP aplicada al fluido en el tubo capilar
es AP = pgRH(t) y considerando la ecuacion (6.2.3), la tension de corte en la

pared del capilar, es decir para r =R en estado estacionario es,

- =%{'(t) (6.2.10)

Asimismo, la velocidad de corte en la pared del capilar se puede obtener de la
ecuacion (6.2.8) introduciendo las expresiones para Q y 7, [ecuaciones

(6.2.9) y (6.2.10) respectivamente]. De esta forma, es posible obtener la

velocidad de corte de acuerdo a la siguiente expresion,

. 2 "
Yw :RL{CSH#H H?} (6.2.11)
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donde H' y H son la primera y segunda derivada de la altura efectiva en
funcion del tiempo respectivamente.

Una vez que se obtienen los datos de altura efectiva del fluido en el
recipiente H(t) en funcién del tiempo t, es posible calcular las varialbes 7,, y
7w Y para cada tiempo registrado se evalda la funcion viscosidad aparente
n="1y/ -

Las ecuaciones (6.2.10) y (6.2.11) se pueden resolver para cada modelo

de fluido. En particular, para fluidos newtonianos se obtiene (Berli y Deiber,

2004),

4
H =H, exp| - 2R (6.2.12)
4nLR,

donde H, :H(O) en este caso particular. Aplicando el logaritmo a ambos
términos de la ecuacion (6.2.12) es posible realizar un ajuste lineal de los datos
experimentales de H(t) versus t y, de este modo, se calcula la viscosidad 7
del valor correspondiente a la pendiente. Asimismo, se pueden obtener otras
expresiones de H(t) para los fluidos Newtonianos generalizados (Berli y
Deiber, 2004). En este sentido, el mejor ajuste de los datos experimentales de
H(t) versus t define qué tipo de modelo describe el comportamiento de la
solucién sometida a flujo de corte.

En este trabajo se utilizd un dispositivo capilar con las siguientes

caracteristicas: R, =1 cm, R =0,03724 cm y L =10,048 cm. Para todas las
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determinaciones realizadas en esta tesis el dispositivo se tratdé previamente con
solucion sulfocromica con el fin de eliminar restos proteicos. También se
realizaron multiples lavados con agua destilada con una solucién de detergente
no iénico al 0,01% para remover grasas y otros contaminantes. Antes de
obtener las mediciones de H versus t con cada muestra se realizaron dos
lavados con agua deionizada para dejar la superficie libre de iones.

Para el procesamiento de E datos experimentales, el error relativo de

ajuste se evaluo de la siguiente manera (Olivares et al., 2006),

LS EHE® (1) -H(t)
) ‘ Hexp(t) (6.2.13)

donde t; son los valores de tiempo a los cuales se realizan las medidas

experimentales H®*P(t;), mientras que H(t;) son los valores de alturas
efectivas tedricas obtenidas a t; para cada modelo de fluido considerado. El

programa de calculo de la viscosidad aparente y el correspondiente analisis del
error relativo de ajuste se realizé en lenguaje de programacion Fortran. En este
sentido, el algoritmo correspondiente se describe en el Apéndice I.

Asimismo, para determinar la precision de la técnica experimental se
realizaron 20 mediciones independientes de la viscosidad del agua y luego de
un analisis estadistico de los datos de viscosidad evaluados, se obtuvo una

desviacion Standard de 4,5 10° poise.

6.3 Reometria rotacional
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Para el estudio reométrico de soluciones concentradas de gelatina (es

decir para C>Cy) se utilizé un redmetro digital Brookfield modelo DV-III,

controlado a partir de una computadora mediante el software Rheocalc de
Brookfield. La celda reométrica es de tipo cono-plato, la cual se ubica en una
cavidad cerrada como se esquematiza en la Figura 6.3.1 permitiendo asi
mantener la temperatura constante con una precision de 0,01°C. Las

dimensiones de la celda admiten conos de radio R, de 24 mm y diferentes
angulos «.. En este trabajo se utiliz6 un cono de o, =1.565 ° donde se

requiere un volumen de muestra de 1 cm® de acuerdo a las recomendaciones
del manual del instrumento (N° M/91-210-D493, Brookfield Eng. Labs. Inc.
USA).

El modelo de reémetro utilizado tiene control cinematico, es decir, la
variable de entrada es la velocidad de rotacién. El censor mide el torque M
necesario para rotar el cono a una velocidad angular w .

A continuacion se realizan se describe la teoria basica de la reometria

cono-plato (ver, por ejemplo, Walters, 1975 y Bird et al., 1977).

Cono Circulador

—» termostético

Plato

Figura 6.3.1 Esquema de la celda cono-plato utilizada en este trabajo

Considerando la geometria de flujo en un sistema de coordenadas

esféricas {r,4,0}, se resuelve la ecuacién de cantidad de movimiento del fluido
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(ecuacion (1.2.2)) para el caso donde el cono gira a una velocidad angular w .
Si el angulo del cono es suficientemente pequefio, el perfil de velocidades en

estado estacionario se puede expresar,

wr(z/2-80)

V4(r,0) = (6.3.1)

Q¢

Exceptuando las situaciones en las cuales existen flujos secundarios, la

velocidad del fluido tiene solo la componente tangencial ¢. Asimismo, la Unica

componente no nula del tensor de velocidad de deformacion es,

15V¢

Vg0 =Vop = T 20 (6.3.2)

Luego, a partir de las ecuaciones (6.3.1) y (6.3.2), es posible obtener la

velocidad de corte en la celda,

y=— (6.3.3)

Debido a que los conos empleados en este tipo de celdas reométricas
presentan la particularidad de tener angulos pequeiios, la velocidad de corte
obtenida es uniforme, produciendo una velocidad de corte constante en todo el
dominio de flujo. Esta caracteristica particular de la celda cono-plato es una
ventaja debido a la simplificacion que resulta en los célculos de la velocidad de

corte. En efecto, si y depende de la posicion dentro de la celda (velocidad de
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corte no uniforme) el estudio de los fluidos no-Newtonianos requiere
consideraciones adicionales.

El torque que mide el instrumento se debe a la fuerza viscosa que
realiza el fluido sobre el cono. EI mismo se puede calcular a partir de la

componente de corte z,, del tensor de tensiones,

RC
M=r jr¢9r2dr (6.3.4)
0

Luego, para angulos de cono pequefios, la tension de corte 7 =z, enla

celda resulta,

3M
2R3

T =

(5.3.5)

Corresponde remarcar que las ecuaciones (6.3.3) y (6.3.5) son validas
para ensayos con flujos de corte estacionarios, transitorios y dinamicos. En
particular, en condiciones de flujo de corte estacionario (w = constante) la

funcién reométrica viscosidad 7, se obtiene de la siguiente relacion,

n="_ (5.3.6)
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como se indica en la ecuacion (1.3.6). Esta funcion es sensible a la velocidad
de corte, la temperatura y el tiempo transcurrido desde la imposicion de un
valor de velocidad angular w .

En esta tesis este instrumento se utiliza para evaluar la viscosidad
aparente de soluciones concentradas de gelatina a diferentes pH y fuerzas
ionicas. En este sentido, la metodologia experimental y los resultados

obtenidos se discuten en el capitulo 9.
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{ Viscosidad intrinseca de gelatina para diferentes historias térmicas

7.1 Introduccién

Siguiendo los objetivos planteados en esta tesis, en el presente capitulo
se realiza un estudio teérico y experimental de soluciones de gelatina en el

rango de concentracion diluido (es decir, para C, <C <Cy) maduradas a

temperaturas inferiores a Ty (ver Capitulo 4 en el cual se detallan los

fendmenos microestructurales asociados a esta zona de concentracion y
temperatura). En el contexto de este andlisis, las soluciones de gelatina se
estudian experimentalmente mediante la evaluacion de la viscosidad intrinseca,
haciendo uso de un viscosimetro capilar gravitatorio, especialmente disefiado
para tal fin, el cual permite medir la viscosidad aparente en un rango de
velocidades de corte relativamente bajas ( para mas detalles, ver Capitulo 6).
En este sentido, primeramente se introduce al lector en el contexto
tedrico-experimental que se requiere para el estudio de soluciones
macromoleculares diluidas mediante la evaluacion de la viscosidad intrinseca.
Luego, se realiza una descripcidn de los ensayos experimentales llevados a
cabo para el estudio de la maduracion de soluciones diluidas de gelatina a
diferentes historias térmicas y, finalmente, se exponen los resultados obtenidos
en los cuales se concluye acerca del fendmeno de agregacion que
experimentan las cadenas de gelatina bajo las condiciones fisicoquimicas

impuestas en cada experiencia.
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7.2 Conceptos asociados a la viscosidad intrinseca de macromoléculas

Cuando una suspensidon de particulas, las cuales poseen un tamafio
significativamente mayor que el de las moléculas del solvente, se somete a
flujo a través de un tubo capilar o en alguna otra celda reométrica utilizada para
la medida de viscosidad, se observa un aumento de esta funcion reométrica
con respecto a la viscosidad del solvente puro. Dicho fendmeno se produce
debido a que las particulas se sitlan entre las capas que forman las moléculas
del solvente distorsionando, de esta manera, el patron de flujo (Tanford, 1961).
El primer analisis fluidodinamico de estos sistemas fue realizado por Einstein

en 1906, quien obtuvo una expresion de la viscosidad aparente n para un

sistema diluido de esferas rigidas. De esta manera se demostré que la
viscosidad bajo condiciones diluidas se puede evaluar con la siguiente

expresion (Tanford, 1961; Hiemenz, 1986; Barnes et al., 1991),

n=ns1+25¢) (7.2.1)

donde 75 es la viscosidad del solvente y ¢ es la fraccion volumétrica de las

particulas. Extendiendo este analisis a suspensiones de particulas asimétricas
se concluye que la viscosidad depende de la orientacibn de las mismas
(Tanford, 1961). En efecto, si éstas se orientan paralelamente a las lineas de
corriente, lo cual se produciria a gradientes de velocidad relativamente
grandes, se registraria un menor valor de la viscosidad contrapuesto a aquel
gue se observa cuando éstas se disponen en forma aleatoria a bajos valores

de velocidad de corte. En este Ultimo caso, algunas de estas particulas se
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ubicarian en forma perpendicular a las lineas de corriente. En otras palabras,
algunas soluciones o0 suspensiones macromoleculares pueden mostrar
comportamientos no-Newtonianos aun cuando el solvente es Newtoniano
(Tanford, 1961). No obstante, cuando el gradiente de velocidad es lo
suficientemente bajo, la orientacion de las particulas es despreciable. Para esta
situacion Simha, en 1940, extendio el tratamiento a suspenciones de particulas
gue son elipsoides de revolucion para gradientes de velocidad bajos (Tanford,

1961; Bohdanecky y Kovar, 1982),

n=ns1+ Bg) (7.2.2)

donde el parametro S toma el valor de 2,5 en el caso de particulas esféricas y

valores mayores a 2,5 cuando éstas son elipsoides.
Muchas veces, resulta conveniente expresar los datos experimentales

en términos de la viscosidad especifica 75, = (77—775 )/775 y, de esta forma, en
el limite de dilucion infinita, las ecuaciones (7.2.1) y (7.2.2) indican que 7, €s

proporcional al numero de particulas suspendidas por unidad de volumen. Por

consiguiente, se puede esperar que 7, sea proporcional a la concentracion
C. La cantidad 7, /C se conoce como viscosidad reducida 7.4 y en el limite

de concentracién cero se obtiene la viscosidad intrinseca [7] (Tanford, 1961;

Bird et al., 1977; Bohdanecky y Kovar, 1982),

(7.2.3)
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La viscosidad intrinseca es de interés para estudiar las soluciones

macromoleculares diluidas. Esta se determina midiendo 7,4 a varias

concentraciones y extrapolando la secuencia a valores de concentracion cero.
Efecto de la concentracion

La viscosidad reducida 7,4 (la cual se extrapola a concentracion cero

para obtener la viscosidad intrinseca) es fuertemente dependiente de la
concentracion. Esta dependencia se expresa frecuentemente a través de la
ecuacion de Huggins (Tanford, 1961; Bird et al., 1977; Bohdanecky y Kovar,

1982),

7% =[]+ ki [nfC (7.2.4)

donde k; representa una medida de la interaccion entre moléculas
suspendidas (Bohdanecky y Kovar, 1982; Flickinger et al., 1999). Asimismo, la
dependencia de la viscosidad con la concentracion de soluciones
macromoleculares diluidas también se describe con la ecuacién de Kraemer

(Bohdanecky y Kovar, 1982),

In=[n]-ka[nf'c (7.2.5)
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donde 7, =n/ns es la viscosidad relativa a la viscosidad del solvente 75 y k,

es una constante que se debe determinar a partir de los datos experimentales

junto con la viscosidad intrinseca. Ademas, k; y k, deben satisfacer la
condiciéon k; +k, ~1/2 (Bohdanecky y Kovar, 1982). Excepto en el caso de

macromoléculas de pesos moleculares muy grandes, frecuentemente se

supone que las medidas de viscosidad en el régimen diluido (C <1072g/cm?)

se describen apropiadamente por las ecuaciones (7.2.4) y (7.2.5) (Bohdanecky
y Kovér, 1982). Por consiguiente, la viscosidad intrinseca de una solucion
macromolecular diluida se puede obtener considerando las siguientes

condiciones,

lim [m’é—f) ~ lim ("ﬂ] — 1] (7.2.6)

C-0 C—-0

Efecto de la velocidad de corte

Como se menciond arriba, las moléculas muy asimétricas o facilmente
deformables tienden a orientarse o deformarse a elevados gradientes de
velocidad siendo este efecto muy importante en moléculas que poseen valores
de viscosidad intrinseca elevados (Tanford, 1961). Por tal motivo, resulta
importante realizar mediciones de viscosidad intrinseca a velocidades de corte

lo mas bajas posibles para evitar cuantificaciones erréneas de [77] en un rango

de velocidad de corte desconocido y para poder realizar una extrapolaciéon

confiable de los valores de viscosidad a velocidad de corte nula.
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7.3 Viscosidad intrinseca de gelatina para diferentes historias térmicas

Maduracién de soluciones de Gelatina

Para este estudio se utiliz6 una gelatina comercial (materia prima de
cuero vacuno) provista por la empresa PB Leiner Gelatin (Santa Fe- Argentina)

con un Bloom de 227 g y una viscosidad de norma (6,66 % p/p a 60 °C) de 39
mps cuyo peso molecular promediado en nimero de moles M, = 133 kDa fue

determinado mediante la técnica de PAGE-SDS (ver Capitulo 5).

Para la determinacién de la viscosidad intrinseca se prepararon
soluciones de gelatina con concentraciones de 10° a 4 10 g/cm? fijando la
fuerza ionica en 110 mM con cloruro de sodio (NaCl) y también el pH en 9,8
con hidroxido de sodio. En este sentido, es relevante mencionar que en
ausencia de sal, los unicos iones mdviles presentes en la solucion son los
contra-iones que acompafian a la macromolécula cargada. Por lo tanto, la
concentracion de estos contra-iones y, consecuentemente, la fuerza idnica del
medio caen a medida que la concentracion de gelatina disuelta disminuye
causando, de esta manera, una mayor expansion de la cadena polimérica
(Tanford, 1961). Por consiguiente, el valor de fuerza iénica seleccionado para
las determinaciones de viscosidad intrinseca (I=110 mM) fue lo suficientemente
alto como para que la contribucion a la misma por parte de los contra-iones de
la cadena de gelatina eléctricamente cargada sea despreciable. De esta forma,
se logra que las soluciones preparadas a cuatro concentraciones de gelatina

diferentes para la determinacion de [;], posean el mismo valor de fuerza i6nica

determinado por el NaCl adicionado.

130



Capitulo 7

Para la disolucién de la gelatina se realizd, primero, una etapa de
hidratacion de diez minutos con agua deionizada a 50°C y luego, otra etapa de
disolucion total en un volumen cercano al volumen final con el contenido de
NaCl a la misma temperatura. Esta etapa se realizd con agitacion durante
cuarenta minutos. Seguidamente, se ajusto el pH con NaOH y se completo el
volumen final verificando el pH requerido. Asimismo, se adicion0 azida sédica
en una concentracion de 0.02% para prevenir degradaciones bacterianas
durante el periodo de maduracion. Luego, las soluciones se filtraron, se
almacenaron en botellas de vidrio color caramelo para evitar el contacto con la
luz y se sometieron a procesos de maduracion a diferentes temperaturas como
se describe mas abajo. Una vez finalizado el proceso de maduracion se midi6
la viscosidad intrinseca a 25°C para todas las experiencias que se describen a
continuacion (Olivares et al., 2006):

Experiencia 1 (E;): Las soluciones de gelatina a las cuatro concentraciones
requeridas para la medicion de viscosidad intrinseca se maduraron por 20
horas a las siguientes temperaturas de maduracion: 5, 15, 25, 30y 35°C.
Experiencia 2 (E): Las soluciones de gelatina a las cuatro concentraciones
requeridas para la medicion de viscosidad intrinseca se maduraron por 20
horas a 5°C. Posteriormente se calentaron a 50 °C, durante una hora, antes de
ser evaluadas.

Experiencia 3 (Ez): Las soluciones de gelatina de la experiencia (E,) se re-
maduraron por 20 horas a 5 °C.

Experiencia 4 (E4): Las soluciones de gelatina a las cuatro concentraciones

requeridas para la medicion de viscosidad intrinseca se maduraron por 20
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horas a 5°C; en este caso una fuerza ionica de 110 mM se establecio con
tiocianato de potasio (KSCN).
Experiencia 5 (Es): Las soluciones de gelatina a las cuatro concentraciones
requeridas para la medicion de viscosidad intrinseca con adicién de urea 5, 20,
50 y 500 mM se maduraron por 20 horas a 5°C.

Para los ensayos reométricos se utilizd un viscosimetro capilar
gravitatorio que posee el capilar en posicion horizontal, el cual se describe en el
Capitulo 6. Aqui también se presenta la metodologia experimental llevada a

cabo y el procesamiento de los datos obtenidos de cada experiencia.

7.4 Resultados

Viscosidad aparente de las soluciones diluidas de gelatina

Se observo que todas las soluciones diluidas de gelatina estudiadas aqui
presentaron un comportamiento Newtoniano en el rango de velocidad de corte
comprendido entre 2800 y 50 seg’. En efecto, los datos experimentales
obtenidos de H versus t se ajustaron satisfactoriamente con la ecuacién
(6.2.12). En la Figura 7.4.1 se observa, a modo de ejemplo, el ajuste de los
datos experimentales con un error relativo de ajuste ¢ =0,019 (ver ecuacién

(6.2.13)) correspondiente a un coeficiente de regresion lineal cuadrado de

r2 >0,999. Asimismo, en el Apéndice Il se resume en forma de tablas los datos

experimentales de H versus t obtenidos en cada experiencia.
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Figura 7.4.1. Comportamiento Newtoniano de
una solucién de gelatina de concentracién 1.103
g/cm®. La historia térmica corresponde a la
experiencia E; a 25°C. Los simbolos ()
representan los valores experimentales y la linea
sélida es el ajuste realizado con la ecuacion.
(6.2.12). La linea de trazos muestra la variacion
de la velocidad de corte en la experiencia.

El comportamiento Newtoniano se observlo en todas las experiencias
realizadas a las diferentes concentraciones de gelatina, temperaturas de
maduracion y en presencia de KSCN vy urea. Consecuentemente, la
microestructura que presentan las soluciones diluidas de gelatina evaluadas
estaria compuesta de moléculas individuales de gelatina y de agregados que
poseen conformaciones relativamente simétricas (debido a que no se
detectaron comportamientos pseudoplasticos). En este sentido, es sabido que
las estructuras no esféricas (por ejemplo, las estructuras con conformacion de

varillas rigidas) pueden presentar comportamientos pseudoplasticos (Fox et al.,

1951; Bird et al., 1977; Bohdanecky y Kovar, 1982).
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Viscosidad intrinseca e historia térmica

Luego de comprobar el comportamiento Newtoniano de las soluciones
diluidas de gelatina en la zona comprendida en C, <C<Cy y T <Tg y en el

rango de velocidades de corte ensayadas, se procedié a la evaluacion de la
viscosidad intrinseca de estas soluciones con el objetivo de inferir sobre el
tamafo de las estructuras generadas durante el proceso de maduracion. En las
Figuras 7.4.2 a y b se muestran los resultados obtenidos con las experiencias
E1 y E> respectivamente donde se observa que las ecuaciones (7.2.4) y (7.2.5)

proveen consistentemente el valor de [77] El resto de las experiencias se

reportan el en Apéndice Il.

Asimismo, en la Tabla 7.4.1 se resumen los resultados de viscosidad
intrinseca obtenidos para todas las experiencias realizadas a las distintas
historias térmicas. Se observa que la temperatura de maduracién tiene un

efecto significativo en estos resultados. EI menor valor promedio de [77];56.5

cm®g corresponde a la experiencia E, donde la posible agregacién ocurrida
durante la maduracion a 5°C durante 20 horas fue destruida calentando la
solucion a 50°C durante una hora antes de llevar a cabo el ensayo reométrico.

Este estado desagregado se obtuvo solamente para temperaturas de
calentamiento substancialmente mayores a Tg* .

Ademas, es importante indicar que los valores de viscosidad intrinseca
obtenidos tienen el orden de magnitud esperado. Por ejemplo, Boedtker y Doty
(1954), Bohidar y Jena (1994) y Haug et al. (2004) reportaron valores de
viscosidad intrinseca desde 39 a 42 cm®/g en un rango de temperatura de 25 a

50°C con otras muestras de gelatina.
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Figura 7.4.2. Valores experimentales de 7,oq (m)y de Inz, /c (e) para las distintas

concentraciones de gelatina. Los datos experimentales corresponden a: (a) la
experiencia E; a 5°C y (b) la experiencia E,. Asimismo, la linea sélida representa
al ajuste de los datos experimentales con la ecuacién de (7.2.4) y la linea de
trazos representa al ajuste de los mismos con la ecuacion (7.2.5).

Ademas, la concentracidbn de superposicidn (overlap concentration)
C*= J/[n] (ver, por ejemplo, Bohdanecky y Kovéar, 1982), estimada a través de
los resultados de la experiencia E, (correspondiente a cadenas de gelatina sin
agregar) es de 1,78 %, lo cual coincide con lo estimado por Bohidar y Jena
(1994) quienes reportan valores de C° de 2,09 % a 3,31 % cuando la
temperatura aumenta de 35°C a 60°C respectivamente.

La Tabla 7.4.1 también muestra los valores de los parametros k; y k,
calculados en forma separada a través de las respectivas pendientes (ver
Figura 7.4.2), validando que k; +k, ~0,5. Debido a que el parametro k; esta
relacionado en general con las interacciones particula—particula y particula-
solvente, se encontr6 que los valores de k; obtenidos indican que estas

interacciones decrecen substancialmente a medida que la temperatura se
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aproxima a Tg (ver Capitulo 4) generando estructuras de menor tamarfio. Este

resultado indicaria que la transicion de cadena erratica a hélice disminuye o,

eventualmente, termina alrededor de los 30°C.

Tabla 7.4.1 Viscosidad intrinseca en cm®/g y coeficientes ki vy ks

obtenidos a través de los ajustes experimentales con las ecuaciones
(7.2.4) y (7.2.5) (Olivares et al., 2006).

Experiencia T, Urea 7] [7] Ky ks,
cc) (MM) - (em®g")  (em®g") (cm®gh) (em’g?)
Ec. (7.2.4) Ec.(7.2.5) Ec.(7.2.4) Ec.(7.2.5)

=] 5 116.2 115.5 0.22 0.23
15 92.6 92.3 0.23 0.23

25 62.6 62.4 0.14 0.31

30 59.5 59.2 0.03 0.44

35 56.8 56.7 0.14 0.32

E 56.5 56.4 0.13 0.32
Es 110.3 110.0 0.28 0.20
Ea 77.7 77.3 0.11 0.31
Es 5 94.3 94.1 0.33 0.17
20 84.6 84.5 0.33 0.15

50 85.7 85.5 0.29 0.19

500 85.8 85.5 0.22 0.23

Debido a que k; aumenta nuevamente por encima de 30°C, se podria

esperar que superando esta temperatura (T >T§ ) se produzcan otros tipos de

interacciones entre cadenas (por ejemplo, las interacciones hidrodinamicas),
donde las unidades hidrodinamicas basicas se encuentran bajo un movimiento

Browniano mas intenso, el cual es proporcional a kgT,,, y probablemente no
contienen triples hélices (Olivares et al., 2006). Este resultado es consistente
con el valor de Tg ~ 26°C estimado por Braidot y Deiber (1999).

Es claro que el aumento de la viscosidad intrinseca para valores
menores de temperatura de maduracion (ver Tabla 7.4.1) puede estar asociado

a la agregacion de cadenas de gelatina mediante la formacién de zonas de
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triples hélices; de esta manera el volumen hidrodinamico ocupado por estos
agregados es mayor que el correspondiente a la experiencia E,. La Figura
7.4.3 muestra la evolucién de la viscosidad intrinseca con la temperatura de
maduracién y permite evidenciar claramente estos resultados.

Ademas, el fendbmeno de agregacion se refleja en el aumento de k; para
las soluciones de gelatina maduradas a bajas T,,. Mas aun, a través de la

experiencia E; se concluye que el proceso de agregacion es térmicamente
reversible debido a que el valor de viscosidad intrinseca obtenido en E; a 5°C
fue practicamente reproducido. Por consiguiente, el proceso de agregacion en
la zona diluida involucra interacciones termo-reversibles entre cadenas
diferentes de gelatina asociadas mediante la formacion de zonas de triples
hélices (Boedtker y Doty, 1954; Harrington y Rao, 1970; Harrington y Karr,

1970; Busnel et al., 1989).
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Figura 7.4.3. Viscosidad Intrinseca en funcion de la
temperatura de maduracion de las experiencias
descriptas en E;.
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Con el fin de verificar el fendbmeno de agregacion, en las experiencias E4
y Es se utilizaron inhibidores de enlaces del tipo puente-hidrogeno. Tanto el
tiocianato de potasio (KSCN) como la urea inhibieron el proceso de agregacion
debido a que los valores de viscosidad intrinseca obtenidos fueron menores
qgue aquellos realizados en las mismas condiciones experimentales pero en
ausencia de estos agentes quimicos. No obstante, los valores obtenidos fueron
mayores que en el caso de la experiencia E, (ver Tabla 7.4.1). En E4 el proceso
de inhibicion fue logrado parcialmente y, a una concentracion de 110 mM de
KSCN, las cadenas de gelatina tuvieron poca agregacion. Este resultado es
consistente con el reportado por Horsky y Svanter (1993) quienes trabajaron
con soluciones diluidas de gelatina a 15°C en presencia de una concentracion
de 500 mM de KSCN. En nuestro analisis experimental se evito la variacion de
la concentracion de KSCN debido a que el cambio en la fuerza idnica afecta,
por supuesto, los valores de viscosidad intrinseca (ver Capitulo 9, Figura 9.4.1).

De Es se observa que la viscosidad intrinseca decrece a medida que
aumenta la concentracion de urea. Para concentraciones de urea mayores a 20
mM se obtiene un valor constante de viscosidad intrinseca de 85 cm®/g
aproximadamente. La Figura 7.4.4 muestra estos resultados.

En lo referente a este tema, Boedtker y Doty (1954) obtuvieron valores
de viscosidad intrinseca a 40,2 °C y encontraron resultados similares en
presencia de urea 9 M (este valor es muy superior al valor de saturacion
encontrado en esta tesis y reportados en la Tabla 7.4.1). Dichos autores
argumentaron que las cadenas de gelatina presentan una expansion en
presencia de urea y, por lo tanto, el valor de viscosidad intrinseca que se

obtiene es mayor. Por consiguiente, se podria inferir que el mismo fenémeno
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de expansion estaria presente en la experiencia Es. En este sentido, la urea no
permitiria la estabilizacion de las zonas de triples hélices formadas durante el
proceso de agregacion. No obstante, las bases moleculares por las cuales la
urea posee la habilidad de desnaturalizar una proteina (o inhibir la estructura
secundaria) todavia se encuentra bajo estudio (Bennion y Daggett, 2003). Es
asi como, se observa que la estabilizacion de la triple hélice de poli-L-prolina se
debe a la formacion de enlaces del tipo puente-hidrogeno entre el grupo -C=0
de la prolina o hidroxiprolina y el grupo —H de la glicina produciendo una unién
intercatenaria (Ward y Courts, 1977). En consecuencia, el efecto de inhibiciéon

de la urea y del KSCN se produciria a este nivel molecular.
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7.5 Conclusiones

Los resultados obtenidos muestran que para C. <C <Cgy la temperatura

de maduracion afecta los valores de viscosidad intrinseca debido a la

agregacion de las cadenas de gelatina. Asi, cuando la temperatura de
maduracion se encuentra por debajo del valor critico T;, las cadenas de

gelatina evolucionan a la conformacion de poli-L-prolina y se estabilizan
mediante la generacion de zonas de triples hélices, dando lugar a la formacion
de agregados o clusters. Estos agregados son termo-reversibles y se destruyen
calentando las soluciones a 50°C.

La urea y KSCN inhibieron el proceso de agregacion y arrojaron valores
de viscosidad intrinseca inferiores a los obtenidos en las mismas condiciones
de tiempo y temperatura de maduracion en ausencia de estos agentes
quimicos. Para una concentracion de urea mayor a 20 mM se obtuvieron
valores de viscosidad intrinseca mas grandes que para el caso en el que se
elimind la formacibn de agregados mediante calentamiento térmico
(Experiencia E).

Es claro que este tipo de ensayo macroscépico, como es la
determinacion de la viscosidad intrinseca, permite obtener conclusiones
relevantes que conciernen a la evolucion de las moléculas de gelatina en el
rango de concentracion diluido. En tal sentido, haciendo uso de esta técnica
reométrica y tomando como base estos resultados, en el Capitulo 8 se realiza
un estudio cinético del proceso de agregacion de cadenas y se obtienen
conclusiones acerca de la microestructura de los clusters que se forman

durante la maduracion a distintas temperaturas.
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En general se concluye que el estudio de la evolucion de las soluciones
diluidas de gelatina provee informacién relevante sobre la dindmica de las

cadenas que, a concentraciones mas elevadas, generan el gel.
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8 Agregacién de moléculas de gelatina en solucién diluida

8.1 Introduccién

En el presente capitulo se estudia la agregacion de cadenas de gelatina

en las zonas de concentracion diluida (C. <C <Cy) y ultra-diluida C<Cg, a

temperaturas inferiores a la temperatura de gelificacién (T <T$ ). Para este

estudio, las soluciones de gelatina se someten a distintas temperaturas de

maduracion T,, durante diferentes tiempos de maduracion t,, y se evaluan a
travées de medidas de viscosidad especifica 7g,. Para los ensayos

experimentales se utiliza el viscosimetro capilar gravitatorio, disefado y
construido especialmente para obtener un rango de velocidades de corte bajas
(ver Capitulo 6).

En este sentido, es relevante recordar que mediante el estudio realizado

a través de medidas de viscosidad intrinseca, se concluye que para la zona de
e . * L4
concentracion comprendida en C, <C <Cy y T <Ty la agregacion de cadenas

de gelatina es debida a la formacion de zonas o nucleos de triples hélices.
Estos nucleos se estabilizan principalmente por enlaces del tipo puente-
hidrogeno, y dan lugar a una agregacion termo-reversible (para mayores
detalles ver Capitulo 7). Asimismo, considerando lo discutido en el Capitulo 4,
donde se concluye que el mecanismo de formacién del nucleo de triple hélice
es predominantemente bimolecular, los resultados experimentales obtenidos se
interpretan con la teoria cinética de Smoluchowski. Mediante este analisis

tedrico se arriba a conclusiones que conciernen al tamafio de los clusters
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formados durante la agregacioén y a las caracteristicas microestructurales de los
mismos. Ademas, se obtiene informacién acerca del numero promedio de
cadenas de gelatina presentes en estos clusters para diferentes tiempos vy

temperaturas de maduracion.

8.2 Protocolo experimental para la medicion de la viscosidad especifica

Para este estudio se utilizé la misma muestra de gelatina analizada a
través de los ensayos de viscosidad intrinseca (ver caracteristicas de dicha
muestra de gelatina en el Capitulo 7) la cual posee un peso molecular

promedio M,, =133 KDa obtenido mediante PAGE-SDS (ver los detalles de

este estudio en el Capitulo 5).

Para la determinacion de la viscosidad especifica a distintos tiempos y
temperaturas de maduracion se prepararon soluciones de gelatina con una
concentracion de 10° g/cm?®. La fuerza iénica se establecid en 110 mM con
cloruro de sodio (NaCl) y el pH en 9,8 con hidréxido de sodio (NaOH). Para la
disolucion de la gelatina se realizd, primero, una primera etapa de hidratacién
de diez minutos con agua deionizada a 50°C y luego, otra etapa de disolucion
total en un volumen cercano al volumen final con el contenido de NaCl a la
misma temperatura. Esta etapa se realizd con agitacion durante cuarenta
minutos. Seguidamente, se ajusté el pH con NaOH, se complet6 el volumen
final verificando el pH requerido. Por otra parte, se adiciond azida sddica en
una concentracién de 0,02 % para prevenir degradaciones bacterianas durante
el periodo de maduraciéon. Las soluciones se filtraron, se almacenaron en

botellas de vidrio color caramelo y se sometieron a maduracion durante 24
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horas, evaluandose la viscosidad especifica 75, a 25°C a los tiempos de

maduracién 0, 2, 8, 11, 20 y 24 horas. Este procedimiento se realizé para las
temperaturas de maduracién 5, 15, 20 y 25 °C. Asimismo, se preparé una
solucion de gelatina de concentracion 10 g/cm?® (fuerza iénica 110 mM y pH
9,8) a la cual se le adicioné una concentracién de 6 10 ™ M de duodecyl sulfato
de sodio (SDS) y, posteriormente, se maduré durante 24 horas a 15°C,
evaluando la viscosidad especifica a 25°C a los tiempos de maduracion 0, 2, 8,
11, 20 y 24 horas. Es preciso aclarar aqui, que la concentracion de surfactante
es inferior a la concentracién micelar critica (8 10 M) (ver también Herning et
al., 1991). Esta experiencia se realizd6 con el objetivo de evaluar si las
interacciones hidrofébicas también participan en el fendmeno de agregacion en
la zona diluida.

Para el estudio de las soluciones ultra-diluidas (C <C_ ), se prepar6 una

solucién de gelatina de concentracion 10° g/cm® en idénticas condiciones
fisicoquimicas que las establecidas para las soluciones diluidas (pH= 9,8 y I=

110 mM). La misma se maduré a 25°C durante 168 horas (siete dias) a un
valor de T,, cercano a TJ promoviendo, de esta manera, la formacion de

estructuras ordenadas con la conformacion del tipo varillas rigidas (Harrington y

Rao, 1970).
8.3 Viscosidad especifica en funcion del tiempo de maduracion
Antes de comenzar la discusidon concerniente a la evolucion de la

viscosidad especifica con el tiempo y la temperatura de maduracién, es preciso

aclarar que, al igual que en las experiencias de viscosidad intrinseca, en todos
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los casos las soluciones se comportaron como fluidos newtonianos en el rango
de velocidad de corte comprendido entre 2800 y 50 s™'. En efecto, los datos

experimentales de H versus t se ajustaron satisfactoriamente con la ecuacién

6.2.12 y arrojaron coeficientes de regresion lineal cuadrado r? > 0,999 y
errores relativos de ajuste £<0,02. A esta conclusion solamente se arriba
mediante el uso de un dispositivo como el que se propone en esta tesis. Mas
aun, mediante el uso de los viscosimetros comerciales no es posible al
presente determinar si la solucibn macromolecular presenta pseudoplasticidad
en mayor o menor grado. Tanto es asi que en las bibliografias previas sobre el
tema no se reportan las velocidades de corte a las cuales se ensayaron las
soluciones macromoleculares. Sorprende que la Unica excepcion a esta critica
sea el trabajo de Fox et al., (1951) el cual esta referenciado en el conocido libro
de Tanford (1961).

En la Figura 8.3.1 se observa la evolucion de la viscosidad especifica a
medida que transcurre el tiempo de maduracion en las experiencias realizadas

a las distintas T,,. Los datos experimentales muestran que en todas las

experiencias 775, aumenta en forma lineal en el rango de tiempo de maduracion

evaluado arrojando coeficientes de regresion lineal cuadrados r?2>098.
Asimismo, mediante la evaluacién de la viscosidad especifica de la
solucion de gelatina con agregado de SDS, se obtuvieron los mismos valores
de 75, que en la experiencia realizada a la misma temperatura de maduracion
(T, =15°C) en ausencia de este surfactante. Estos resultados sugieren que las

interacciones hidrofobicas no son responsables de la agregaciéon de cadenas

de gelatina en la zona de temperaturas inferiores a T; (ver también Herning et
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al., 1991, quienes sugieren que las interacciones hidrofébicas son,

posiblemente, las responsables de la agregacion de cadenas de gelatina en la

zona diluida C <Cy pero a temperaturas elevadas (T >T$ ).

0,14

0,12

20,10
Z

0,08

0,06

0 5 10 15 20 25 30
t, (h)

Figura 8.3.1 Viscosidad especifica 7g, en funcién
del tiempo de maduracion. Las temperaturas de

maduracion T, evaluadas fueron: 5°C (+), 15°C
(m), 20°C (V), 25°C (o).
Por consiguiente, se podria concluir que en la zona diluida los clusters
se forman por la agregacion de cadenas de gelatina mediante la formacién de
uniones fisicas con estructuras de triple hélice, como también lo revelan los

resultados obtenidos de viscosidad intrinseca (ver discusion referente a este

tema en el Capitulo 7).

148



Capitulo 8

8.4 Agregacion de moléculas de gelatina

Antes de comenzar con el analisis de la agregacion de cadenas de
gelatina en solucién diluida, es preciso indicar que al inicio de la maduracién,

los valores de 74, /C a todas las temperaturas de maduracion son cercanos al

valor de viscosidad intrinseca obtenido cuando las soluciones de gelatinas son
tratadas térmicamente durante una hora a 50°C (ver experiencia E; descripta

en el Capitulo 7). En efecto, estos valores no difieren de los valores de 7, /C

obtenidos en E; para la misma concentracién en mas de 0,41%. Como se
explico en el Capitulo 7, mediante este tratamiento térmico se destruyen las
zonas de unién entre cadenas de gelatina, y se obtiene una solucién libre de
agregacion. Por consiguiente, estos resultados muestran que para la
concentracion de gelatina utilizada en estas experiencias (C =107 g/cm®) las
macromoléculas no se encuentran asociadas o agregadas al inicio de la
maduracion. Asimismo, es preciso aclarar que esta concentracion es lo
suficientemente baja como para obtener valores cercanos a los de la
viscosidad Intrinseca pero lo suficientemente elevada como para evitar la zona

ultra-diluida (C >C_.), donde se produciria la formacion de hélices

intramoleculares (ver en el Capitulo 4 una discusidon mas detallada de esta
fenomenologia).

Teniendo en cuenta los estudios previos realizados por distintos autores,
los cuales fueron discutidos en el Capitulo 4, se considera que las cadenas de

gelatina en solucion diluida (C. <C <Cy) se encuentran inicialmente en la

conformacién de cadena erratica (random coils) y que durante el transcurso de

la maduracién, cuando la temperatura es lo suficientemente baja, experimentan
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una conversion por tramos a la conformacion de hélice de poli-L-prolina. Estas
estructuras pueden, en principio, visualizarse como esferas equivalentes
compuestas por la cadena proteica y el solvente ocluido (Tanford, 1961),
teniendo en cuenta que el numero de uniones virtuales (Flory, 1969) en la
cadena polipeptidica es mayor a 200 para la muestra estudiada.

Por otra parte, para el rango de concentracion comprendido entre 10°° y
10 g/cm?® la formacién de nucleos se puede considerar bimolecular (Busnel et
al., 1989; Benguigui et al., 1991, Ross-Murphy, 1992), por consiguiente, este
mecanismo de asociacion se adopta como valido para el proceso de
maduracién descripto en la Seccién 8.2. Ademas, debido a que la formacion de
los nucleos es el mecanismo que controla la cinética del proceso de agregacion
(Harrington y von Hippel, 1961; Harrington y Rao, 1970; Busnel et al., 1989), se
infiere que el fendmeno de agregacion de cadenas de gelatina se puede
interpretar mediante la teoria cinética de Smoluchowski, a los efectos de
explorar la validez del mecanismo de agregacién bimolecular propuesto por
diversos autores. Este contexto tedrico se describe en términos de fracciones
de agregados donde cada uno posee k moléculas con un radio equivalente

a, . En este sentido, el proceso de crecimiento es controlado por la velocidad

de colision J;; de pares de agregados (ver, por ejemplo, Russel et al., 1989),

n:N;
3 =2k“J(ai+aj ERE (8.4.1)
3175 a; aj | W;
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donde n; y n; son el nimero de agregados por unidad de volumen que

contienen i y j moléculas, respectivamente y, W;; es el factor de estabilidad

coloidal. Luego, el balance de masa se expresa,

dn 1§ S 8.4.2
) 042
= i=

|
j=k-i

con la condicién inicial n;(0)=ng y n,(0)=0 para k>1. Aqui, ny es el

numero inicial de moléculas de gelatina. Es posible obtener una solucién
analitica de este problema suponiendo que: (a) La colisién se produce entre

pares de agregados de tamafos aproximadamente iguales, esto es,
(ai +a; {L+LJ=4 (8.4.3)
a a

y (b) El factor de estabilidad coloidal es independiente del tamafio de los

agregados, es decir W; =W . Luego, aplicando las hipétesis (a) y (b) a las

ecuaciones (8.4.1) y (8.4.2) se obtiene,

k-1
N = M (8.4.4)

Lt S
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donde el tiempo caracteristico es t, =37,W /4n, kgT,. En este contexto, el

numero total de agregados por unidad de volumen ny, = Zni se utiliza para
i=1

definir el nimero promedio de moléculas por agregado N =ng/ny, al tiempo

de maduracion t,,; por consiguiente,
N=1+-" (8.4.5)

En la ecuacién (8.4.5) el tiempo caracteristico se puede expresar como
t, =1/ka N, donde k, =4kgTy, /3nsW =kq /W es la constante de velocidad
de agregacion y ky es la constante de agregacion limitada por difusion (Hunter,
1992). Es bien conocido que cuando la agregacion es rapida W =1 y k, =kg .
Por otro lado, cuando existe una barrera energética en la interaccién entre las
unidades cinematicas la frecuencia de colision disminuye. En efecto, la
estabilidad de una suspensiéon coloidal depende de la presencia de fuerzas
repulsivas que superen a las fuerzas atractivas (siempre presentes) entre

moléculas. En estas circunstancias, k, #Kky Yy el factor de estabilidad coloidal

adquiere valores mayores. Este régimen se conoce como agregacion lenta o
difusién limitada por reaccion (Overbeek, 1977; Hunter, 1992).

La ecuacion (8.4.5) se puede vincular con la viscosidad de soluciones
diluidas de gelatina bajo las hipotesis establecidas anteriormente mediante la

viscosidad especifica 75, como sigue,
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Msp = (mj = P (8.4.6)

s

donde ¢, es la fraccion volumétrica efectiva de la fase discreta en el estado

agregado y B es el factor de forma, el cual, como ya se expreso en el Capitulo
7, para macromoléculas esféricas toma el valor de 2,5. Asimismo, es necesario

una relacion entre ¢, y la fraccion volumétrica inicial de cadenas simples de

gelatina ¢, expresada como,

4 a3cNa
3 M,

(8.4.7)

donde a es el radio promedio inicial de las cadenas simples, teniendo en
cuenta que este biopolimero es a su vez polidisperso. En este sentido, dentro
del marco de la teoria utilizada aqui, se supone que los agregados en el

régimen diluido forman estructuras fractales a temperaturas de maduracién
inferiores a T,. De esta manera, los agregados constituyen clusters que

ocluyen solvente en su interior. Luego, el numero de moléculas de gelatina
promedio por agregado N, se relaciona con la dimension fractal f <3 a través

de la siguiente relacién (Russel et al., 1989),

f
N = (Ej (8.4.8)
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donde R es el radio promedio de la poblacion de agregados a un valor
especifico del tiempo de maduracion. Es apropiado indicar que f representa la
estructura interna de los agregados y depende de la velocidad de agregacion.
Por ejemplo, para velocidades de agregacion altas f =1,75 mientras que para
velocidades de agregacion bajas, f=2,0 — 2,2. Ademas, cuando ocurren
reordenamientos internos dentro de los agregados, este parametro se aproxima
cada vez mas al valor 3 debido a que ese arreglo interno condiciona la
formacion de estructuras mas compactas removiendo solvente ocluido (Russel
et al., 1989). Haciendo uso del peso molecular promediado en numero de
moles obtenido mediante PAGE-SDS (ver procedimiento en el Capitulo 5), el
radio equivalente promedio inicial de las cadenas simples de gelatina a se
puede estimar a partir del valor experimental de viscosidad intrinseca de la
experiencia E, descrita en el Capitulo 7 utilizando la siguiente ecuacion

(Tanford, 1961),

] paradN,

84.9
o (8.4.9)

obteniéndose un valor de a =106 A. Luego, dentro de este contexto tedrico, a

través de la ecuacion (8.4.8) la fraccion volumétrica efectiva promedio

P2 = Niot %ﬂ'R3 = n—O%nR3 se puede expresar de la siguiente manera,
(3-f)
P2 =N % (8.4.10)
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para obtener a partir de las ecuaciones (8.4.6) y (8.4.10) la siguiente ecuacion,

f
N = {"ﬂJ/@f) (8.4.11)
s

El valor de la fraccidn volumétrica efectiva de la fase discreta en ausencia de

agregacion se puede estimar realizando ¢=773p/ﬂ a t,, =0 debido a que,

como se mostro mas arriba, a este tiempo de maduracién las moléculas de
gelatina todavia no han sufrido agregacion. De este modo, el valor obtenido es
$=0023 para C =10 g/cm®.

A los efectos de cuantificar el parametro t, a cada temperatura de

maduracion se evalué el valor de f requerido en la ecuacion (8.4.11). Para
esto, se realiz6 un proceso iterativo dando diferentes valores de f en la
ecuacion (8.4.11) para obtener valores de N a los distintos tiempos de

maduracion t,,. Luego, con los pares de valores de N versus t,, obtenidos en

este proceso iterativo se evaluo t, a través de la ecuacion (8.4.5). El valor
definitivo de t, fue aquel que arrojé el mejor coeficiente de regresion lineal

cuadrado en la ecuacion (8.4.5) de todo el proceso iterativo. Para la ejecucion
de este procedimiento se realiz6 un programa numérico en lenguaje de
programacion Fortran cuyo diagrama de flujo se presenta en el Apéndice |.

Estos resultados se muestran en la Figura 8.4.2.
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4,0
N:no/nt -
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Figura 8.4.2. Numero promedio de moléculas de
gelatina por agregado (N ) en funcién del tiempo
de maduracion t,, a las siguientes temperaturas

de maduracién: 5°C (m), 15°C (e), 20°C (A) y
25°C (V).

Debido a que n, =C'\|\/II—A: 4,53.10" moléculas/cm?® en la Tabla
n

8.4.1 se reportan los valores obtenidos de f, t,, k, y W . También se reportan

en esta tabla los coeficientes de regresién lineal cuadrado obtenidos con los
ajustes de los datos experimentales de cada experiencia.

Siguiendo la evolucion de k, o t, en la Tabla 8.4.1 se observa que la

velocidad de reaccion aumenta a medida que la temperatura de maduracién
disminuye. En este sentido, W aumenta con la temperatura de maduracién
consistentemente. Estos resultados muestran en forma cuantitativa que
menores temperaturas promueven la agregacién en la zona de concentracion

diluida (para C; <C <Cy). Los valores grandes de W reportados en la Tabla

8.4.1 permiten concluir que la agregacion es lenta en todo el rango de
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temperatura ensayado. Asimismo, para 5, 15 y 20°C la dimensién fractal
obtenida es relativamente baja. Estos valores probablemente indican que el
fendmeno de nucleacion, el cual se promueve a bajas temperaturas, produce
agregados desordenados que ocluyen gran cantidad de solvente. Dicha
situacion cambia para la temperatura de maduracion de 25°C donde la

dimension fractal obtenida es f =2.43. En efecto, a temperaturas de
maduracion mayores (T,, cercanas a TQ) es esperable que los procesos de

nucleacion y de crecimiento ocurran simultdneamente (ver, por ejemplo,
Harrington y Rao, 1970; Harrington y Karr, 1970) generando estructuras

fractales mas compactas. Ademas, es posible observar que para T, = 25 °C el

coeficiente de regresion lineal cuadrado es r2 ~0.84, y que este valor es
menor que el obtenido para las otras temperaturas de maduraciéon. Este
resultado se debe a que, probablemente, el modelo de agregacion se basa en
la formacion de un nucleo de triple hélice bimolecular y a esta temperatura el

proceso de crecimiento de los nucleos formados comienza a ser relevante.

Tabla 8.4.1 Dimension fractal f , tiempo caracteristico t,, constante
de velocidad de agregacion k, , factor de estabilidad coloidal W y

coeficiente de regresion cuadrado r? obtenidos mediante la teoria
de agregacion de Smoluchowsky.

T (°C) f ty (horas) Kj (cm®seg”) W (2
5 1,79 10,8 5,7 10 5810° 0,99
15 1,79 18,7 3,310 1,410° 0,99
20 1,82 26.5 2,310 2310° 0,98
25 2,43 60.2 1,0 107 6,010° 0,84
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Estas conclusiones son consistentes con los resultados obtenidos por
Harrington y Karr (1970) quienes predijeron, mediante mediciones de rotacién
Optica de soluciones diluidas de gelatina, que el proceso de crecimiento
aumenta a mayores temperaturas de maduracion.

En la Figura 8.4.3 se analiza el fendbmeno de agregaciéon a un mismo
tiempo de maduracién de 24 horas. Se observa que el numero promedio de
particulas por agregado N disminuye a medida que aumenta la temperatura de
maduracién variando de 1,38 particulas en promedio por agregado para la
temperatura de 25°C a 3,20 particulas en promedio por agregado para la

temperatura de maduracion de 5°C.

N:no/ntot'

0 1 . 1 . 1 . 1 . 1
5 10 15 20 25

T (°C)

Figura 8.4.3 Numero promedio de particulas por
agregado N en funcion de la temperatura de
maduracion T, para un tiempo de maduracion de 24

horas.
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Una vez conocido el tiempo caracteristico t, se analizo la variacion de la

relacién n, /ng en funcién del tiempo de maduracion para diferentes valores k

de moléculas de gelatina, haciendo uso de la ecuacion (8.4.4). La Figura 8.4.4
muestra, a manera de ejemplo, los resultados obtenidos para la temperatura de
maduracion de 5°C.

En todas las experiencias se observa que, a medida que transcurre el
tiempo de maduracion, el numero de moléculas sin agregar (k =1) disminuye
mientras que los agregados con diferentes cantidades de k moléculas
aumentan en un principio, luego toman un valor maximo y posteriormente
comienzan a disminuir nuevamente a expensas del crecimiento de agregados
con mayor cantidad de moléculas asociadas (en la Figura 8.4.4 se observa

N /N, para k =2y k=4).

10
nk/n(1 .
01k
0,01 [
1E-3;

1E-4 |

1E-5 [

1E-6 |

1E-7 [ . 1 . 1 . 1 . 1 .
0 5 10 15 20 25

t, (h)

Figura 8.4.4 Variacion de la relacion ny /ng en funcién

del tiempo de maduracion para diferentes valores de k

moléculas de gelatina a una temperatura de maduracién
de 5°C.
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Asimismo, resulta relevante evaluar la distribucién de tamano de los

agregados Sy =kny /n, . Debido a que el nimero k de moléculas de gelatina

por agregado, las cuales poseen radio a,, satisface k:Akf siendo

Ay :(ak/a) (Russel et al., 1989), es claro que S, puede ser expresada en

términos del tiempo adimensional tm/tp; luego, de la ecuacién (8.4.4) se

obtiene,

k-1
- ko tm /tp) _ (8.4.12)
No(L+tm /tp)

La ecuacioén (8.4.12) satisface ZSK =1. La Figura 8.4.5 muestra la variacion
k=1

de Sy en funcion de k para distintos tiempos de maduracion en la experiencia

realizada a 5°C.

0,7

06
0,5

0,4

03!

Figura 8.45 S, en funcion del numero de

moléculas de gelatina por agregado k de la
experiencia realizada a 5°C. Los tiempos de
maduracién son: 2 (—---), 10 (---), 20 (

24 (—) horas.
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Se observa que S, tiende a ser altamente polidispersa adoptando una
forma del tipo gaussiana a medida que el tiempo de maduracién aumenta (ver
Figura 8.4.5 para los tiempos de maduracion de 20 y 24 horas).

Ademas, en la Figura 8.4.6 se observa la variacién de S, en funcién de
ay para distintos tiempos de maduracién de la experiencia realizada a 5°C. En
esta figura también se observa, a través de la dispersion de la funcion S,

como a medida que transcurre el tiempo de maduracion la poblacién de

agregados de distintos tamafos se vuelve mas heterogénea.

0,8

06F
05F

04F 1

02

1 " 1 " 1 " 1 " 1 "
100 200 300 400 500 600

a, (A)

Figura 8.4.6 Variacién de S, en funcion del
tamafio de los agregados a, de |la

experiencia realizada a 5°C. Los tiempos de
maduracién son: 2 (--—-), 10 (---), 20

(reeee ) y 24 (— ) horas.

El radio promedio de los agregados en solucion para valores especificos

de tiempo y temperatura de maduracion se puede expresar,
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R = Zskak (8.4.13)
k=1
La Figura 8.4.7 muestra la evaluacion de R en funcion de la
temperatura de maduracién mientras se mantiene constante el tiempo de

maduracion.
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R (A)
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240 I
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160
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Figura 8.4.7 Variacion del tamafo promedio de
agregado R en funcién de la temperatura de
maduracion T,,. Los tiempos de maduracién son: 2

(0), 5 (A), 8 (V), 11(e), 20 (o) y 24 (m) horas.

Se observa que el radio promedio R decrece linealmente a medida que
aumenta la temperatura de maduracion, dentro del rango de tiempos y
temperaturas evaluadas, lo que resulta claramente una consecuencia de la
menor agregacion y de la formacién de estructuras mas compactas a medida

que aumenta la temperatura.
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8.5 Andlisis de la influencia del primer efecto electroviscoso en el radio

hidrodinamico de las moléculas de gelatina

Como se menciondé en el Capitulo 2, las moléculas de gelatina poseen
cargas eléctricas en la secuencia peptidica debido a la presencia de

aminoacidos basicos y acidos generando, de esta forma, una doble capa difusa

1, cuando estan disueltas en un medio

de iones de longitud caracteristica «~
donde se encuentran los contra-iones y eventualmente iones adicionales (ver
Capitulo 2 donde se discute la teoria de la doble capa eléctrica). Es por esto
que cuando una solucidn de macromoléculas de estas caracteristicas se
somete a flujo de corte, existe una contribucion a la viscosidad de esta solucion
debido a la distorsion de la nube i6nica que rodea a la macromolécula (Conway
y Dobry-Duclaux, 1960). Este fendmeno de naturaleza electrostatica se
denomina primer efecto electroviscoso y se debe analizar en el presente
estudio de agregacion de cadenas de gelatina en el régimen de concentracion
diluido.

Los primeros intentos por cuantificar la influencia del primer efecto
electroviscoso sobre la viscosidad de soluciones diluidas fueron realizados por

Smoluchowski en 1916. Una de las formas aceptadas actualmente fue obtenida

por Booth en 1950 la cual consiste en agregar un factor de correccion pg a la

ecuacion de Einstein (Conway y Dobry-Duclaux, 1960; Allison et al., 2003),

1 =ns{1+2.5¢[1+ pg |} (8.5.1)

donde pg posee la siguiente expresion,
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P =q y2I (8.5.2)

siendo a su vez,

1 >c,zim,!
* &
q =S| 5 (8.5.3)
ns€ anza
o

Ze?
y-—2 (8.5.4)
EKka kBT
rzgn@ar4 (8.5.5)

En la ecuacion (8.5.3) C,, Z, y m, son la concentracion, valencia y movilidad

de la especie a respectivamente. Asimismo, en la ecuacion (8.5.4) Z es el
numero de carga neta o valencia de la particula que posee un radio a.

También la movilidad de las especies m, se puede calcular a partir de los

radios ionicos r, de las especies de la siguiente manera (Allison et al., 2003),

B 1
“ 67nsr,

m (8.5.6)

Debido a que en las experiencias de viscosidad especifica la fuerza idnica se

establecié utilizando NaCl, y considerando que los radios r, de las especies
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sodio y cloruro son 1.837 A y 1.206 A respectivamente (Yamanaka et al., 1995;

Allison et al., 2003) en la Tabla 8.5.1 se muestran los valores de pg obtenidos

para cadenas simples y agregados de gelatina a distintos tiempos y
temperaturas de maduracion para las condiciones fisicoquimicas (pH=9,8 y
fuerza idnica 1=110 mM) establecidas en los ensayos experimentales de
viscosidad especifica.

Tabla 8.5.1 Contribucion de primer efecto electroviscoso pg a la

viscosidad de una solucion diluida de gelatina a distintos tiempos y
temperaturas de maduracion.

Ty, (°C) ty, (horas)| N R (Z) z Pg

5 0 1.00 106.00 75.00 6.761 102
2 1.19 123.50 89.25 4.268 10
5 1.46 147.25 109.50 2.533 10
8 1.74 168.40 130.50 1.739 107
11 2.02 187.73 151.50 1.293 102
20 2.86 237.53 214.50 7.006 1073
24 3.23 255.76 242.25 5.855 107

15 0 1.00 106.00 75.00 6.761 102
2 1.11 116.37 89.25 5.093 102
5 1.27 130.84 95.25 3.587 10
8 1.43 14427 107.25 2.699 102
11 1.59 156.85 119.25 2.128 102
20 2.07 190.81 155.25 1.240 107
24 2.28 204.48 171 1.029 107

20 0 1.00 106.00 75.00 6.761 107
2 1.07 113.23 80.25 5.499 102
5 1.19 123.51 89.25 4.266 10
8 1.30 133.21 97.50 3.410 102
11 1.41 142.41 105.75 2.808 102
20 1.75 167.70 131.25 1.779 107
24 1.90 178.03 142.5 1.512 107

25 0 1.00 106.00 75.00 6.761 107
2 1.03 108.29 77.25 6.371 102
5 1.08 111.63 81.00 5.889 107
8 1.13 114.84 84.75 5.477 107
11 1.18 117.95 88.50 5.120 102
20 1.33 126.69 99.75 4.292 102
24 1.40 127.51 105.00 4.401 102
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Para estos calculos se utiliz6 una carga neta promedio de las cadenas

de gelatina de peso molecular M,, = 133 KDa a pH= 9,8 de Z= 75 (ver,

Piaggio, et al., 2005) y se tomé como radio de particula el radio equivalente
promedio a ~ R de las cadenas sin agregar y de los clusters formados durante
el proceso de agregaciéon. Por otra parte, el valor de x=1,09 10° m”
correspondiente a un valor de fuerza i6nica 1 =110 mM se obtuvo con la
ecuacion (2.4.10) (ver Capitulo 2).

A través de los resultados obtenidos se observa que el primer efecto
electroviscoso es despreciable para las soluciones de gelatina estudiadas en
esta tesis. En tal sentido, es relevante mencionar que en todos los casos
ka>12 vy, en estas circunstancias, la longitud de la doble capa eléctrica es
delgada en relacién al tamafo de las moléculas simples y clusters de gelatina.

En efecto, Garcias-Salinas et al. (2000) y Allison et al. (2003) reportaron

resultados similares concernientes al efecto de la fuerza idnica sobre pg en

particulas rigidas.

8.6 Estabilidad de soluciones diluidas de gelatina.

Factor de estabilidad coloidal

Como se menciond anteriormente en la Seccién 8.5, el factor de
estabilidad coloidal W representa la relacion existente entre la velocidad de
agregacion de particulas primarias en ausencia de interacciones repulsivas o
atractivas y la velocidad de agregacion cuando estas interacciones se

encuentran presentes. En este sentido, la manera mas conveniente de medir
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experimentalmente el valor de W es determinando la velocidad de formacion
de dobletes a bajos tiempos de agregacion y en condiciones diluidas (Russel et
al., 1989; Lattuada et al., 2003). En las experiencias realizadas en este trabajo
se observo que, al tiempo maximo de maduraciéon evaluado, el numero
promedio de moléculas por agregado N a la menor temperatura de maduracion
fue N =3,2. Por consiguiente, en estas condiciones, los valores de W
obtenidos se pueden considerar apropiados.

Luego de la evaluacibn de W a las diferentes temperaturas de
maduracioén, resulta relevante realizar una estimacién de la barrera energética
asociada con la agregacion de cadenas de gelatina en solucién diluida, la cual
incluye fuerzas de largo alcance. Para este propédsito, W se expresa (Russel,

et al., 1989),

0

W =2a exp(Uy (h)Z/kB Ty (8.6.1)
5 (h+2a)°G(h)

donde U es la energia de interaccion total entre pares de la particulas y h es
la distancia entre la superficie de las mismas. Asimismo, G(h) es un factor de
correccion que tiene en cuenta la resistencia adicional a la agregacion causada

por la interaccion hidrodinamica. Una de las expresiones utilizadas de este

factor G(h) es (Hunter, 1992),

_ 2h 1+3h/2a

G(h)===
) a |1+13h/2a+3h?/a?

(8.6.2)
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La energia de interaccion entre dos superficies o particulas coloidales
esta dada, fundamentalmente, por el resultado de las fuerzas de la doble capa
eléctrica y las fuerzas de van der Walls. La combinacion de estas dos
interacciones es la esencia de la teoria de Deryaguin-Landau-Verwey-
Overbeek conocida como DLVO (Hiemenz, 1986; Hunter, 1992; Israelachvili,
1995). En este contexto, la energia total de interaccion entre pares de

particulas Ut es,

Uy =Ug +U (8.6.3)
T R A

Sin embargo, el comportamiento de muchos sistemas no se puede
explicar usando la teoria de la DLVO. Numerosas experiencias sugieren la
existencia de un término extra que aparece por la interaccion entre la superficie
y las capas de solvente adyacente. En tal sentido, Hunter (1992) propone

incluir un término debido a la estructura del solvente Ug en el calculo de la

energia total de interaccion como se indica en la siguiente expresion,

UT :UR +UA +US (864)

Estas fuerzas adicionales pueden ser mondétonamente repulsivas,
monotonamente atractivas u oscilatorias y son mucho mas fuertes que las
fuerzas DLVO a distancias cortas. Asimismo, Israelachvili (1995) las clasifica
como fuerzas no-DLVO. Cuando el medio es agua, valores positivos de la

energia de interaccion indican la presencia de fuerzas de hidratacion de
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naturaleza repulsiva y valores negativos indican la presencia de fuerzas
hidrofdbicas de naturaleza atractiva (Hunter, 1992).

A los fines de estimar Us (h) se describen a continuacion las distintas
energias de interaccion que intervienen en el sistema macromolecular

estudiado.

Energia repulsiva debida a la doble capa eléctrica

Como se detall6 en el Capitulo 2, debido a la presencia de cargas en las
moléculas de gelatina, (las cuales estan a su vez suspendidas en un medio
donde estan disueltos los contraiones y los iones adicionales) el sistema se

puede interpretar en términos de la teoria de la doble capa eléctrica donde el
potencial de superficie y Yy la longitud de Debye k1 son expresados a través

de las ecuaciones (2.4.8) y (2.4.10) respectivamente (ver Capitulo 2). Ademas,

la energia repulsiva Ui entre dos esferas separadas entre si por una distancia

h se expresa (Tanford, 1961; Hunter, 1992),

U —Mex [- xh] ara xa<5 (8.6.5)
R™ h+2a P P o
Ug = —27ep,>alnfl —exp[- xh]} para xa>10 (8.6.6)

Para las condiciones de trabajo de pH=9,8 y fuerza i6énica I=110 mM, se
obtiene que xa =12, por lo tanto, se utilizé la ecuacion (8.6.6) de la energia

repulsiva Ug y un potencial de superficie de yy =10 mV . Para el célculo
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estimativo de este potencial se utilizé una valencia promedio de las cadenas de
gelatina Z = 75 (ver, Piaggio, et al., 2005). No obstante, se verifico que debido
a que la fuerza idnica del medio es considerablemente elevada, estas cargas
se encuentran fuertemente apantalladas y la energia de interaccion total entre
las moléculas no cambia considerablemente si se varia el potencial en un

rango de 5 a 30 mV.

Energia Atractiva debida a las fuerzas de van der Walls

Debido a que las fuerzas de van der Walls son siempre atractivas entre
particulas de la misma naturaleza, en el caso especial de dos esferas en un

liquido la energia de interaccion U, debida a este tipo de fuerzas es (Hunter,

1992),

2 2 2
T B L (8.6.5)
6 |h® +4ah h° +4ah+4a h® +4ah +4a

donde A, es la constante de Hamaker. Para sistemas proteina-agua-proteina

la constante de Hamaker resulta A, =10kgT aproximadamente (Coen et al.,

1995).
Energia repulsiva de hidratacion

Las fuerzas que dan origen a este tipo de energia repulsiva aparecen en

superficies hidrofilicas que tienen la capacidad de ligar agua fuertemente,
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mediante grupos hidrofilicos (grupos idnicos, suiterionicos o ligantes de
hidrdgeno) como ocurre con las proteinas altamente solubles. Comunmente se
conocen como fuerzas de hidratacion o fuerzas estructurales (lraelachvili,
1992). La estabilizacion por solvatacion y por formacién de enlaces del tipo
puente - hidrogeno origina una fuerza repulsiva entre dos superficies
adyacentes. La fuerza de hidratacién repulsiva es de largo alcance, con una
longitud efectiva de 3 a 5 nm y una longitud de decaimiento tipica de 0,6-1,1
nm. Dicha fuerza es de tipo estructural y surge a partir de los fuertes enlaces
de tipo puente - hidrégeno entre los grupos superficiales y las moléculas de
agua. Esto modifica la red de enlaces puente - hidrégeno por moléculas de
agua en las cercanias de una superficie hidrofilica que en el agua pura confiere
la energia de estabilizacion y se traduce en una fuerza de repulsion. En efecto,
al aproximarse dos superficies se deben liberar moléculas de agua, las cuales
pierden la posibilidad de formar puentes - hidrégeno.

Si la superficie hidrofilica es lisa, a distancias muy cortas la fuerza
resultante es oscilatoria debido al ordenamiento de las moléculas de agua muy
cerca de la pared (Hunter, 1992). En cambio si las superficies son rugosas o
semifluidas, las oscilaciones se pierden rapidamente y la interaccién es
monotonamente decreciente (Israelachvili, 1995). En forma general, los
resultados indican que la fuerza es de largo alcance y decae exponencialmente
con la distancia.

Asimismo, la energia de interaccion por unidad de superficie para dos
superficies hidrofilicas en agua, estd dada de acuerdo a la siguiente relaciéon

experimental,
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w®) =w, exp(=h/I) (8.6.6)

donde wg es una energia por unidad de area que representa el grado absoluto

de hidrofilicidad, usualmente esta entre 3 y 30 mJm™ (Israelachvili, 1995). En el
caso de biosuperficies en agua, la energia de interaccion puede ser de hasta

160 mJm™y la longitud de decaimiento | tipica de 1 nm (van Oss, 1997).

Energia atractiva hidrofobica

La interaccion hidrofébica describe la fuerte atraccion que se da entre
moléculas y superficies hidrofébicas en un medio acuoso. Una superficie
hidrofébica es aquella que es inerte al agua; la orientacion de las moléculas de
agua en torno a una superficie de este tipo es entropicamente desfavorable.
Luego, la interaccion hidrofébica surge cuando hay dos o mas superficies
hidrofébicas puestas en juego. En efecto, cuando ocurre solapamiento entre
dos especies hidrofobicas aparece una fuerza netamente atractiva. En el caso
de moléculas de gelatina, grupos apolares de algunos aminoacidos como
prolina (12 %), alanina (10 %), leucina e isoleucina (3 %) proveen sitios
especificos para la asociacion de cadenas (Herning et al. 1991).

Israelachvili (1995) propone que la energia de interaccién hidrofébica por
unidad de superficie entre dos superficies en agua en el rango de 0-10 nm se

describe,

w) = 24, exp(-h/1) (8.6.7)
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donde y; =10-50 mJm~ es la energia interfacial de la superficie en agua y | =1-

2 nm es la longitud de decaimiento exponencial.

Energia de interacciéon debida a las fuerzas no DLVO

En principio, se puede realizar cierta simplificacion en relacion a la
energia de interaccidn ocasionada por las fuerzas estructurales Ug. Teniendo
en cuenta que para biosuperficies en agua las dos fuerzas debidas al solvente,
hidrofilicas e hidrofdbicas, tienen la misma longitud de decaimiento |= 1 nm
(van Oss, 1997), se puede escribir una energia de interaccién absoluta

proteina-agua-proteina (Berli et al. 1999a y 1999b),

w=w® _wO
w = (wq —27; Jexp(-h/I) (8.6.8)

w = AG exp(-h/1)

donde AG es la energia por unidad de area que representa el grado absoluto
de hidrofobicidad (4G < 0) o hidrofilicidad (4G >0).

Asimismo, la aproximacion de Deryaguin (Hunter, 1992; Israelachvili,
1995) permite obtener la fuerza entre dos esferas de radio a separadas por
una distancia h, a partir de la energia de interaccion por unidad de superficie

w(h),

F(h) = zaw(h) (8.6.9)
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Luego, la energia potencial de interaccion se obtiene integrando la fuerza en el

dominio de interés,

Us(h)=~[F(h')dn (8.6.10)

U (h) = 4G zal exp(- h/I) (8.6.11)

Las fuerzas de hidratacion y las fuerzas hidrofébicas son probablemente
importantes en la estabilidad de suspensiones de proteinas en el rango diluido
aunque son las menos comprendidas tedricamente, entre todas las fuerzas que
ocurren en estos fluidos complejos (Israelachvili, 1995). En el caso de proteinas
en agua se acepta el concepto de una capa de solvente estructural (Fennema,
1977). Asimismo, se reporta en la bibliografia la existencia de estas
interacciones en sistemas proteicos, las cuales serian las principales

responsables de la estabilidad de los mismos (Petsev y Vekilov, 2000).
Resultados obtenidos del analisis del factor de estabilidad coloidal

El calculo del factor de estabilidad coloidal W a partir de la energia de
interaccion total U compuesta solamente por las energias de interaccion que
conforman la teoria de la DLVO, no verifica los valores encontrados
experimentalmente (ver Tabla 8.4.1) debido a que, en las condiciones de
ensayo, considerando las energias de interaccion Ug y U, se obtiene un valor

de W =~ 1. Por tal motivo, se propone la existencia de una fuerza resultante del
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tipo no-DLVO que daria origen a una energia neta repulsiva Ug. La Tabla 8.6.1

muestra los valores de 4G en mJ.m™ necesarios para reproducir los valores
experimentales de W reportados en la Tabla 8.4.1, tomando una longitud de

decaimiento de | = 1nm =10 A y un radio de particula a ~R =106 A.

Tabla 8.6.1 Energia libre en mJm™

correspondientes a las energias no-DLVO
presentes en las soluciones de gelatina
maduradas a diferentes temperaturas.

T, (°C) AG (mJm™)
5 10.5
15 11.2
20 11.6
25 11.9

Los valores de AG obtenidos son del orden de magnitud esperados (ver, por
ejemplo, Israelachvili, 1995). Ademas, estos valores muestran que a medida
que la temperatura de maduracion decrece, AG es menor y la agregacion se
ve favorecida. En la Figura 8.6.1 se observa, a modo de ejemplo, la variacion

de las energias relativas a la energia térmica kgT, para la experiencia

realizada a la temperatura de maduracién de 5°C.

Cuando una proteina sufre un proceso de desnaturalizacion, se
producen una serie de cambios estructurales que favorecen la union de
moléculas de agua. Esto, estaria favorecido por (Fennema, 1977):
1-Ruptura de uniones puente hidrégeno proteina-proteina.
2-Ruptura de uniones idnicas.
3-Ruptura de uniones hidrofébicas mediadas por agua.

4-Disociacion de grupos hidrofébicos.
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Todos estos cambios favorecian colectivamente la generacion de un
incremento en el area interfacial de la proteina, un decrecimiento en las
interacciones intramolecular del tipo proteina-proteina y un incremento de las

interacciones proteina-agua (Fennema, 1977).

100

50

_100_J.' - ' - ' -

0,00 0,25 0,50
h/a

Figura 8.6.1. Energias potenciales de interaccion
relativas a la energia térmica kgT,, en funcion de

la distancia adimensional h/a entre moléculas

correspondiente a la experiencia realizada a la
temperatura de maduracién de 5°C. Las lineas
(—-~—) y (———) corresponden a las interacciones

del tipo DLVO Ug y U,, respectivamente,
mientras que la linea ( ------ ) corresponde a las
interacciones del tipo no-DLVO Ug. La linea llena
(——) corresponde a Ut =Ug +U, +Ug.

Como se menciondé anteriormente, el proceso de agregacién de
moléculas de gelatina estaria favorecido por el cambio de conformacion que se
produce cuando disminuye la temperatura, desde la estructura de cadena

erratica (random coil) a hélice de poliprolina. Este cambio podria ser
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interpretado como un proceso de re-naturalizacién parcial de la estructura
nativa helicoidal de las moléculas de gelatina (ver Capitulo 2), que estaria
favoreciendo la disminucion de la cantidad de moléculas de agua unidas
superficialmente a las proteinas. De esta manera, la energia de hidratacion
repulsiva disminuiria y las moléculas podrian acercarse para agregar mediante

la formacion de zonas de triple hélices intermoleculares.

£ 20

U, /kT

0,3 0,4

Figura 8.6.2. Energias potenciales de interaccion
total relativas a la energia térmica kgT,, en funcion

de la distancia adimensional entre moléculas de
gelatina. Las temperaturas de maduracién son:

5(-), 15(-==), 20(~+--) y 25°C (—).
En la Figura 8.6.2 se observa la variacion de la energia de interaccion total Ut
relativa a la energia térmica para las experiencias realizadas a las distintas

temperaturas de maduracion.Se observa que la barrera energética que deben

vencer la moléculas de gelatina para agregar es mas chica a medida que la
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temperatura de maduracién disminuye. En efecto, esta barrera energética

presenta valores de 21 a 25 veces la energia térmica kgT,, desde la menor

temperatura de maduracion de 5°C hasta la mayor de 25°C, respectivamente.

8.7 Soluciones ultra-diluidas (C <C,)

Con el propdsito de analizar la evolucion de cadenas de gelatina cuando

la concentracién es mucho menor a C. (zona ultra - diluida), se madur6 una

solucién de gelatina de concentracién 10 g/cm® a 25°C durante 168 horas

(siete dias). Como se detall6é previamente en la Seccion 8.2, este valor de T,

* . . .
es cercano a Ty y, por consiguiente, resulta apropiado para promover la

formacion de estructuras de triple hélice con conformacion de varillas rigidas
que involucra una evolucién intramolecular (Harrington y Rao, 1970). La Figura
8.7.1 muestra la evolucién de la viscosidad especifica a lo largo de todo el
tiempo de maduracién. Los resultados muestran que se produce un incremento
relativamente pequefio de la viscosidad especifica durante el tiempo de
maduraciéon. Solo se obtuvieron diferencias apreciables con respecto a la
viscosidad del solvente a las 24 horas, y luego de las 72 horas la viscosidad de
la soluciéon se mantuvo constante.

Estos resultados indican que la evolucion de las cadenas de gelatina en

el régimen ultra diluido (C <C,) es diferente al que se produce en el régimen
diluido (C; <C<Cy). En efecto, luego de las 72 horas se alcanza una

microestructura definitiva que solamente se puede explicar mediante la
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formacion de hélices intramoleculares en cadenas individuales (ver en el
Capitulo 4 la Figura 4.2.1). Mas aun, cuando se intento interpretar los datos
experimentales de la zona ultra - diluida se mediante la teoria de agregacion de

Smoluchowski, se obtuvieron valores muy bajos de t, y W (t, fue del orden

de 10™ horas lo que corresponde a un W < 1). Esto es fisicamente inadmisible
teniendo en cuenta los pequefios incrementos de la viscosidad especifica
durante un prolongado tiempo de maduracién hasta alcanzar un valor
constante, lo que indica un proceso lento. Por consiguiente, dicho proceso no

seria agregativo.
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Figura 8.7.1 Viscosidad especifica 7, en funcion del

tiempo de maduracién t,, de una solucién de gelatina
de concentracion 10° g/cm® a una temperatura de

maduraciéon de 25°C.
De estos resultados se podria inferir que la formacién de triple hélice
intramolecular es el fendbmeno basico en estas circunstancias, donde las

cadenas de gelatina evolucionan a estructuras mas compactas, como fue
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sugerido previamente (Harrington y Rao, 1970; Harrington y Karr, 1970; Busnel
et al., 1989).

El otro aspecto que se debe ser considerar en este analisis de la zona
de concentracién ultra-diluida es el hecho que podrian aparecer efectos
pseudoplasticos como consecuencia de la estructura de varilla rigida de las
cadenas simples de gelatina. Por ejemplo, las teorias cinéticas de dumbbells

rigidos (Bird, et al, 1977) predicen una ecuacion del tipo,

1326
1—— —- 8.7.1
)=k 1- 2 57 +fom * =) 87.1)
M
donde g = Ez]o—kny la cual indica que las soluciones de estas macromoléculas
AKg

del tipo de varillas rigidas deben presentar pseudoplaticidad.

Se observd que esta solucidn de gelatina se comporta como un fluido
newtoniano en un rango de velocidad de corte comprendido entre 50 y 2600 s
' a lo largo de todo el periodo de maduracién (los errores de ajuste de los
datos experimentales con la ecuacion (6.2.13) fueron ¢ <0,03 para todos los
tiempos de maduracion, indicando que no se encuentran efectos
pseudoplasticos significativos en este rango de velocidad de corte).
Desafortunadamente, resulta dificil aqui detectar pseudoplasticidad

experimentalmente debido a la respuesta débil reolégica de las soluciones

ultra-diluidas. En efecto, partiendo de la ecuacion (8.7.1) se encuentra que

] _ 1 18[[] nsM

2
asintéticamente L 7] , indicando que la deteccion de
[7l, ~ 350 NpkgT

pseudoplasticidad, la cual produce el decaimiento del 1% del valor de
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[7], ~960 cm®g, requiere de velocidades de corte mayores a 3000 s

aproximadamente, siendo estos valores significativamente mas grandes a los

alcanzados en la practica.

8.8 Conclusiones

Los resultados obtenidos muestran que para C. <C <Cy y para una

e * -y
temperatura de maduracién menor a Ty se produce la agregacion de cadenas

de gelatina mediante la formacién de clusters. Este proceso se puede
interpretar haciendo uso de la teoria de agregacion de Smoluchowski. En tal
sentido, se observé que a medida que el tiempo de maduracién aumenta, se
producen agregados mas heterogéneos. Asimismo, los agregados son mas
desordenados y ocluyen mayor cantidad de solvente cuanto menor es la
temperatura de maduracion. Este resultado se refleja en los pequefios valores
de dimension fractal obtenidos en estas experiencias. En cambio, los
agregados formados a mayores temperaturas son mas compactos y, por
consiguiente, se obtiene un mayor valor de dimension fractal, posiblemente

debido a que los procesos de crecimiento y reordenamiento de las estructuras
formadas se ven favorecidos cuando T, zTg .

Mediante la evaluacion del factor de estabilidad coloidal W se observa
que el proceso de agregacion es lento debido a que las moléculas de gelatina

deben vencer una barrera energética en el rango de 21 a 25 veces la energia

térmica kgT,. También se observa que, en la zona ultra — diluida, la

agregacion seria excluida debido a que en esta zona sélo se obtuvieron
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incrementos muy pequenos de la viscosidad especifica y luego de las 72 horas
de maduracion la viscosidad de las soluciones se mantuvo constante. Los
valores experimentales de esta zona de concentracion no se pudieron
interpretar mediante la teoria de agregacion de Smoluchowski. Estos
resultados indicarian que se produciria un plegamiento intramolecular debido a

la formacion de estructuras de triple hélice.
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Capitulo 9

O Estudio de soluciones de gelatina a diferentes pH y fuerzas idnicas

9.1 Introduccién

Como se mencion6 en el Capitulo 2, las moléculas de gelatina poseen
en la secuencia primaria aminoacidos basicos y acidos y cada uno de ellos
posee una constante de disociacion de protones diferente (Fennema, 1993;
Dickinson y Stainsby, 1982). Por consiguiente, las cadenas de gelatina en
solucién diluida pueden adoptar distintas conformaciones a diferentes pH
dependiendo asi del ambiente fisicoquimico en el que se encuentran disueltas.
Sin embargo, las interacciones intermoleculares (entre cadenas de gelatina) las
cuales se producen cuando éstas se encuentran formando soluciones
concentradas, estan condicionadas no solo por el estado de carga que posee
cada macromolécula (debida a la composicion electrolitica de la solucién), sino
también por la red de entrampamiento generada por las macromoléculas
circundantes.

El conocimiento de las distintas conformaciones que adoptan las
cadenas de gelatina en solucion diluida y de las interacciones que se producen
en soluciones concentradas debido al estado de carga total y neta es relevante
para el diseio de muchos procesos tecnoldgicos donde se utiliza esta
macromolécula. En este sentido, cabe mencionar que la gelatina se usa en la
confeccion de hidrogeles para la liberacidén controlada de farmacos donde, en
muchos casos, la inmovilizacion de estas drogas se basa en la induccion de
interacciones electrostaticas entre el compuesto farmacéutico y el hidrogel de

gelatina cargado. Ademas, la capacidad de hinchamiento (swelling) de estos
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hidrogeles depende del pH y de la fuerza iénica del medio fisicoquimico en el
que se encuentran estos sistemas y de la malla formada por el
entrecruzamiento covalente (Tabata e lkada, 1998; Fukunaka et al., 2002;
Einerson et al., 2002). Asimismo, entre otras aplicaciones, la gelatina se utiliza
en productos donde estas macromoléculas se mezclan con compuestos como,
por ejemplo, otras proteinas, carbohidratos y lipidos en condiciones de
soluciones concentradas. En consecuencia, la interaccion eléctrica que se lleva
a cabo entre la gelatina y estos compuestos resulta relevante para la
formulacién de nuevos alimentos.

Por otra parte, la composicion de aminoacidos de la gelatina que se
obtiene mediante el proceso de extraccidon alcalino es diferente a aquella que
surge luego del proceso de extraccidén acido (ver Capitulo 3). Por lo tanto, el
conocimiento de la naturaleza eléctrica (es decir el estado de carga total y neta)
de soluciones de gelatina provenientes tanto del proceso de extraccion acido
como del alcalino constituye una herramienta de utilidad para el disefio de
productos a base de gelatina.

Con el objetivo de obtener informacién concerniente al comportamiento
fisicoquimico de la gelatina a diferentes pH y fuerzas idnicas, en este capitulo
primero se estudian tedricamente mediante una teoria de escalas los diferentes
estados conformacionales que pueden adoptar las moléculas de gelatina en
solucion diluida antes de que comience el proceso de maduracion cuando
estas varian en su estado de carga. Segundo, haciendo uso de la reometria
capilar gravitatoria y la reometria rotacional descriptas en el Capitulo 6 se
evaluan soluciones de gelatina en las zonas de concentracion diluida

(Cc <C<Cy) y concentrada (C >C ) a diferentes pH y fuerzas ionicas (ver
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Capitulo 4 donde se detallan las particularidades de cada zona de
concentracion) y se arriba a conclusiones donde los resultados experimentales

se interpretan en términos de los conceptos teoricos revisados

9.2 Teoria aproximada de polianfolitos en solucion diluida: escalas

caracteristicas

Un polianfolito es una macromolécula cargada que posee grupos acidos,
alcalinos y neutros en su secuencia primaria. Bajo condiciones apropiadas,
como por ejemplo en solucién acuosa, estos grupos se disocian, generando
iones en la cadena y arrojando los contraiones a la solucién. Como
consecuencia de la ionizacion, la cadena polimérica posee cargas positivas y
negativas por tramos y, en cierto grado, se puede atribuir una variabilidad en la
distribucion de la carga lo cual permite un analisis estadistico de las
configuraciones que adoptan estas macromoléculas. Son ejemplos de
polianfolitos las proteinas desnaturalizadas (dentro de las que se encuentra la
gelatina), las proteinas en estado nativo y los polimeros sintéticos que poseen
monomeros acidos y basicos (Dickinson y Stainsby, 1982). Asimismo, si los
grupos son acidos o bases débiles (como es el caso de las proteinas) la carga
neta se puede variar cambiando el pH de la solucion (Dobrynin y Rubinstein,
1997; Dobrynin et al., 2004).

En virtud de interpretar el comportamiento de los polianfolitos en
soluciones diluidas desde el punto de vista descripto arriba, se puede visualizar
a una cadena de este tipo de macromoléculas como una secuencia de una

mezcla de N mondmeros positivos, negativos y neutros. En efecto, cada
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cadena posee una fraccion f, de monomeros cargados positivamente y otra
fraccion f_cargada negativamente. Asimismo, la asimetria de carga del
polianfolito N&F =|f,N —f_N| es igual a la diferencia entre el nimero de cargas

positivas y negativas presentes en el mismo y la fraccibn de carga total
f =f, +f_ es la suma de la fracciones de cargas positivas y negativas.

En soluciéon diluida, las moléculas de polianfolitos se encuentran
alejadas unas de otras y no interaccionan entre si. En estas circunstancias, la
conformaciéon de las cadenas en solucion queda determinada por la
competencia entre la repulsion ocasionada por cargas de igual signo dentro de
la misma cadena (la cual tiende a expandirla) y la atraccion generada por
cargas de signo opuesto que induce el colapso de la macromolécula.

Muchos autores investigaron el comportamiento de polianfolitos a través
de estudios experimentales y de analisis tedricos computacionales. A partir de
estas investigaciones, actualmente, existe cierto consenso de que cuando los
polianfolitos poseen una carga neta elevada (esta puede ser tanto positiva
como negativa), hay un predominio de la repulsion intramolecular y, de esta
forma, la cadena se comporta como un polielectrolito (Dobrynin y Rubinstein,
1997, Dobrynin et al., 2004; Higgs y Joanny, 1991). El término polielectrolito a
lo largo de esta tesis tiene un significado preciso en el sentido conformacional.
En efecto, un polielectrolito presenta una conformacion significativamente
extendida. Por otra parte, cuando los polianfolitos poseen carga neta cero,
pueden colapsar debido a la atraccidén electrostatica entre cargas de signo
opuesto formando, de esta forma, estructuras globulares compactas (Edwards
et al., 1980; Dobrynin et al., 1997; Srivastava y Muthukumar, 1996; Dobrynin et

al., 1997; Dobrynin et al., 2004). No obstante, cuando las cadenas poseen una
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baja cantidad de grupos cargados, tanto las atracciones como las repulsiones
son pequenas Yy, por consiguiente, permanecen en una configuracion
gaussiana la cual se podria interpretar como una cadena erratica (Higgs y
Joanny, 1991; Kantor et al., 1992; Dobrynin y Rubinstein, 1995; Srivastava y
Muthukumar, 1996; Bratko y Chakraborty, 1996; Dobrynin et al., 1997; Dobrynin
et al., 2004).

Frecuentemente, la carga neta de un polianfolito no es cero. En el caso
de los polianfolitos sintéticos, que usualmente, se generan por medio de
copolimerizacion aleatoria, esto es muy probable. En consecuencia, estas
moléculas poseen generalmente una carga neta (ver, por ejemplo, Mc Cormick
y Jonson, 1988; McCormick y Salazar, 1992; Candau et al., 1997;
Kudaibergenov, 1999). Por consiguiente, ademas de las fenomenologias
mencionadas arriba (comportamiento poliectrolito y formacion de glébulos
compactos como se describe con mas detalle abajo), existe una variedad de
conformaciones que dependen del estado de carga de las macromoléculas las
cuales merecen ser analizadas detalladamente en el marco de los estudios
tedricos reportados en la bibliografia.

De lo expuesto anteriormente, Dobrynin et al. (2004) sugieren que
cuando un polianfolito con un grado de polimerizacion N y una fracciéon de

carga total relativamente grande posee las cargas balanceadas (N =f_N)y a

su vez las cadenas son lo suficientemente largas, este colapsa debido a las
atracciones electrostaticas entre cargas de signo opuesto formando un gloébulo
compacto. Los autores describen a una cadena de polianfolito en el estado

colapsado como un arreglo denso de esferas de tamafio £ y numero g de

monomeros de tamafio b (en las proteinas b podria ser considerado del orden
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de la longitud del enlace peptidico el cual es igual a 3,8 A). El tamario de las

esferas & separa dos dominios diferentes: (a) para longitudes menores a & las
interacciones electrostaticas no alcanzan a perturbar la conformacién de la
cadena conservando asi una distribucion estadistica Gaussiana (&2 ~ b2g ); (b)
para longitudes mayores a & las atracciones electrostaticas provocan el

colapso de las cadenas formando la esfera.
Cada esfera con una carga neta positiva tiene mayor probabilidad de
estar rodeada de esferas con carga neta negativa. En este sentido, la energia

cohesiva entre esferas en solucion es kgT y es proporcional a la energia de
interaccion electrostatica entre dos esferas vecinas que poseen carga neta
eZ" y eZ  las cuales estan separadas por una distancia £. Esta energia de

interaccion electrostatica resulta,

e%Z%  kgTlgZ?
Armeé £

Uel(9)= (9.2.1)

donde I = e2/(47z<skBT) es la longitud de Bjerrum que representa la distancia a
la cual la energia de interaccion electrostatica entre dos elementos de carga e
en un medio con una constante dieléctrica ¢ es igual a la energia térmica kgT .

Una esfera que posee g monomeros tiene una valencia neta promedio

eZ :e(gf+ +g1=_)1/2 (donde gf, y gf_ son los numeros promedios de cargas

positivas y negativas en una esfera). Asi, Ug (g) se puede expresar,
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e“gf
Uailg)=-, - =—keTlgaf /¢ 9:2.2)

En el equilibrio, esta atraccidon electrostatica esta balanceada con la repulsion
debida a los contactos entre mondmeros de la cadena (impedimento estérico).

Esta energia repulsiva es g veces proporcional a la energia térmica kgT vy al

. . 3 .
cuadrado de la fraccidén volumétrica ¢ ~ gbs/f ~ ,ob3 de mondémeros dentro de

la esfera, siendo p = 9/53 la densidad de mondmeros dentro de una esfera.

En este sentido, esta energia repulsiva se puede expresar de la siguiente

manera,

Urep(9) = ksTag? ~ kgTa(ob? f = ksTg30® /¢8 (9.2.3)

El balance entre la repulsidon estérica y las atracciones electrostaticas

determina el tamafo de las esferas y el numero de monémeros dentro de ellas,

&~ bf(uf) (9.2.4. a)
g~ (uf)? (9.2.4. b)

donde u=Ig/b es un parametro de interaccion que es la relacion entre la

longitud de Bjerrum y la longitud del mondmero. De esta forma, las ecuaciones

(9.2.4.a) y (9.2.4.b) determinan la densidad de polimero dentro de un glébulo,
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p~g/Ed ~ufb® (9.2.5)

Asi, un glébulo (es decir una cadena de polianfolito en un estado de

colapso total) con una densidad monomérica p posee un tamafo,

13
R~(N/p)"® ~ b[uN—fJ (9.2.6)

A través de la ecuaciéon (9.2.6) se observa que a medida que aumenta la
fraccidon de mondmeros cargados f en una cadena de polianfolito que posee
las cargas balanceadas, el tamano de glébulo disminuye. Luego, la energia
electrostatica de un glébulo es igual a la contribucion de la energia

electrostatica de las N/g esferas (Dobryning et al., 2004),

Ugiob (R)~—kgT g%z kgTu2f2N (9.2.7)

Por consiguiente, una cadena colapsa cuando la energia atractiva

electrostatica Uy, supera a la energia térmica kgT. Como lo muestra la

ecuacion (9.2.7), esto sucede cuando se cumple la siguiente condicidon

(Yamakov, et al., 2000),

N >u=2f 2 (9.2.8)
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Asimismo, es relevante mencionar que el tamafo £ de una esfera

dentro de un globulo es del orden de la longitud de Debye, la cual se debe a los

grupos cargados en la cadena (Dobryning et al., 2004),
k2 =4ngfp~ b2 (uf )2 ~ 72 (9.2.9)

Existe otra contribucion importante a la energia libre de un glébulo de
polianfolito, la energia superficial. Cada esfera en la superficie del glébulo esta
rodeada por menos esferas que aquellas que se encuentran en el interior del
mismo. Dado que dos esferas dentro de un glébulo interaccionan entre si con

una energia del orden de la energia térmica kgT , entonces el costo energético
para llevar una esfera hacia la superficie también es proporcional a este valor.
Si S es el area superficial del globulo, existen entonces 8/52 esferas en la

superficie del glébulo y cada una de ellas hara una contribucién del orden de

kgT a la energia total del mismo. Este razonamiento conduce a la siguiente

estimacion de la energia superficial de un globulo (Dobryning et al., 2004),

Usup(R)zkBT;—zszT(uf)A'/?’NZ/S (9.2.10)

donde el area superficial S se estima como R? (ecuacion (9.2.6)). Asimismo,

la tension superficial y es la relacion entre la energia superficial Ug,, y el area

superficial S,
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yr—P B~ kgT (uf/b)? (9.2.11)

Esta expresion es muy importante porque permite calcular la estabilidad de la
estructura globular como se describe abajo.

Luego del andlisis de las energias actuantes en las moléculas de
polianfolitos, es posible concluir que las atracciones inducidas por fluctuacion
inducen al colapso de la molécula pero, por otro lado, la interaccién conjunta de
la energia superficial y la repulsién entre cargas del mismo signo la
desestabilizan produciendo una expansién de la misma. En efecto, la energia
de interaccion electrostatica repulsiva entre el exceso de cargas del mismo

signo resulta,

e2N2(f, +f )
4reR

Urep(R) = (9.2.12)

A partir de este razonamiento, es posible observar que un glébulo de
polianfolito pierde la estructura globular cuando la energia de interaccion

electrostatica repulsiva entre el exceso de cargas del mismo signo es
comparable con la energia superficial globular Usup(R)z yR?, este criterio de

estabilidad es similar al aplicado por Rayleigh a gotas liquidas cargadas

(Dobrynin et al., 2004), por consiguiente,

266 ¢ 2 2
lgN (sz r) z; (9.2.13)
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En este contexto, operando sobre la ecuacion (9.2.13), es posible estimar la

carga neta critica edZ;; a partir de la cual una cadena de polianfolito cargada

en forma aleatoria rompe su estructura globular compacta, esto es (Dobrynin et

al., 2004),

e6Z g ~eViN (9.2.14)

De esta forma, un polianfolito se encuentra en estado colapsado cuando posee

una carga neta menor a e+/fN . No obstante, cuando la carga neta es superior
a la carga neta critica la cadena de polianfolito se expande reduciendo su
energia total mediante la disminucion de la energia de interaccion electrostatica
por medio de la creacion de una mayor interfase polimero-solvente.

Uno de los modelos mas utilizados para describir a un polianfolito que
posee una carga neta mayor a la carga neta critica es aquel que considera a la
cadena con una conformacién del tipo de collar de perlas (necklase globule)
como se muestra, en forma esquematica, en la Figura 9.2.1 (Bratko vy
Chakraboty; 1996; Dobrynin y Rubinstein, 1997; Dobrynin et al., 2004). Las
regiones globulares de la molécula poseen una carga neta baja y, por
consiguiente, la energia atractiva electrostatica hace que en estas zonas la
cadena colapse. Por otro lado, en las regiones con elevada asimetria de carga,
la repulsion Couldombica produce la elongaciéon de la cadena (Dobrynin et al.,
1997; Dobrynin et al., 2004). En efecto, la cadena de polianfolito se puede
visualizar como una secuencia de pequenas cuentas de diametro D
conectadas por delgados segmentos lineales denominados conectores de

longitud |, (Dobrynin et al., 2004).
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El nUmero de monédmeros m en cada cuenta de diametro D se

encuentra determinado por la condicion de estabilidad de Rayleigh, es decir,
) - 2 _ 282/12
cuando la energia superficial de una cuenta yD* ~kgT(uf)*D /b es del

orden de su energia electrostatica repulsiva(eéfm)2/47reD (Dobrynin et al.,

2004),

(9.2.15)

ICOI’]

Figura 9.2.1 Esquema que muestra Ila
conformacién en collar de perlas que posee
cuentas de tamarfio D, conectores de longitud |4,

compuesto por esferas de tamano &.

La tension superficial ¥ se estima con la ecuacién. (9.2.11) y &f es la asimetria

de carga (of :|f+—f_|). Las cuentas de densidad p poseen un tamafo
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D ~ (m/p)"®. Mediante la sustitucion de esta relacion en la ecuacion (9.2.15) y
utiizando la ecuacién (9.2.5) para p es posible estimar el niumero de

monodmeros en una cuenta, asi,

m ~ f/(oF P (9.2.16)

Mediante este analisis tedrico es posible concluir que existe mas de una
cuenta en la cadena cuando el numero de monémeros en cada una de ellas es
menor que el numero de mondmeros de la cadena de polianfolito N . Asimismo,
el numero de mondémeros en una cuenta aumenta a medida que la asimetria de
carga of decrece (ver ecuacion (9.2.16)).

Como se detalld6 anteriormente, las cuentas estan separadas por

conectores compuestos de esferas de tamano & (ver Figura 9.2.1). La longitud
de equilibrio del conector |.,, se obtiene igualando la energia superficial de un

conector &l ~KgT (Uf )leon /b con la energia de repulsién electrostatica

entre dos cuentas vecinas (eéfm)2/47rglcon (Dobrynin et al., 2004) ,

(9.2.17)

2
kBT (uf)lcon ~ (eéfm)
b 4relg,

Por consiguiente, la longitud del conector se puede estimar resolviendo la

ecuacion (9.2.17) cuando se hace uso de la ecuacioén (9.2.16); es decir,

con b/ ~bm (9.2.18)
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A través de la ecuacion (9.2.16) se observa que la longitud del conector
aumenta a medida que la asimetria de carga decrece. Asimismo, cuando la
asimetria de carga decrece las cuentas crecen en tamafo acumulando mayor
cantidad de carga. Este aumento de la carga obliga a que la longitud del
conector también aumente en la misma proporcién para minimizar la repulsiéon
electrostatica entre cuentas vecinas.

Cuando la molécula se encuentra en el régimen de polielectrolito, es

decir que posee una asimetria de cargas mayor a No&f > Nuf 32 (Dobrynin et
al., 1997) y que, ademas, no existe adicion de sal ésta se encuentra expandida
en su maxima longitud debido a la repulsién creada por el exceso de carga
(Kantor et al., 1994; Dobrynin et al., 1997 y Dobrynin et al., 2004). En la Tabla
9.2.1 resumen las energias que condicionan el estado conformacional de un

polianfolito.

Tabla 9.2.1. Energias de interaccion que condicionan los estados
conformacionales de una cadena de polianfolito.

Tipo de Energia Expresién Matemética
Energia de interaccion e?gf
electrostatica atractiva entre Ug (9)~ - amee kgTlggf /&

esferas dentro de un glébulo

Energia de interaccion
repulsiva debida a los
contactos entre monémeros
de la cadena dentro de la
esfera (impedimento
estérico).

Urep (g)z kBTg¢2 ~ kBTg(pb3)2 ~ kB-I-g?’bG/Cf6

Energia de interaccion
electrostatica atractiva de un

Ugiob (R)~ —KgT %% ~ kgTu?f 2N

glébulo
Energia superficial de un S 43 23
glébulo Usup(R)~ kgT Eh keT (uf)°N?
Energia de interaccion ILN2(f —f P
electrostatica repulsiva entre Ug (R)z B (+ —)

R
el exceso de cargas del

mismo signo en un glébulo
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A partir del analisis tedrico realizado en esta seccidn, se observa que el
tamano y la forma de un polianfolito en solucién diluida libre de agregado de sal
queda determinado por el balance de cuatro factores: (1) la entropia de la
cadena que tiende a mantener al polimero en una conformacion estadistica
Gaussiana; (2) las atracciones entre cargas de signo opuesto inducidas por
fluctuacidon que tienden a colapsar la cadena en un globulo; (3) las
interacciones entre mondémeros de la cadena (impedimento estérico) que
estabilizan el tamafio del glébulo; (4) cuando la cadena no posee carga neta
cero (es decir si tiene carga neta positiva o negativa) la repulsion de tipo
Coulémbica entre cargas del mismo signo tienden a expandirla. No obstante, la
importancia relativa de estos factores depende de la fraccion de cargas

positivas f, y negativas f., de la secuencia de cargas, del grado de

polimerizacion N y del pardmetro u. La Figura 9.2.2 muestra un diagrama de
los estados conformacionales de una cadena de polianfolito en funcién de la
asimetria de carga y de la fraccion total de monémeros cargados reportados
por Dobrynin et al. (1997). Debido a que esta teoria permite obtener solamente
valores que representan el orden de magnitud de las energias de interaccion
intramoleculares, es preciso observar que los limites cuantitativos que
determinan la conformacion que presentan los polianfolitos (ver Figura 9.2.2)
aun dependen de la generacion de una teoria mas precisa que permita evaluar
las constantes de proporcionalidad. No obstante, esta teoria resulta util como
marco de referencia para el analisis conformacional de polianfolitos en solucién
diluida y permite comprender los cambios que se producen en la

microestructura de estas macromoléculas al variar el estado de carga.
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No obstante, la adicion de sal puede inhibir la repulsion debido al exceso
de cargas del mismo signo y la atraccién entre cargas opuestas (Dobrynin et
al., 2004). Como se menciond anteriormente, en el régimen polielectrolito, y
cuando no hay agregado de sal, la cadena de polianfolito se encuentra en su
maxima longitud debido a la repulsidn entre el exceso de cargas del mismo
signo. Cuando se agrega sal a la solucion, la longitud de Debye decrece y la
repulsion entre cargas disminuye. Este efecto produce una disminucion del
tamano de la cadena. A medida que se agrega mas cantidad de sal la longitud
de Debye en el seno de la solucién resulta menor que la longitud de Debye
interna en el dominio del polianfolito debido a la presencia de mondmeros
cargados, por consiguiente, un mayor agregado de sal produce inhibicién de
las atracciones inducidas por fluctuacién provocando el hinchamiento o
expansion de la cadena. En el régimen polianfolito el agregado de sal solo
aumenta el tamafo de la macromolécula debido a que las atracciones

inducidas por fluctuacién son inhibidas por los iones salinos.

A
of u 312
Collar de
Polielectrolito perlas
fl/2N-1/2
u-1/2N-3/4
Coil Glébulo
>
u-lN-1/2 f

Figura 9.2.2 Esquema que muestra los distintos
estados conformacionales de una cadena de
polianfolito en soluciéon diluida en funcién de la
asimetria de carga y la fraccion total de monémeros
cargados (Dobrynin et al., 1997).
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9.3 Aplicacion de la teoria de polianfolitos a moléculas de gelatina

En esta seccidén se presenta un analisis tedrico de la conformacion de
cadenas de gelatina en solucién diluida en distintos medios fisicoquimicos
haciendo uso de la teoria de polianfolitos descripta en la seccion 9.2.

Como se menciond anteriormente en el Capitulo 3, la gelatina es un
biopolimero polidisperso que posee una distribucién de peso molecular MWD .
En este sentido, en el Capitulo 5 se describe en forma detallada la obtencién
de dicha distribucion mediante la técnica de PAGE-SDS y el célculo de los

pesos moleculares promedios M, y M, .

A partir de una secuencia peptidica de una cadena de gelatina de vaca
(Bos Taurus) reportada en el Protein Data Bank (PDB) que posee 779
aminoacidos con un peso molecular de 71170 Da se construyé una cadena
genérica que posee esta misma composicién de aminoacidos (igual proporcion)
pero con un peso molecular correspondiente al M, de la gelatina caracterizada

en esta tesis. En efecto, la cadena genérica de peso molecular M, =133 KDa

posee 1456 aminoacidos en una proporcidon equivalente a la reportada en el
PDB. La Tabla 9.3.1 muestra el numero de aminoacidos cargados en un total
de 1456 aminoacidos de la cadena genérica.

Tabla 9.3.1. Composicién de aminoacidos cargados de una
gelatina de vaca extraida mediante el proceso alcalino.

Aminoécido Numero sobre un total
de 1456 aminoacidos
Tyrosina (Tyr) 9.35
Arginina (Arg) 71.06
Histidina (His) 5.61
Cisteina (Cys) 0
Lysina (Lys) 54.23
Acido Aspartico (Asp) 48.62
Acido Glutamico (Glu) 63.58
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Asimismo, para este analisis se tomo6 un tamafio de monémero b= 3,8

[0}
A el cual corresponde a la longitud del enlace petidico (Flory, 1969).
Considerando el numero y la composicion de aminoacidos de la cadena

de gelatina y haciendo uso de los datos de pK, reportados en la Tabla 2.6.1 se

calculo valencia neta Z = N&f y el nimero total de grupos cargados Z* +Z~ de
la cadena para distintos pH comprendidos entre 2 y 12. Este procedimiento se
llevé a cabo considerando la cantidad de cada residuo de aminoacido cargado
presente en la cadena genérica (ver Tabla 9.3.1) y contemplando, ademas, los

pK, de los grupos amino (pkNHg) y carboxilo (pKcoon ) terminales de la

misma. En efecto, la carga neta de una molécula de gelatina es (Piaggio et al.,

2005),

eZ =Y eZ (9.3.1)

siendo eZ; la carga de los i-grupos cargados presentes en la molécula.

Asimismo, el valor de Z; se puede obtener de la siguiente manera,

n;

"
ZI _1+1Oi(pKa|—pH)

(9.3.2)

donde los signos (+) y (-) se definen de acuerdo a las propiedades acidas o
basicas de los grupos cargados. Asimismo, la ecuacion (9.3.2) contempla el pH
de la solucion donde se encuentran disueltas las cadenas de gelatina. Luego,

la asimetria de carga Z = Ndf se obtiene considerando tanto los i =7 tipos de
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aminoacidos cargados como la cantidad de cada uno de ellos (ver Tabla 9.3.1)

y los grupos amino y carboxilo terminales,

7 n 1 1
— - B

La Figura 9.3.1 muestra los resultados obtenidos donde se observa que
el numero neto de grupos cargados o asimetria de carga Z =Nd disminuye
bruscamente desde el pH 2 hasta el pH 4,48 donde se alcanza una carga neta
nula. Luego, la carga neta aumenta hasta un valor de pH 6. A partir de este
valor de pH y hasta un valor de pH 9 el aumento de la carga neta es menos
pronunciado. Resulta relevante destacar, que en este rango de pH se
encuentra el pH fisiolégico en el cual las moléculas de colageno (material
histolégico de donde se obtiene la gelatina) cumplen su funcién natural de
sostén estructural. A partir de pH 9 la carga neta aumenta en forma mas
pronunciada hasta el valor pH 12. Mediante este proceso de calculo se obtuvo
el valor pl = 4.48 de la cadena. Este resultado es el esperado para una gelatina
producida mediante un proceso de extraccion alcalino.

En este marco de trabajo cuantitativo, la variacion de la fraccion de
carga total f de la cadena se muestra en la Figura 9.3.2, donde se observa
que f aumenta desde pH 2 hasta pH 6, a partir del cual f se mantiene
aproximadamente constante hasta pH 9. Finalmente, a partir del pH 10, f

desciende nuevamente hasta el ultimo valor de pH calculado (pH 12).
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160
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120 - \
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N
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Figura 9.3.1. Asimetria de carga Z =Nof en funcion
del pH de una cadena de gelatina en solucion diluida
considerando la secuencia de aminoacidos
reportada en la Tabla 9.3.1.

La Figura 9.3.2 también permite observar que la gelatina es una
macromolécula que posee entre un 9% a 21% de los aminoacidos cargados
dependiendo del pH de la solucién en la que se encuentre disuelta. En este
sentido, se puede considerar a esta macromolécula como un polianfolito
débilmente cargado.

De las Figuras 9.3.1 y 9.3.2 se observa que al variar el pH de la solucion
las moléculas de gelatina varian tanto su fraccion de carga total como la
valencia neta simultdneamente. Este aspecto debe ser tenido en cuenta

cuando se desea conocer cual es la conformacion que presentan estas

macromléculas en solucion a los distintos pH.
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0,20

0,16

0,12 -

0,10 - /'

P

0,08 L

Figura 9.3.2. Fraccion total de carga f en funcién
del pH para una cadena de gelatina en solucion
diluida con la composicion de aminoacidos reportada

enla Tabla 9.3.1.

En la Tabla 9.3.2 se muestran los valores numéricos obtenidos de f__,

f , f y & obtenidos para la muestra de gelatina cuya composicion se reporta

en la Tabla 9.3.1.

Tabla 9.3.2. Fraccion de cargas positivas f,, fraccion de cargas

negativas, fraccién total de cargas f y fraccion de cargas netas & a
diferentes pH para una molécula de gelatina que posee la composicion
de aminoacidos reportada en la Tabla 9.3.1.

pH f, f f of
2 0.09059 0.00141 0.09199 0.08918
3 0.09058 0.01075 0.10133 0.07983
4 0.09055 0.05782 0.14836 0.03273
5 0.09024 0.11479 0.20503 0.02455
6 0.08866 0.12863 0.21729 0.03997
7 0.08707 0.13023 0.21731 0.04316
8 0.08665 0.13044 0.21709 0.04379
9 0.08552 0.13091 0.21643 0.04538
10 0.07759 0.13336 0.21095 0.05576
11 0.05670 0.13615 0.19285 0.07946
12 0.03788 0.13675 0.17464 0.09887
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La Figura 9.3.3 muestra la variacion del logaritmo de la fraccion de carga

neta of :|f+—f_| en funcion del logaritmo de la fraccion total de grupos

cargados f permitiendo, de esta manera, visualizar esta problematica.

Teniendo en cuenta el diagrama de estados conformacionales de
moléculas de polianfolitos en ausencia de sales reportados por Dobrynin et al.
(1997) (ver Figura 9.2.2), analizando los distintos estados de carga que poseen
las moléculas de gelatina a los diferentes pH y aplicando los conceptos tedricos
revisados en la seccién 9.2 se puede realizar un analisis cualitativo de las
posibles conformaciones que pueden presentar las moléculas de gelatina. Se
observa que a los pH 2 y 3 las cadenas de gelatina probablemente se
encuentran en una conformacion de polielectrolito debido a que éstas poseen
una fraccién total de carga f baja y una elevada asimetria de carga of . Por
otra parte, a pH 4, las moléculas podrian encontrarse en una conformacién de
cadena erratica (coil) o de glébulo debido a que tanto f como Jf son bajas. A
pH 5, las cadena de gelatina poseen f medianamente elevada y of baja, por
consiguiente, en esta situacion las cadenas de gelatina podrian estar en la
conformacién de glébulo. A los pH 6, 7, 8, 9 y 10 probablemente las cadenas
de gelatina se encuentren en la conformacién de collar de perlas y, finalmente
a los pH 11 y 12 nuevamente adoptarian la conformacion de polielectrolitos
debido a que & toma valores de intermedios a elevados siendo a su vez f
elevada (ver Figura 9.2.2).

Asimismo, en la Figura 9.3.3 se realiz6 un reticulado o malla formado por
rectas igualmente especiadas que poseen pendientes 0.5 y 1.5. Estos valores
de pendientes se seleccionaron a partir de los valores criticos de corte

mostrados en la Figura 9.2.2. En efecto, si se aplica el logaritmo decimal al
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limite de corte entre la conformacién globular y la conformacién de collar de
perlas se obtiene una recta con pendiente 0.5 y si el mismo procedimiento se
realiza para el limite de corte entre la conformacién de collar de perlas y la

conformacién de polielectrolito se obtiene una recta de pendiente 1.5.

TOT pH2

pHS
T Tt
-0,80 -0,75 -0,70 -0,65 -0,60

e R ST
-1,10 -1,05 -1,00 -0,95 -0,90 -0,85

log f

Figura 9.3.3. Fraccion de carga neta & =|f, —f_| en
funcién de la fraccion total de carga f de una

cadena de gelatina en solucion diluida que posee la
composicién de aminoacidos reportada en la Tabla
9.3.1.

Al tratarse de una teoria de escalas, no es posible obtener las
constantes de proporcionalidad que permitirian obtener el par de rectas que
determinan los limites de corte exactos. No obstante, resulta util analizar
algunos casos. En la Figura 9.3.4 se muestran cuatro ejemplos donde se
establecen los limites conformacionales. Claramente se observa que en todos

los casos cuando la solucion posee pH 5 las cadenas de gelatina se

encontrarian en un estado globular y que tanto a los pH extremos tanto acidos
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(pH 2 y 3) como alcalinos (pH 11 y 12) las macromoléculas se encontrarian en

la conformacién de polielectrolito.

(a) (b)
log & T
10 T
12 o \ )
14 S
e pHS
Uy e T e ey I AT N T S AT G T S Ve il
-1,10 1,05 -1,00 -0,95 -0,90 -0,85 -0,80 -0,75 -0,70 -0,65 -0,60 -1,10 1,05 -1,00 -0,95 -0,90 -0,85 -0,80 -0,75 -0,70 -0,65 -0,60
log f log f
(c) (d)

log f

-1,10 -1,05 -1,00 -0,95 -0,90 -0,85 -0,80 -0,75 -0,7

T
0 -0,65 -0,60

L S =y
-1,10 -1,05 -1,00 -0,95 -0,90 -0,85 -0,80 -0,75 -0,70 -0,6:

log f

5 -0,60

Figura 9.3.4: Logaritmo de la fraccion de asimetria de carga de cadenas de
gelatina en funcién del logaritmo de la fraccidn de carga total. Las figuras (a),
(b), (c) y (d) muestran distintos limites conformacionales posibles

Asimismo, en el rango de pH comprendido entre 6 y 10 se observa que

las cadenas de gelatina podrian estar formando estructuras con

conformaciones del tipo collar de perlas. En cuanto al la conformacion
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adoptada por las moléculas de gelatina a pH 4 no se podria definir si estas se
encontrarian en conformacion erratica (ver Figura 9.3.4 a y d), globular (ver
Figura 9.3.4 c) o de polielectrolito (ver Figura 9.3.4 b).

Con el fin de obtener datos que permitan realizar una estimacién
semicuantitativa de las diferentes conformaciones macromoleculares que
pueden adoptar las moléculas de gelatina a los distintos pH, se utilizaron los
conceptos tedricos revisados en la seccion 9.2 y se obtuvieron dimensiones,
que aunque sélo permiten estimar escalas u érdenes de magnitud, sirven como
marco de referencia de la problematica planteada la cual, actualmente, posee
un grado de conocimiento poco desarrollado segun lo reportado en la literatura.

Considerando las ecuaciones (9.2.4. a y b) se obtuvieron los valores del

tamafo de las esferas & y el numero de monémeros g en cada una de ellas

para los diferentes estados de carga a los distintos pH. Estos resultados se

muestran en las Figuras 9.3.4 y 9.3.5 respectivamente.

22 |- \
20

18 -

—~ 16
<
wp 14 +
=
12
10 '/.
.\l—lllll/'
8 1 1 1 1 1 1
2 4 6 8 10 12
pH

Figura 9.3.5 Tamafo de las esferas & en funcion del

pH de cadenas de gelatina en solucion diluida. La
composicién de aminoacidos se reporta en la Tabla
(9.3.1).
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En la Figura 9.3.5 se observa que ¢ disminuye desde pH 2 hastapH 6y

luego se mantiene constante hasta un pH de aproximadamente 9 a partir del
cual aumenta nuevamente su tamafo hasta el pH 12, aunque este aumento no
es muy pronunciado. Consistentemente, la misma tendencia muestra el numero
de mondmeros dentro de cada esfera g (ver, Figura 9.3.6). En este sentido, es
relevante notar que a los pH 2 y 3, donde las esferas son mas grandes, las
cadenas de gelatina estarian en una conformacion de polielectrolito y, de esta

forma se formaria una estructura mas rigida y expandida.

35

30

/

25
20

15

10:— \ -/.
—

Figura 9.3.6 Numero de mondmeros gen cada esfera
en funcion del pH para cadenas de gelatina en
solucién diluida. La composicion de aminoacidos se
reporta en la Tabla (9.3.1).
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La Figura 9.3.7 muestra la variacién del tamano de cuentas D y de la

longitud de los conectores |, a los diferentes valores de pH. Se observa que

en la zona del punto isoeléctrico las cuentas alcanzan el tamafio maximo vy,
consecuente como lo predice la teoria para polianfolitos, la longitud del
conector también aumenta debido a que la elevada carga acumulada en las
cuentas fuerza a incrementar la longitud de los conectores en virtud de
minimizar la repulsion electrostatica entre dos cuentas vecinas. Asimismo, en la
zona de pH comprendido entre 6 y 10 se observa una zona estable donde

ambas dimensiones se mantienen aproximadamente constantes.

70 n

60

50

J \\

(A)
&

1 0 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1

pH

Figura 9.3.6 Longitud del conector (m) y
tamafo de las cuentas (e) en funcion del
pH para cadenas de gelatina en solucion
diluida. La composicion de aminoacidos se
reporta en la Tabla (9.3.1).

Teniendo en cuenta el niumero total de esferas Nzt =N/g, el nimero de

esferas en cada conector Ngcon =leon/é Y €l nimero de esferas en una
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cuenta Ngc =m/g, se obtiene el nUmero de cuentas en una cadena ng, es

decir,

N+ +N
c = ET ECON (934)
Necon +Nec

La Figura 9.3.8 muestra el numero de cuentas en una cadena en funcion del

pH.

50 -

a0 L]

30

20

Figura 9.3.8 Numero de cuentas por cadena
n. en funcion del pH para cadenas de

gelatina en solucién diluida. La composicién
de aminoacidos se reporta en la Tabla
(9.3.1).
Se observa que en los pH extremos acidos 2 y 3 las cadenas de gelatina

estarian constituidas por un elevado numero de cuentas mientras que en la

zona del punto isoeléctrico éstas tendrian una estructura mas compacta
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compuesta de cuatro cuentas aproximadamente. Por otro lado, en la zona
comprendida entre los pH 6 y 9 las cadenas de gelatina estarian compuestas
de 9 a 16 cuentas y para valores de pH mayores éstas tendrian un numero de
cuentas mayor a 30. Asimismo, es relevante notar que el numero de conectores

por cadena es ng,, =n; —1.

9.4 Viscosidad reducida de soluciones diluidas de gelatina para diferentes

pHy fuerzas iénicas

Preparacion de las soluciones

Con el objetivo de evaluar el comportamiento reométrico de soluciones
diluidas de gelatina a diferentes pH y fuerzas iénicas se realizaron ensayos de
reometria capilar gravitatoria. Estas experiencias se llevaron a cabo utilizando
el viscosimetro capilar gravitatorio disefiado especialmente para obtener un
rango de velocidades de corte bajas (ver Capitulo 6). Se evalud la viscosidad

reducida 7,.q de las soluciones de gelatina a distintos pH y fuerzas ionicas,
donde en todos los casos los valores de 7,4 resultaron del orden de magnitud

de la viscosidad intrinseca (ver Capitulo 7 y 8 una discusion mas detallada de
este aspecto).

Para este estudio se utilizd la misma muestra de gelatina analizada a
través de los ensayos de viscosidad intrinseca a diferentes historias térmicas y
viscosidad especifica en funcion del tiempo de maduracion (ver caracteristicas

de esta muestra de gelatina en el Capitulo 7) la cual posee un peso molecular
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promedio M,, =133 KDa obtenido mediante PAGE-SDS (ver los detalles de

este estudio en el Capitulo 5).

Para la determinacion de la viscosidad reducida a los distintos pH y
fuerzas idncas se prepararon soluciones diluidas de gelatina con una
concentracion de 2 10 g/cm®. La fuerza idnica se establecié en con cloruro de
sodio (NaCl) y el pH con acido clorhidrico (HCI) e hidroxido de sodio (NaOH)
para las soluciones con pH acidos o alcalinos respectivamente. Para la
disolucidén de la gelatina se realizd primero una etapa de hidratacion de diez
minutos con agua deionizada a 50°C y luego otra etapa de disolucién total en
un volumen cercano al volumen final con el contenido de NaCl a la misma
temperatura. Esta etapa se realizd6 con agitacidon durante cuarenta minutos.
Seguidamente, se ajusté el pH con NaOH o HCI, se completd el volumen final
verificando el pH requerido. Asimismo, se adicioné azida sédica en una
concentracion de 0,02% para prevenir degradaciones bacterianas. Mediante
este procedimiento se prepararon soluciones con diferentes valores de pH (pH
3,4,5, 6,7, 8,9, 10) y a fuerza idnica (I= 6, 20, 110, 300 y 500 mM). Las
soluciones se filtraron y se almacenaron en botellas de vidrio color caramelo
para evitar el contacto con la luz. Antes de realizar los ensayos reométricos las
soluciones se calentaron a 50°C durante una hora bajo agitacion con el objetivo
de eliminar las posibles asociaciones producidas durante el tiempo
comprendido entre la preparacion de las mismas y los ensayos experimentales
lo cual insume un cierto tiempo. Finalmente se midid la viscosidad aparente de
las soluciones a 25°C y se obtuvo el valor de la viscosidad reducida

Nred =1 —1s/nMsC considerando la viscosidad del solvente 75 y la

concentracion de las soluciones diluidas.
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Resultados

Al igual que en las experiencias realizadas para obtener la viscosidad
intrinseca (Capitulo 7) y la viscosidad especifica en funcion del tiempo de
maduraciéon (Capitulo 8), en todos los casos (es decir para todos los pH y las
fuerzas ionicas) las soluciones se comportaron como fluidos newtonianos en el
rango de velocidad de corte comprendido entre 50 y 2800 seg™'. En efecto, los
datos experimentales de H versus t se ajustaron satisfactoriamente con la

ecuacion (6.2.12) (ver Capitulo 6) arrojando coeficientes de regresion lineal

cuadrado r? > 0,999 y errores relativos de ajuste ¢ <0,02.

La Figura 9.4.1 muestra el comportamiento de la viscosidad reducida de
las soluciones diluidas de gelatina con el pH y la fuerza iénica. Se observa
claramente que en la zona de pH correspondiente a la zona del punto
isoeléctrico (pl ~4-5) la viscosidad reducida alcanza un minimo en todos los
valores de fuerza i6nica ensayados. Esto indica que con la variacién del pH en
un pequenfo rango alrededor del pl las atracciones electrostaticas entre cargas
de signo opuesto conducen al colapso de cada cadena de gelatina
conduciendo a la formacion de estructuras con un radio hidrodinamico menory,

por consiguiente, una disminucion de la 7,4 . Por el contrario, para pH alejados
de la zona del pl 7,4 aumenta gradualmente hacia valores de pH extremos.

Esto se deberia a que a medida que aumenta la carga neta de las
macromoléculas (estas seran positivas en las zonas de pH acidos y negativas
en las zonas de pH alcalino) se produce la expansion de las mismas como

consecuencia de la repulsion electrostatica entre cargas del mismo signo.
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Figura 9.4.1. Efecto del pH y la fuerza idnica
en el comportamiento de soluciones diluidas
de gelatina para una concentracion de 2 107
g/cm® en un amplio rango de pH para las
fuerzas i6nicas (m) 6 mM, (e) 20 mM, (A)
110 mM, (V) 300 mM and (4¢) 500 mM.
El efecto de la fuerza idnica también se muestra en la Figura 9.4.1.

donde se observa que la 7,4 Y, por lo tanto, el tamafio de las macromoléculas

disminuye a medida que se agrega mayor cantidad de sal en los rangos de pH
donde las macromoléculas poseen una asimetria de carga elevada (ver en
Figura 9.4.1 a pH 10). En estas circunstancias, el agregado de sal inhibe las
repulsiones electrostaticas (mediante el apantallamiento de las cargas)
provocando que la macromolécula adopte una estructura mas compacta
disminuyendo, de esta manera, el radio hidrodinamico.

Por otro lado, en la zona de pH del pl (ver en Figura 9.4.1 a pH 4-5) el

tamano de las macromoléculas y, consecuentemente, 7,4 aumentan a medida
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que se agrega mayor cantidad de sal. Esto se deberia a que en la medida que
las atracciones electrostaticas entre cargas de signo opuesto y relativamente
iguales en numero se inhiben por el apantallamiento de las cargas por parte de
los iones salinos.

En las zonas de pH intermedios, se encuentran presentes tanto las
atracciones entre cargas de signo opuesto como las repulsiones entre cargas
del mismo signo. En este sentido, para un analisis mas detallado de este
fendmeno se presenta, a continuacion, la Figura 9.4.2 la cual muestra la
variacion de la viscosidad reducida en funcién de la fuerza iénica para valores
constantes de pH.

A pH 3, por ejemplo, por la fraccion de carga total y neta que posee la
gelatina (ver Tabla 9.3.3) y considerando, ademas, lo discutido en la seccidn
9.3, las moléculas de gelatina se encontrarian, probablemente, en una
conformacién de polielectrolito en ausencia de iones salinos. En este sentido, la
adicién de sal obligaria a las macromoléculas a adoptar la conformacién de
collar de perlas (necklace globule) mediante el apantallamiento de las
repulsiones electrostaticas. A fuerzas i6nicas mayores a 100 mM la adicion de
mayores cantidades de sal induce a que las moléculas de gelatina evolucionen
a una transicién en cascada de conformaciones en collar de perlas con mayor
numero de cuentas (Dobrynin et al., 1996; Dobrynin y Rubinstein, 2004) y, por
lo tanto, el tamafio hidrodinamico de es estas estructuras aumenta nuevamente

reflejandose en el aumento de la 7,4 .- Un comportamiento similar se observa a

pH 4.
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Figure 9.4.2 Viscosidad reducida de soluciones
diluidas de gelatina a una concentracion de
2.10° g/cm® en funcién de la fuerza iénica a los
pH3 (m), 4 (+),5( ), 6(0) 7(*), 8 (A), 9 (0)y
10 (V).
Asimismo, la Figura 9.4.2 muestra que a pH 5 (cerca del punto

isoeléctrico) r,.q4 aumenta para todos los valores de fuerza idnica usados en
las experiencias. En este caso, las moléculas de gelatina en ausencia de sal se
encontrarian en un estado de globular. La adicién de sal solamente induciria
una expansion de la molécula mediante el aumento progresivo del numero de
cuentas provocando, de esta forma, la expansion de la cadena y el aumento

del radio hidrodinamico con el consecuente aumento de la 7,¢q4 . Un fenomeno
similar se observa a pH 6.
A los pH 8 y 9 la Figura 9.4.2 muestra que 7,4 presenta un

comportamiento similar que a pH 3. En este caso, primeramente, el tamano de

las macromoléculas disminuiria (lo cual se refleja en la disminucion de 7,4 )
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debido a la inhibicidn de las repulsiones electrostaticas provocando, de esta
forma, el aumento del tamano de las cuentas a expensas de la reduccion de la
cantidad de las mismas presentes en cada cadena de gelatina. Luego, por
encima de un valor de fuerza iénica de 100 mM aproximadamente, la inhibicion
de las atracciones electrostaticas entre cargas opuestas produciria la

expansion de la cadena (y el consecuente aumento de 7,.,q) mediante el

aumento del numero de cuentas.

Finalmente, a pH 10 7,4 solamente disminuye con el agregado de sal.

En este caso, las cadenas de gelatina evolucionarian a estructuras mas
compactas a medida que la fuerza idnica aumenta, debido a la inhibicion de las

repulsiones entre cargas del mismo signo.

9.5 Viscosidad aparente de soluciones concentradas de gelatina para

diferentes pHy fuerzas idnicas

Con el objetivo de evaluar el comportamiento reométrico de soluciones
concentradas de gelatina a diferentes pH y fuerzas idnicas se realizaron
ensayos de reometria en flujo de corte con geometria rotacional. Los ensayos
reométricos se llevaron a cabo utilizando el viscosimetro rotacional de celda
cono-plato cuyas caracteristicas y metodologia para la obtencion de las
funciones reométricas se detallan en el Capitulo 6.

Para este estudio se utilizé la misma muestra de gelatina que se analiz6
en condiciones diluidas (ver Seccion 9.3). Se realizé la determinacién de la

viscosidad aparente 7 a los distintos pH y se evalué también el efecto del

agregado de sal realizando experiencias en presencia de 300 mM de NaCl.
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Para esto, se prepararon soluciones concentradas de gelatina con una
concentracion de 0,08 g/cm® (8% p/v) siguiendo el mismo protocolo utilizado
para la preparacion las soluciones diluidas. Se colocé la muestra en la celda
reométrica, se llevé a 25°C en 30 segundos y se midio la viscosidad aparente a
una velocidad de corte de 76,8 s (20 rpm) durante diez minutos tomando

valores de 7 a intervalos de 1 minuto. En este sentido, se seleccion6 una

velocidad de corte baja para minimizar la destruccion de la microestuctura
formada a elevadas velocidades corte (Carvalho y Djabourov, 1997; Eluk et al.,

2005).

Resultados

Se observé en todos los casos (es decir para todos los pH ensayados
tanto en ausencia como en presencia de sal) que » aumenta progresivamente
a medida que transcurre el tiempo de maduracion. En este sentido, la Figura
9.5.1 a 'y b muestra la evolucion de n paramétricamente con los valores de pH.

Como es esperable, el aumento de la viscosidad aparente a medida que

transcurre el tiempo de maduracién cuando C>C4 y T <Ty se debe a la

regeneracion parcial de la estructura tropocolagénica de las cadenas de
gelatina (Normand et al.; 2000. Joly-Duhamel et al., 2002a y 2002b). Es decir,
se producen zonas de triples hélices intermoleculares que conducen a la

formacion de una red cooperativa la cual provoca la gelificacion al tiempo tg

(ver Capitulo 4). Asimismo, la presencia de cargas en las cadenas de gelatina

estabiliza las zonas de triples hélices formadas y, por consiguiente, la variacion
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del pH de la solucion (con el consecuente cambio del estado de cargas de las

macromoléculas) influye en la maduracion de estas soluciones.

(@) (b)

" (cp) *

n (cp) n i v
/
200 L 45 + v/ Q?A

/
40 + V/’ A
S

150 | 351 v /‘/ 2

30 - /'f/‘?;
100 | v A g

25| _ '%ﬁ/.ﬂ./-/'/'
50 00 FK

= o e—© 15+ .

:.:|:|:=::::I:l-l- G

0 " 1 N 1 s 1 s 1 N ! 10 | |
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10

Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 9.5.1 Viscosidad aparente 7 en funcidon del tiempo de maduracion
correspondiente a una solucion de gelatina con una concentracién C =0,08 g/cm?® a
25°C evaluada a una velocidad de corte de 76,8 s™'. La Figura (a) corresponde a la
experiencia realizada en ausencia de sal y la Figura (b) corresponde a la
experiencia realizada en presencia de 300 mM de NaCl. Los pH evaluados son: 3

(m),4 (), 5(A), 6 (V). 7(®),8(+),9(c)y 10(*).

Se observa que en ausencia de sal (ver Figura 9.5.1a), las soluciones de
gelatina que poseen valores de pH mayores a cinco experimentan un marcado
aumento de la viscosidad aparente luego de los cinco minutos de maduracién,
mientras que para valores de pH menores (pH 3 y 4) las soluciones no
registran un aumento de viscosidad tan marcado. En tal sentido, es relevante
recordar que la fraccion de grupos cargados f presenta un marcado aumento
para valores de pH mayores a cinco (ver Figura 9.3.2), manteniéndose

constante hasta nueve aproximadamente y descendiendo nuevamente a pH
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mayores a este valor. Por consiguiente, a través del analisis reométrico
realizado se observa cuanto mayor es el estado de carga de las cadenas de
gelatina mas rapida es la formacion de la red macromolecular debido a la
estabilizacion mediante interacciones electrostaticas atractivas entre las
cadenas de gelatina.

Mediante el agregado de sal (I= 300 mM) se observa que las soluciones
de gelatina presentan una maduracion mas lenta, debido a que para un mismo

tiempo y temperatura de maduracion se obtuvieron valores de n menores

respecto a los presentados por las soluciones de gelatina en ausencia de sal
(ver Figura 9.5.1 b). En este sentido, los iones salinos apantallarian las cargas
eléctricas y, de esta forma, disminuiria la estabilizacion mediada por cargas de
las estructuras de triples hélices.

Para analizar el efecto del pH y, consecuentemente, del estado de
cargas en la formacion de triples hélices intermoleculares en soluciones
concentradas de gelatina en la Figura 9.5.2 a y b se presenta la variacion de n
en funciébn del pH a tiempos de maduracién constantes tanto para la
experiencia donde no se adicioné sal como para aquella que se evalud en
presencia de 300 mM de NaCl. Se observa que 7 presenta un maximo en la
zona de pH comprendido entre 5 y 6. En este sentido, es preciso recordar que
a estos pH las cadenas de gelatina poseen tanto cargas positivas como
negativas y, de esta forma, la atraccion electrostatica entre cargas opuestas
favoreceria la estabilizacién de las zonas de triples hélices formadas. Por

consiguiente, es esperable que en esta zona de pH, » sea mayor que en las

zonas de pH donde predominan las cargas igual signo en las cuales se
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produciria repulsion entre las cadenas desfavoreciendo, de este modo, la

formacion y estabilizacion de zonas de triple hélices intermoleculares.
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Figura 9.4.2 Viscosidad aparente n en funcién del pH correspondiente a una solucion

de gelatina con una concentraciéon C =0,08 g/cm® a 25°C evaluada a una velocidad de
corte de 76,8 s™'. La Figura (a) corresponde a la experiencia realizada en ausencia de
sal y la Figura (b) corresponde a la experiencia realizada en presencia de 300 mM de
NaCl. Los tiempos de maduracion evaluados son: 1 (), 4 (¢), 8 (A) y10 (V) minutos.

Asimismo, resulta relevante analizar por qué el maximo de 7n en las

soluciones concentradas se registra entre los pH 5 y 6. Aunque el punto
isoeléctrico de las cadenas de gelatina analizadas en este trabajo se encuentra
comprendido entre los pH 4 y 5 a estos valores de pH, la fraccion de grupos
cargados f es menor que a pH 6 donde se alcanza el valor maximo de f (ver
Figura 9.3.2). Por consiguiente, a pH 6 habria un mayor numero de grupos
cargados positivos y negativos que intervendrian en la estabilizacion de las
zonas de triples hélices intermoleculares. Asimismo, resulta relevante

mencionar que las cadenas de gelatina a pH 5 poseen una conformacion del
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tipo globular debido a la presencia de interacciones electrostaticas atractivas
intramacromoleculares y, por consiguiente, las interacciones intermoleculares
durante el proceso de maduracion no seria tan favorable como en los casos
donde el pH de la solucion es mayor a 5 donde las cadenas estan mas
expandidas. Por otro lado, es importante recordar que en el caso de
soluciones diluidas, donde las interacciones entre cargas son intramoleculares

se observa que el minimo de 7,4 (es decir el menor radio hidrodinamico de las

moléculas individuales de gelatina) se produce en la zona del punto isoeléctrico
como lo predice la teoria de polianfolitos (ver Figura 9.4.1).
Asimismo, en las Figura 9.5.2 a y b se observa que en la zona de pH

comprendida entre 7 y 9 n disminuye de una manera menos pronunciada. En

este sentido, es interesante notar que en esta zona de pH tanto la asimetria de
carga Nof (ver Figura 9.3.1) como la fraccion total de grupos cargados f (ver
Figura 9.3.2) mantienen un valor aproximadamente constante. Por
consiguiente, en esa zona de pH la estabilizacion a través de cargas de las
estructuras de triple hélice seria semejante.

Con el objetivo de analizar el efecto del agregado de sal en el
comportamiento de soluciones concentradas de gelatina a los diferentes pH, en
la Figura 9.5.3 se realiza una comparacion del comportamiento de estas
soluciones a un tiempo de maduracion constante de 10 minutos. Se observa
que el agregado de NaCl inhibe la maduracion de las soluciones de gelatina

obteniéndose valores de 7 menores respecto de la misma experiencia (es

decir al mismo pH y tiempo de maduracién) en ausencia de sal. No obstante,

aun a 300 mM de NaCl la presencia de las cargas influencia la maduracion de
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las soluciones concentradas de gelatina debido a que se observa que

igualmente » varia con el pH de la solucion.

300
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Figura 9.4.3 Viscosidad aparente n en funcion del

pH correspondiente a una solucion de gelatina con
una concentracién C =0,08 g/cm® a 25°C evaluada a
una velocidad de corte de 76,8 s a un tiempo de
maduraciéon de 10 minutos. Las experimencias se

realizaron en ausencia de sal () y en presencia de
300 mM de NaCl (m).

9.6 Conclusiones

Mediante el estudio tedrico y experimental de soluciones diluidas vy
concentradas de gelatina a diferentes pH se observd que éstas presentan un
comportamiento tipico de polianfolitos. En efecto, el analisis del estado de
cargas de la secuencia peptidica perteneciente a una gelatina de vaca (Bos

Taurus) permitid observar que las cadenas de gelatina presentan un punto
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isoeléctrico pl = 4,48 y que desde el valor de pH 6 hasta el valor de pH 9 la

carga neta no aumenta considerablemente. Ademas se observé que la fraccion
total de carga aumenta desde el pH 2 hasta el pH 7 donde adquiere su valor
maximo. En este sentido, resulta importante considerar en forma conjunta en el
analisis del estado eléctrico de las soluciones de gelatina tanto la carga neta
como la carga total. Ademas, de este estudio también se concluye que la
gelatina es un polianfolito débilmente cargado debido a que nunca (es decir a
ningun pH) posee mas de un 20% de sus aminoacidos cargados.

Mediante la aplicacion de la teoria de polianfolitos a cadenas de gelatina
se observo que este biopolimero en la zona del pl y en ausencia de sal estaria
formando un glébulo compacto y que en la zona de pH comprendida 6 y 10
formaria estructuras mas expandidas (conformacién en collar de perlas) que
ocluirian mayor cantidad de solvente. Asimismo, a los pH extremos acidos (pH
2y 3) y alcalinos (pH 11 y 12) estas macromoléculas se comportarian como
polielectrolitos.

A través del analisis reométrico de soluciones diluidas de gelatina se
observé que la viscosidad reducida alcanza un minimo en la zona de pH

entorno al pl mientras que en las zonas alejadas a este punto ésta aumenta

gradualmente. Estos resultados reflejan, claramente, que las fuerzas de
interaccién en soluciones diluidas son intramoleculares, las cuales modifican el
radio hidrodinamico de estas entidades.

Asimismo, analizando el efecto de la fuerza iénica en las soluciones
diluidas de gelatina se observd que el tamafio macromolecular v,

consecuentemente, la 7,4 disminuyen a medida que aumenta la cantidad de

sal adicionada cuando las macromoléculas poseen una carga neta elevada (es
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decir a pH alejados del pl), debido a la inhibicibn de las repulsiones
electrostaticas. Por otra parte, en la zona de entorno al pl el tamafo
macromolecular y la 7,4y aumentan con el agregado de sal debido a que la

inhibicion de las atracciones entre cargas opuestas permite la expansion de las
macromoléculas.

Mediante el estudio reométrico de soluciones concentradas de gelatina,
se observé que la variaciéon del estado de carga (que se produce al variar el pH
de la solucion) influye en la formacion de zonas de triples hélices
intermoleculares. A través de este analisis reométrico se observd que cuanto
mayor es el estado de carga (cuantificado a través de la fraccion total de
grupos cargados) de las cadenas de gelatina mas rapida es la formacién de la
red macromolecular debido a la estabilizacion mediante interacciones
electrostaticas atractivas entre las cadenas de gelatina. A pH 6 las soluciones
presentan un maximo de viscosidad aparente debido a que en estas
condiciones fisicoquimicas las cadenas de gelatina presentan cargas de signo
opuesto y ademas se encuentran en el estado maximo de carga total. Ademas,
a este valor de pH las cadenas se encontrarian en una conformacién mas
expandida (respecto a la conformacion globular que se produce en el punto
isoeléctrico) que favoreceria formacion de la red macromolecular que se
produce durante el proceso de maduracion. Asimismo, se observé que el
agregado de sal inhibe, parcialmente, la estabilizacion de las zonas de ftriple
hélices formadas.

Finalmente, resulta relevante observar en esta etapa de investigacion
que el comportamiento de las cadenas de gelatina en condiciones diluidas es

importante para la interpretacion de las fenomenologias que presentan estas
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macromoléculas en soluciones concentradas. En efecto, la naturaleza eléctrica
de la gelatina es uno de los aspectos menos estudiados hasta la actualidad y a
su vez una de las caracteristicas mas importantes para el disefio de numerosas

aplicaciones tecnologicas.
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Conclusiones
Resultados particulares mas relevantes del trabajo

v Haciendo uso de la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida se
logré6 mostrar adecuadamente la composicién de la mezcla polimérica que se
obtiene luego del proceso de extraccion de gelatina. Asimismo, el analisis por

densitometria computacional propuesto permitio obtener f, (M) My Y M, .

v Se construyd un viscosimetro capilar en el cual la velocidad de corte
alcanzada fue minimizada colocando el capilar en forma horizontal. Con este
instrumento se realizé un programa experimental adecuado para la medicion de
soluciones diluidas y ultra - diluidas de gelatina en diferentes condiciones
fisicoquimicas. El dispositivo capilar disefiado permite obtener la funcién
reométrica viscosidad aparente en un amplio rango de velocidades de corte y
calcular los diferentes parametros reoldgicos de distintos modelos a partir de la
variacion de la altura del fluido en los reservorios.

v Se observé que en el régimen de concentracion diluido (C, <C <Cy) la

temperatura de maduracion afecta los valores de viscosidad intrinseca debido a

la agregacion de las cadenas de gelatina. Asi, cuando la temperatura de
., . s,y *
maduracion se encuentra por debajo del valor critico T4, las cadenas de

gelatina evolucionan a la conformacion de poli-L-prolina y se estabilizan
mediante la generacion de zonas de triples hélices, dando lugar a la formacién
de agregados o clusters.

v El proceso de agregacion se interpretd haciendo uso de la teoria de
agregacion de Smoluchowski. En tal sentido, se observo que a medida que el

tiempo de maduracion aumenta, se producen agregados mas heterogéneos.
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Asimismo, los agregados son mas desordenados y ocluyen mayor cantidad de
solvente cuanto menor es la temperatura de maduracion.

v Mediante la evaluacion del factor de estabilidad coloidal W se observa
que el proceso de agregacion es lento debido a que las moléculas de gelatina
deben vencer una barrera energética de aproximadamente 25 veces la energia
térmica kgT,, .

v También se observa que, en la zona ultra — diluida, la agregacion seria
excluida debido a que en esta zona soOlo se obtuvieron incrementos muy
pequefios de la viscosidad especifica y luego de las 72 horas de maduracion la
viscosidad de las soluciones se mantuvo constante. Los valores experimentales
de esta zona de concentracién no pudieron ser interpretados mediante la teoria
de agregacion de Smoluchowski. Estos resultados indicarian que se produciria
un plegamiento intramolecular debido a la formacion de estructuras de triple
hélice.

v Mediante el estudio tedrico y experimental de soluciones diluidas y
concentradas de gelatina a diferentes pH se observl que éstas presentan un
comportamiento tipico de polianfolitos. En efecto, el analisis del estado de
cargas de la secuencia peptidica perteneciente a una gelatina de vaca (Bos
Taurus) permiti6 observar que las cadenas de gelatina presentan un punto

isoeléctrico pl = 4,48 y que desde el valor de pH 6 hasta el valor de pH 9 la

carga neta no aumenta considerablemente. Ademas se observo que la fraccidon
total de carga aumenta desde el pH 2 hasta el pH 7 donde adquiere su valor
maximo. Ademas, de este estudio también se concluye que la gelatina es un
polianfolito débilmente cargado debido a que nunca (es decir a ningin pH)

posee mas de un 20% de sus aminoacidos cargados.
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v A través del analisis reométrico de soluciones diluidas de gelatina se
observé que la viscosidad reducida alcanza un minimo en la zona de pH

entorno al pl mientras que en las zonas alejadas a este punto ésta aumenta

gradualmente. Estos resultados reflejan, claramente, que las fuerzas de
interaccion en soluciones diluidas son intramoleculares, las cuales modifican el
radio hidrodinamico de estas entidades. No obstante, la adicion de sal puede
inhibir la repulsién debido al exceso de cargas del mismo signo y la atraccion
entre cargas opuestas.

v Mediante el estudio reométrico de soluciones concentradas de gelatina,
se observé que la variacidon del estado de carga (que se produce al variar el pH
de la solucién) influye en la formacibn de zonas de triples hélices
intermoleculares. En la zona de pH entorno a 6 las soluciones presentan un
maximo de viscosidad aparente debido a que a estos pH las cadenas de
gelatina presentan cargas de signo opuesto y ademas poseen se encuentran
en el estado maximo de carga total. Ademas la conformacion individual de las
cadenas (respecto a la conformacion globular que presentan en el pl)
favoreceria las interacciones intermoleculares durante el proceso de
maduracién. Asimismo, se observO que el agregado de sal inhibe,

parcialmente, la estabilizacion de las zonas de triple hélices formadas.

Conclusiones generales

v Finalmente, se puede concluir que este trabajo muestra el

comportamiento reolégico de soluciones de gelatina en un rango amplio de

concentracion, temperatura y bajo distintas condiciones fisicoquimicas.
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v Se propone un marco tedrico apropiado para la comprensiéon de la
respuesta de estas soluciones y, en este aspecto, se realizan importantes
esfuerzos.

v Se relacionan las propiedades macroscopicas, como la viscosidad
aparente y la viscosidad intrinseca, con las variables principales de la
microestructura de la solucién, como es el tamafio y estructura de los
agregados, el radio hidrodinamico de las cadenas individuales de gelatina a
distintos pH y fuerza ionica y la formacion de interacciones intermoleculares en

soluciones concentradas.
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Apéndice I: Algoritmo numérico propuesto para la obtencién de las

funciones y parametros de los modelos tedricos utilizados en esta tesis

El algoritmo numérico propuesto para la obtencion de las funciones y
parametros de los modelos teoricos utilizados en esta tesis se compone de tres
partes fundamentales: (1) Calculo de la viscosidad aparente y viscosidad
intrinseca, (2) Aplicacion de la teoria de Smoluchowski para el procesamiento
de los datos experimentales obtenidos en los ensayos de agregacion de
moléculas de gelatina en solucion diluida y (3) Andlisis de la estabilidad de las
soluciones diluidas de gelatina para diferentes temperaturas de maduracion.
Por consiguiente, se realiza un diagrama de bloques simple que permite

visualizar estos procedimientos.
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(1) Célculo de viscosidad aparente y viscosidad intrinseca

Se presenta a continuacion el procesamiento de datos obtenidos de

tiempo de fluencia en funcién de la altura efectiva dentro del dispositivo capilar.

Ingreso de datos experimentales
{texp’Hexp}i, i=1,...,M
Ho,LLR, Ry, p,C

.

Calculo por regresion lineal de H(t)
nHO _ tpgR*
Ho 477LR§
Célculo de H'(t), H"(t)

'

Caélculo de la viscosidad
Q=-7/2RZH'(t)

__ pgRH()
Yo
. RZ , H'(t)
= 3H'(t)+HIt
Yw 2R3|: ()+ ()Hﬂ(t)
U:zjl Ty SS/R
Yw Ts
. _ Tlesp Powo = 1= _,@
red C ’ esp 77r

Mhed = 1]+ ka[nfC
In,

c [7] +k1[77]2C
— (&)
con [n] sin agregar, a = 3\,/3—M—HSW
para N 5
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(2) Teoria de Smoluchowski

®)

—
»

|

Ingreso de datos experimentales

{tﬁ]Xp,nesp}i,i:l,...,M, B, ¢

Cambiar f . f/(3-f)
para calcular N = ( L j para f dado
otro t, ety

,

Célculo por regresion lineal de
2PN, i=1,... M

N=1+tﬂ
o]
|

Se obtiene f, N, t

A

p que arroja el

mejor coeficiente de regresién lineal r?

ty =1kang
w - ks
3nska

- > R :ZSkak
k=1
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(3) Estabilidad de soluciones de gelatina

l

Ug = —2zep2alnfl-exp[- xh]}

Ay | 2a? 2a2 h? + 4ah
Uy =- 5 +— >+ In > 5
6 |h“ +4ah h°+4ah+4a h< + 4ah + 4a

 u—
Us = AGzal exp(-h/1)
Ur =Ug +Up +Ug
Cambiar AG
para calcular l
otro W

G(h):@{ 1+3h/2a }

a |1+13h/2a+3h%/a?

A

W = ZaT exp(Us (h)/kBT)dh
(h+2a)’G(h)

l

Obtencion de Ug que reproduce los valores
de W adistintas T,

(o]
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Apéndice |II:

experiencias de viscosidad Intrinseca

Valores de tiempos experimentales para las distintas

Tabla 11.1: Tiempos promedios experimentales registrados para experiencia
E; a5 °C de viscosidad intrinseca.

H(t) Tiempo (s) | Tiempo (s) | Tiempo (s) | Tiempo (s)
C=0,1%p/v | C=0,2 %p/v | C=0,3 %p/v | C=0,4 Y%plv

14 0 0 0 0

12 33 36 41 44

10 73 79 90,5 98
8 121 133 151 163,5
6 184,5 205,5 227,5 2475
4 272,5 304 334 364,5
2 422 475 510,5 566,5
1 573 624 700 749,5

0.5 705 788 880 985

Tabla 11.2: Tiempos promedios experimentales registrados para experiencia
E; a 15 °C de viscosidad intrinseca.

H(t) Tiempo (s) | Tiempo (s) | Tiempo (s) | Tiempo (s)
C=0,1%p/v | C=0,2 %p/v | C=0,3 %p/v | C=0,4 %plv

14 0 0 0 0

12 32 35 39 43

10 71 77 86 93

8 119 131 142 152

6 179 197 214 228

4 265 288 311 336

2 410 445 483 524

1 556 603 653 712
0.5 699 763 831 898

Tabla 11.3: Tiempos promedios experimentales registrados para experiencia
E1 a 20 °C de viscosidad intrinseca.

H(t) Tiempo (s) | Tiempo (s) | Tiempo (s) | Tiempo (s)
C=0,1%p/v | C=0,2 %p/v | C=0,3 %p/v | C=0,4 %plv

14 0 0 0 0

12 31 35 37 40

10 70 76 79 84

8 120 126 132 142

6 179 192 200 212

4 261 281 293 311

2 394 421 450 475

1 527 561 598 620
0.5 682 707 753 796
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Tabla I11.4: Tiempos promedios experimentales registrados para experiencia
E1 a 25 °C de viscosidad intrinseca.

H(t) Tiempo (s) | Tiempo (s) | Tiempo (s) | Tiempo (s)
C=0,1%p/v | C=0,2 %p/v | C=0,3 %p/v | C=0,4 %plv

14 0 0 0 0

12 31 35 37 40

10 70 76 79 84

8 120 126 132 142

6 179 192 200 212

4 261 281 293 311

2 394 421 450 475

1 527 561 598 620
0.5 682 707 753 796

Tabla I11.5: Tiempos promedios experimentales registrados para experiencia
E; a 30 °C de viscosidad intrinseca.

H(t) Tiempo (s) | Tiempo (s) | Tiempo (s) | Tiempo (s)
C=0,1%p/v | C=0,2 %p/v | C=0,3 %p/v | C=0,4 %plv

14 0 0 0 0

12 30 33 36 39

10 69 74 78 82

8 118 124 131 140

6 179 188 196 208

4 258 274 285 299

2 394 422 440 458

1 529 564 592 620
0.5 679 707 752 792

Tabla 11.6: Tiempos promedios experimentales registrados para experiencia
E; a 35 °C de viscosidad intrinseca.

H(t) Tiempo (s) | Tiempo (s) | Tiempo (s) | Tiempo (s)
C=0,1 %p/v | C=0,2 %p/v | C=0,3 %p/v | C=0,4 Y%plv

14 0 0 0 0

12 30 32 36 39

10 70 72 78 82

8 118 124 131 140

6 179 187 196 206

4 255 274 283 296

2 392 422 437 456

1 528 561 590 619
0.5 679 704 748 791
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Tabla I1.7: Tiempos promedios experimentales registrados para experiencia
E, de viscosidad intrinseca.

H(t) Tiempo (s) | Tiempo (s) | Tiempo (s) | Tiempo (s)
C=0,1%p/v | C=0,2 %p/v | C=0,3 %p/v | C=0,4 %plv
14 0 0 0 0
12 30 32 36 39
10 69,5 72 77,5 82
8 118 123,5 131 140
6 179 187 195 206
4 255,5 274 282 296
2 392 422 437 456,5
1 527 561 589 618,5
0.5 679,5 703,5 748 790

Tabla 11.8: Tiempos promedios experimentales registrados para experiencia
Es de viscosidad intrinseca.

H(t) Tiempo (s) | Tiempo (s) | Tiempo (s) | Tiempo (s)
C=0,1%p/v | C=0,2 %p/v | C=0,3 %p/v | C=0,4 %plv
14 0 0 0 0
12 33 36 41 44
10 72,5 78,5 90 96
8 121,5 132 150 162,5
6 182 204 223 245
4 268,5 301 3275 360,5
2 414 464 502,5 561
1 571 622 691,5 754
0.5 709,5 788 872 962

Tabla 11.9: Tiempos promedios experimentales registrados para experiencia
E4 de viscosidad intrinseca.

H(t) Tiempo (s) | Tiempo (s) | Tiempo (s) | Tiempo (s)
C=0,1 %p/v | C=0,2 %p/v | C=0,3 %p/v | C=0,4 Y%plv
14 0 0 0 0
12 32 35 39 40
10 118,5 78 83 90
8 178 128 136 151,5
6 178,5 193 205,5 211
4 262 284 301 314
2 407 433 460,5 492
1 537,5 580 621,5 667
0.5 692 738 793 847
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Tabla 11.10: Tiempos promedios experimentales registrados para
experiencia Es de viscosidad intrinseca para una concentracion urea 5 mM.
H(t) Tiempo (s) | Tiempo (s) | Tiempo (s) | Tiempo (s)
C=0,1%p/v | C=0,2 %p/v | C=0,3 %p/v | C=0,4 %plv
14 0 0 0 0
12 32 36 40 43
10 12 78 87 95
8 118 131 143 157
6 180 200 217 233
4 266 291 318 341
2 409 448 486 524
1 556 605 660 714
0.5 700 768 838 909
Tabla 11.11: Tiempos promedios experimentales registrados para
experiencia Es de viscosidad intrinseca para una concentraciéon urea 20
mM.
H(t) Tiempo (s) Tiempo (s) Tiempo (s) Tiempo (s)
C=0,1 %p/v C=0,2 %p/v C=0,3 %pl/v C=0,4 %p/v
14 0 0 0 0
12 32 35 39 41
10 71 79 86 90
8 118 131 143 149
6 179 194 216 221
4 260 284 302 331
2 406 438 474 513
1 551 597 647 697
0.5 696 765 815 883
Tabla 11.12: Tiempos promedios experimentales registrados para
experiencia Es de viscosidad intrinseca para una concentraciéon urea 50
mM.
H(t) Tiempo (s) Tiempo (s) Tiempo (s) Tiempo (s)
C=0,1 %p/v C=0,2 %p/v C=0,3 %pl/v C=0,4 %p/v
14 0 0 0 0
12 32 35 39 41
10 71,5 78,5 86 88,5
8 119 131 143,5 148
6 180 194 218 221
4 261 283 302 330
2 404 438 474 514,5
1 552 598 646,5 697
0.5 696 755 816 886
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Tabla 11.13: Tiempos promedios experimentales registrados para
experiencia Es de viscosidad intrinseca para una concentracion urea 500

mM.

H(t) Tiempo (s) Tiempo (s) Tiempo (s) Tiempo (s)
C=0,1 %pl/v C=0,2 %pl/v C=0,3 %plv C=0,4 %pl/v
14 0 0 0 0
12 32 35 39 41
10 71 79 85 88
8 117 131 138 148
6 178,5 193 212 220
4 262 283 303 328,5
2 407 436,5 473 513,5
1 552 596 645 696
0.5 696 754 815 880
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Figura 1l.1: Valores experimentales den,oq Y Inn, /C para la experiencia E; a:
(@) 5°C, (b) 15°C, (c)25°Cy (d) 30 °Cy (e) 35 °C.
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Apéndice lll: Valores de tiempos experimentales para las distintas
experiencias de agregacién Browniana
Tabla lll.1: Tiempos experimentales promedios de una solucién de

gelatina de concentracién 10° g/cm® a la temperatura de maduracién de
5°C.

Tiempo de Tiempos experimentales de fluencia dentro del
maduracion | dispositivo capilar (s) en funcion de la altura efectiva
(h) H(t)
14 12 10 8 6 4 2 1 0.5
0 0 30 70 | 118 | 179 | 254 | 392 | 527 | 680
2 0 30 70 | 118 | 179 | 255 | 394 | 528 | 682
5 0 31 71 | 119 | 180 | 260 | 398 | 544 | 690
8 0 31 71 | 119 | 180 | 264 | 402 | 548 | 694
11 0 31 71 | 119 | 180 | 266 | 404 | 551 | 697
20 0 33 72 | 121 | 184 | 272 | 422 | 573 | 709
24 0 33 72 | 121 | 185 | 274 | 424 | 574 | 712

Tabla IIl.2: Tiempos experimentales promedios de una solucion de
gelatina de concentracién 10° g/cm?® a la temperatura de maduracién de
15°C.

Tiempo de Tiempos experimentales de fluencia dentro del
maduracion | dispositivo capilar (s) en funcion de la altura efectiva
(h) H(b)
14 12 10 8 6 4 2 1 0.5
0 0 30 70 | 118 | 179 | 254 | 392 | 527 | 680
2 0 30 70 | 118 | 179 | 255 | 394 | 528 | 681
5 0 30 70 | 118 | 179 | 256 | 396 | 534 | 684
8 0 30 70 | 118 | 179 | 259 | 401 | 537 | 690
11 0 30 70 | 118 | 179 | 262 | 403 | 544 | 691
20 0 30 70 | 118 | 180 | 266 | 409 | 556 | 699
24 0 30 70 | 118 | 180 | 267 | 411 | 558 | 703

Tabla 1ll.3: Tiempos experimentales promedios de una solucién de
gelatina de concentracién 10 g/cm?® a la temperatura de maduracién de
20°C.

Tiempo de Tiempos experimentales de fluencia dentro del
maduracién | dispositivo capilar (s) en funcidn de la altura efectiva
(h) H(t)
14 12 10 8 6 4 2 1 0.5
0 0 30 70 | 118 | 179 | 254 | 392 | 526 | 680
2 0 30 70 | 118 | 179 | 254 | 392 | 528 | 681
5 0 30 70 | 118 | 179 | 254 | 393 | 530 | 683
8 0 30 70 | 118 | 179 | 256 | 395 | 533 | 684
11 0 31 71 | 119 | 180 | 257 | 397 | 535 | 685
20 0 31 71 | 119 | 180 | 262 | 404 | 538 | 689
24 0 31 71 | 119 | 180 | 263 | 405 | 540 | 692
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Tabla lll.4: Tiempos experimentales promedios de una solucién de
gelatina de concentracién 10 g/cm?® a la temperatura de maduracién de
25°C.

Tiempo de Tiempos experimentales de fluencia dentro del
maduraciéon | dispositivo capilar (s) en funcion de la altura efectiva
(h) H(t)
14 12 10 8 6 4 2 1 0.5
0 0 30 70 | 118 | 179 | 254 | 392 | 526 | 680
2 0 30 70 | 118 | 179 | 254 | 392 | 527 | 681
5 0 30 70 | 118 | 179 | 254 | 393 | 528 | 681
8 0 30 70 | 118 | 179 | 254 | 392 | 528 | 682
11 0 30 70 | 118 | 179 | 254 | 393 | 528 | 683
20 0 30 70 | 119 | 179 | 254 | 394 | 529 | 685
24 0 30 70 | 119 | 179 | 254 | 394 | 530 | 686
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Apéndice IV: Valores de tiempos experimentales promedios para las

distintas experiencias de viscosidad reducida en funcion del pH.

Tabla IV.1: tiempos experimentales promedios de ensayos de viscosimetria
capilar de soluciones de gelatina al 0,2 % p/v y 1=0,006 M.

Tiempos experimentales de fluencia dentro del dispositivo capilar (s)

H({t)(cm)| pH10 | pH9 pH 8 pH 7 pH 6 pH5 pH 4 pH 3
14 0 0 0 0 0 0 0 0
12 33 33 32 32 31 32 32 33
10 73 72 71 71 70 72 72 73
8 123 121 120 120 119 120 121 123
6 184 183 181 181 180 181 182 184
4 273 268 264 264 262 264 268 273
2 421 417 411 407 402 406 414 421
1 564 562 557 549 546 549 556 564
0.5 713 709 704 700 693 697 705 713

Tabla IV.2: tiempos promedios de ensayos de viscosimetria capilar de
soluciones de gelatina al 0,2 % p/v y 1=0,020 M.

Tiempos experimentales de fluencia dentro del dispositivo capilar (s)

H({t)(cm)| pH10 | pH9 pH 8 pH 7 pH 6 pH5 pH 4 pH 3

14 0 0 0 0 0 0 0 0
12 33 33 33 32 32 31 32 32
10 74 73 72 71 71 70 72 72

124 123 121 120 120 119 120 121

186 184 183 181 181 180 181 182

275 272 268 265 264 263 264 267

423 420 416 412 407 404 405 413

RN~ OO0

566 564 560 557 548 547 548 556

0.5 714 712 708 704 698 694 695 704

Tabla IV.3: tiempos promedios de ensayos de viscosimetria capilar de
soluciones de gelatina al 0,2 % p/vy 1=0,110 M.

Tiempos experimentales de fluencia dentro del dispositivo capilar (s)

H(t)(cm)| pH10 | pH9 pH 8 pH 7 pH 6 pH 5 pH 4 pH 3
14 0 0 0 0 0 0 0 0
12 33 33 32 32 32 32 32 32
10 72 72 71 71 71 71 71 71
8 122 122 121 120 120 120 120 120
6 183 182 181 180 180 180 180 181
4 273 271 267 263 263 263 264 266
2 418 417 415 407 406 405 406 409
1 564 561 559 555 552 550 551 555
0.5 709 707 705 703 699 697 699 701
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Tabla IV.4: tiempos promedios de ensayos de viscosimetria capilar de
soluciones de gelatina al 0,2 % p/v y 1=0,300 M.

Tiempos experimentales de fluencia dentro del dispositivo capilar (s)

H(t)(cm)| pH10 | pH9 pH 8 pH 7 pH 6 pH5 pH 4 pH 3
14 0 0 0 0 0 0 0 0
12 33 33 33 33 33 33 33 33
10 72 72 72 72 72 72 72 72
8 122 122 122 122 122 122 122 122
6 183 183 183 182 182 182 182 182
4 272 272 270 267 267 264 264 265
2 417 417 414 411 410 409 409 410
1 563 560 558 556 554 553 554 555
0.5 707 704 703 702 700 698 700 702

Tabla IV.5: tiempos promedios de ensayos de viscosimetria capilar de
soluciones de gelatina al 0,2 % p/v y 1=0,500 M.

Tiempos experimentales de fluencia dentro del dispositivo capilar (s)

H(t)(cm)| pH10 | pH9 pH 8 pH 7 pH 6 pH5 pH 4 pH 3
14 0 0 0 0 0 0 0 0
12 33 33 33 33 33 33 33 33
10 72 72 72 72 72 72 72 72
8 122 122 122 122 122 122 122 122
6 183 183 183 182 182 182 182 182
4 272 272 271 268 267 266 266 266
2 417 416 415 413 411 410 410 411
1 562 561 560 558 557 556 557 558
0.5 706 705 705 704 703 702 702 703
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