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I) CONSIDEEACLONEs GENEBALE; SOBRE METODOS DE CARACTERIZQLJON DE

FILMS DE-PROTEINAS

A) Propiedades Qe films, Métgdgs de estudio.

Desde los primeros trabajos de Poekels y Rayleigh (1,2) realizados a fi

nes del siglo pasado, ha existido un interés siempre renovado por el estu

dio de los films superficiales monomoleculares; Dicho interés se explica

si se tiene en cuenta que con instrumentos relativamente sencillos puede

obtenerse amplia información en lo que se refiere a dimensiones, forma,

estructura de las moleculas, y, en algunos casos, peso molecular de la sus

tancia estudiada por este metodo.

Los films superficiales tienen efectos medibles sobre las propiedades

mecánicas, electricas y opticas de una superficie, lo que permite el em

pleo de diversos metodos para su estudio y caracterizacion. Ellos son:

l) Determinación de presiones superficialess (3,h) consiste en la medi

cion de la fuerza que se ejerce sobre una barrera que actua confinando cl

film dentro de un area definida de la superficie.

2) Medición degpotencinles superficiclosn (3) Se entiende por potencial

superficial la variacion del potencial de contacto entre un líquido y el
dire ocasionada por la presencia de un film. El dispositivo de medida con;

te de un electrodo movil colocado sobre el film, un electrodo reversible

sumergido en el liquido sobre el que se ha extendido el mismo (sustrato)

y un circuito externo apropiado que permite la medida de la diferencia de

potencial entre el aire y la solucion (5, 6, 7, 8); El potencial superfi
cial queda definido por la diferencia entre la foComode la célula con

le superficie cubierta por un film y la f.e.m. obtenida con una superfi

cie limpia de líquido.

3) Métodosópticos: consisten en la medida de la elipticidad de la luz

reflejada por superficies cubiertas por films.(9,10,ll).



a) Determinación de viscosidad_ge films. Se determina la caida de pre

siSn superficial en funeián del tiempo, que tiene lugar cuando el film fly

¿c a través de un pequeño canal (3).

-\ . . lss de hacer notar la importancia cada vez mayor que tiene en biologia el
. _ lestudio de los sistemas bidimen31onales, consecuencia de la gran exten31or

ie interafises existente en los seres vivos, debido al pequeño tamaño de le
I

t-lula, unidad estructural basica de los organismos vivientes. (12) A este

respecto ha sido llevado a cabo un considerable numero de trabajos

con el objeto de dilucidar comoson afectados distintos sistemas biológi

cos por el proceso de extensiSn en interfases. Los estudios incluyen expe

riencias con fihmsde proteinas, enzimas, hormonas, esteroles, sistmnas in

munológicosy diversas investigaciones sobre la actividad fisiolegica de
films.

En el presente trabajo se estudian algunas propiedades de films de pro

teinas, por lo que todas las consideraciones que siguen se referirán es

pecialmente a este tipo de films.

..l . .. ...
B) ZkL;gigguge presiones_superfigiales. Balanzas super11c1ales. Balanza-—..—

hggigpgg¿; 1 vertical.

El metodo más valioso para el estudio de las propiedades de films mono

moleculares es el que hace uso de las balanzas superficiales para la ob

tención de diagramas de presión superficial en funcion del área del film;

entendiendo por balanza superficial todo dispositivo que permita determi

nar la diferencia entre las tensiones superficiales del sustrato “Vilama
do ( ya) y la correSpondiente al mismocuando su superficie se halla cu

bierta por el film en estudio ) (13). Dichadiferencia de tensiones
se denominapresion superficial y queda definida por

F; .
759 XF



se técnica original utilizada por Langmuir (1h) para la medicion de pre

si::es superficiales consistía en el empleode una cubeta rectangular pro

Tista de dos barreras, una fija y otra movil, que separaban un área de su‘

;3rficie limpia de otra cubierta por el film. El área disponible para el

Sil: podía aumentarse o disminuirse a voluntad variando la posición de la

Etrrcra fija; el valor de la mismapodia determinarse luego por lectura

¿ñ una escala adosada a un lado de la cubeta. La presion superficial que

i'ba determinada por la fuerza que era necesario aplicar para mantener la
l._ I. I .

:rrrera mov11en su p051c1on inicial, expresandose los resultados comoa
_/ .I . .. I .._"ets por molecula (en A2) para cada pr051on. Este pr1nc1pio es compn a to

ias los tipos de balanza horizontal superficial usados en el presente.

detalles mas importantes que deben ser tomados en cuenta con el fin d

:btener una buena precision son los siguientes:

a) Las barreras empleadas para limitar el film deben impedir cualquier

pérdida de sustancia por pasaje a traves de los extremos de las mismas, y

Ïstas deben ser lo suficientemente pesadas comopara no desplazarse eSpon

Ítneanente bajo la accion de la presion superficial.

b) Debe diSponerse de un metodo suficientemente sensible ar: la medi

cion de la fuerza que actúa sobre la barrera.

c) Todo el aparato debe hallarse tan limpio comosea posible, debiendo

disponerse de algun dispositivo que permita determinar el grado de conta
minacion superficial.

d) Debe determinarse con la mayor precision posible la cantidad de sus

tancia empleada para formar el film.

Este tipo de balanza ha sido modificado por Adam(3), Adamy Jessop (15

y Harkins y Myers (16).

Las objeciones que pueden hacersu a este metodo son las siguientes:

Cuando se comprimeel film es dificil evitar pérdidas por los extremos ¿le
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la barrera m6vil; se han propuesto diversas modificaciones para salvar es

te inconveniente, pero el problema no ha sido totalmente resuelto;

La balanza en su forma standard es poco sensible, y las modificaciones

que son necesarias para confrrirle alta precisión hacen de ella un aparato
cuyo costo y dificultades de construccion la hacen dificilmente accesible.

Es dificil evitar el empleo de metales en su construccion, lo que la hace
inapta para el estudio del efecto de los iones metálicos sobre las propie
dades de films.

Es dificil adaptar este instrumento para 1a compresion continua de los

films, lo que es de particular importancia en el estudio de acidos grasos

superiores y ciertos tipos de compuestos que exhiben un reordenamiento

.areado durante la compresion.

El problema consistía entonces en hallar un método diferencial; es decir

que diera directamente comoel anterior la diferencia F_entre las tensio

nes del líquido limpio y cubierto por film, y que no presentara los in

convenientes señalados. Resultá promisorio en este sentido los resultados

obtenidos empleando una modificqcián del metodo de Wilhelmy (17) para la

determinacion de tensiones superficiales. Su uso fue iniciado por Darvi

chian (18), correspondiendo a Harkins y Anderson la elaboracion teorica
del mismo (19);

B1 metodo se conoce con el nombre de balanza vertical, ya que en 61 se

mide el empuje vertical que actua sobre una lamina parcialmente sumergida

en el liquido cubierto por el film, y presenta, ademasde su simplicidad,.
las siguientes ventajas:
Puede evitarse facilmente el contacto de metales con el film en estudio,

empleando por ejemplo cubetas y barreras de cuarzo.

Puede adaptarse un dispositivo automático de operacion y "recording", tal

comoha sido hecho por Dervichian.
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Puede modificarse el sistema de modode permitir la compresion continua
del film.

Descripcion z teoría de la balanza vertical. (19)

El metodo de Wilhelmypara la determinacion de tensiones Superficiales

consiste en medir directamente por medio de una balanza el empuje ejerci

do por la superficie del liquido sobre el perímetro de un cuerpo tal como

un portaobjetos, colocado vertical y parciahnente sumergido en dicho li

quido. Si w es el ancho de la lamina y t su espesor, su perímetro será i

gual a 2(t+w). Además, si f) es el ángulo de contacto y Á 1a tension su

perficial, la fuerza vertical debida a la accion de la tension superficial

sobre la lamina sera 26’(t+w) cos 9’; A su vez, el empuje de Arquímedes,

es igual a -g(91tw; donde g es la aceleracion de la gravedad, f)la densi
dad del liquido, y l la longitud de la lámina sumergida en el mismo, Si

llamamos ahora d al peso total de la lamina seca y G al peso aparente de

la lamina parcialmente sumergida, se tiene 1a siguiente ecuacion, válida
para el estado de equilibrio:

56 :3 W+22f(t+tu)ca; ¡9¿[íth (1)
En muchos casos é* e O, y entonces la ecuacion (l) puede escribirse en la

forma siguiente

y: 9 (¿WW-¿wi (2)
2 (¿1‘ w)

Comocontrol de la precision del metodo, Harkins y Anderson determina

ron las tensiones superficiales de agua y benceno a Z590, encontrando u
na buena concordancia con los datos tabulados. Con el fin de eliminar el

termino en el que figura l, se tomo comoposicion de cero la correspon

diente a 1 g O, es decir, aquella en que el borde inferior de la lamina

se encuentra exactamente en la superficie del líquido.



Este método puede modificarse facilmente de modode permitir la determi

nacidn de presiones superficiales. Es neccsario disponer para ello de una

cubeta de dimensiones apropiadas, ya sea de cuarzo, vidrio Pyrex o metal,

cuyas paredes se parafinans El film queda limitado por las dos paredes la

terales de la cubeta y una barrera de cuarzo o vidrio Pyrex en cada extre

mo; una de estas barreras puede desplazarse y permite comprimir cl film;

Sobre la cubeta va montada una balanza analítica a cadena en la que un

platillo ha sido reemplazadopor una varilla fina de aluminio que atravie

sa el piso de la balanza y de la que cuelga la lamina de vidrio que se su

merge cn el liquido;

En el dispositivo de Harkins-Andersonlas desviaciones del fiel de la

balanza podian leerse en una escala mediante la observacion de la posicion

de un rayo de luz reflejado en un eSpejo de galvanometro unido a aquél.

La lectura inicial en la escala, o sea el cero de la misma, corresponde a

la posicion obtenida con la lamina parcialmente sumergida cn el agua lim

pia, o en el sustrato de que se trate; Se deposita entonces mediante un

metodo adecuado-el film que se va a estudiar, comprimiendo luego por medio

de una de las barreras. Esto origina una disminución de la tensión super

ficial, y por consiguiente el ascenso de le lamina y la desviacien del
fiel de la balanza. Esta desviación es proporcional a 1a presion superfi

cial F =-—AÁÍ3 Kb —3%., como se deduce de las consideraciones siguien
tes.

De la ecuacien (1) puede escribirse cuando f} g 0

gae.z(t+w)ab/ -gf’twal (3)
Por lo tanto, si el peso se mantiene constante (¿S G g 0) la variación dc

tensión superficial A K’ sera proporcional a la variacion de la longitud

o 1 a ca cual esta sumergida la lamina, la que puede ser medida directa
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mente por medio de un catetcmetro (Caso I), o bien puede resultar conve

niente montar, comoya se dijo, un eSpejo de galvanometro en el fiel de

ln balanza y observar ias desviaciones de este último por medio de un sis

tema de escala y eScho. Para pequeñas desviaciones del fiel se verifica

experimentalmente que A l es proporcionnl 0.16 S, la variación de lectu
re en lc escala.

Se tiene entonces

g0G=2(t4w)a7(-k./_SS (LLI‘
en que k es el factor de proporcionalidad.

Cuandola balanza es empleada cn esta última forme, su calibracion con

siste en la determinacion del factor de proporcionalidad k, mcaianto la

lectura de las desviaciones o S correspondientes c variaciones conocidas

de I) G obtenidas mediante el agregado de pesas con le lámina perciclmcn

te sumergida en agua te E ; O). En este ceso es válida la relzcion
k;-gaG/¿>S

Harkins y Anderson encontraron que para el intervalo de desviaciones

empleado se obtenía para k un valor constante, dentro de los limites de

los errores exporimentslcs. Conel valor de k pueden hallarse las dismi

nuciones de tensión superficial producidas por le extension o compresion

de un film, manteniendo constante el peso aparente G (¡A G 2 0) y leyen

do las desviaciones A S del fiel (Caso II). La ecuación que permite cel

cular 3 Y’es entonces

a 3' z k A S / 2 (t+w) (6)
Con iáminas anchfis de vidrio del espesor de un cubrcobjctos pueden mc

dirse presiones superficiales de 0.003 dina/cm; empleandoláminas más del

gades pueden detectarse variaciones del orden de 0.001 din /cn (13, 20).
l . -— vLos dos metodos monolonndos (Casos I y ll), operen a o G g 0 (G cons
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tante) y miden en unaeu otra forma la desviacián del fiel de la balanza;

Otra posibilidad operativa, de la que no hemosencontrado referencia de

su aplicacion en la literatura, y que hemosdesarrollado en este trabajo,
consiste en mantener constante la altura l a la cual se halla sumergida

la lamina (¿al a 0), y variar G en forma de mantener constante la posi

cion de equilibrio de la balanza. En ese caso, y si se cumple ademas que

sea nulo el angulo de contacto, la ecuacion (3) se transforma en

0X_-_ (7)(CasoIII)¿<th
En caso contrario debe incluirse en las formulas el término en el que fi

gura cos E} .

E1 procedimiento experimental impone la necesidad de poder variar en

forma monotona la masa G, lo que se consigue mediante el empleo de una ba

lanza chainomatica.

Para asegurar la existencia de un angulo de contacto nulo debe proceder

se a una limpieza rigurosa de las laminas, tratando ademas que el movi

miento de las mismas sea siempre ascendente (Casos I y II), lo que cirros

ponde a la compresion del film, ya que en esa forma se asegura el contac

to entre una superficie fresca de vidrio con el liquido, en tanto que el
movimiento en sentido contrario favoreceria la contaminacion de la lamina

por el film existente en la superficie. En el Caso III deben limitarse
las oscilaciones del fiel alrededor de la posicion de equilibrio por me

dio de un dispositivo adecuado; La existencia de un angulo de contacto

nulo puede en general detectarse por simple observación del menisco.

Las ventajas de este tipo de balanza vertical sobre las balanzas nori

zontales comunesson las siguientes:

l) Para una dada precision su costo es muchomenor.

2) Es muchomas simple y puede ser instalada fácilmente, ya que con una
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I .balanza comuny un cubreobaetos pueden obtenerse resultados de alta presi
, ISlono

5) Es especialmente indicada, comoya ha sido señalado, por: el estudio

del efecto de pequeñas cantidades de iones metálicos sobre films.

h) Puede emplearse para la determinación de presiones superficiales de
films solubles.

I . lCurvxs F-A obtenidas con estos metodos SPcra films de protei aga,
. . l .l .. . .

Cuando se comprimeun film de proteina la pre51on superflcial eJerc1de
I
5‘.por el mismo aumenta, y el trazado del gr fico de este (en dime/cm) en

funcion del área ocupada por el film de origen e un tipo cerncterístico
de curva. El estudio de dichas curvas revela la existencia de una zenq a

bajes presiones, en que la presion camente lentamente con la disminución
1‘1

I , I Í
de area, pasandose gradualmente a otra region en que n aumenta mucho mas

I. ,I , . .l . .¡rapidxnentc para una dada compr051on; la tren31c1on entre enoes zonas se

. . . . I .no lineal de pendiente negativa alta, ex1stlendo ademasun punto de in lg

produCCgeneralmente entre l y 5 dinos/cm. La curva presenta luego un tra
f

x15n a una presián de 20 dina/cm aproxima nmentc.

Arbitrariamente, y con el solo objeto de facilitar su descripcion, suc

1c dividirse estas curvas en dos regiones (21, 22): una región de bajas

presiones, correspondiente a valores de F inferiores a 1 dina/cm, y otra

region de altas presiones para valores de F superiores al mencionado.

a) Revi6n_gg_bajaspresiones: A presiones inferiores a l dina/cm los

films de proteinas presenten todas las características de los films ga

seosos, habiendo encontrado Bull para le ovoalbunina, {3- aetoglobuline
y zeine que ln presion superficial es una funcion inversa y continua del

I
C

’ . . . . l .arca del film, independientemente de la exten51en de las reus con31dera
o - I a. . ' cdas. Sl se representa ademas el producto FA en 1unc1on de F se obtiene u
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na relacien lineal (20, 21, 22). Parece ser que Guastalla (23) fue el pri
mero en observar que los films de proteinas pueden ser gaseosos en la re

gión de bajas presiones, y también en calcular el peso molecular de algu

nas proteinas a partir de datos obtenidos mediante medida de presiones
superficiales.

Un gas bidimensional difiere de les tridimensionales en que posee dos

grados de libertad en lugar de tres. Puede demostrarse a partir de la te-"

cria cinética (15, 31) que un film gaseoso que obedece las leyes de los

gases ideales cumplela relacion

FA : nRT (8)

donde R es la constante de los gases; n el numero dc moles de gas, T la

temperatura absoluta, F la presion superficial cn dinas/cm y A el area

del film en cmz. Evidentemente n es igual a WYM,siendo N el peso del

film en gramos y M el peso molecular de la sustancia que forma el film.

Para gases bidimensionales reales puede escribirse, en analogía formal
con 1a ecuacien de Van der Naals

(F + a/AZ) (A-b) = RT (9)

a es una constante en la que estan involucradas las fuerzas de atracción

entre las moleculas, y b otra constante proporcional-al area ocupada por

las moleculas de gas. En efecto, se ha encontrado que un cierto número

de films gaseosos exhiben un minimo en la curva FA 2 f(F) (3), en la mis

ma forma que los gases reales presentan un minimo en 1a curva PV2 f(P),

lo que indica 1a necesidad del emáoo de una ecuación de van dor waals su

perficial para describir el comportamientode tales films. Sin embargo7

Para las proteinas estudiadas, excepto quizas on ol caso de la zoínn, no

se han encontrado tales minimos, lo que indicaria que las fuerzas de a

tracción entre las moleculas que forman el film son despreciables.

Bull propone para films de proteinas a presiones inferiores a una dina

1a ecuacion empírica de estado
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FA z .:a(‘F s ¡’3 (10)

siendo F la presion superficial en dina/cm y A el area ocupada por el film

en mZ/hg; e( y .5 son constantes cuya naturaleza puede inferirse de las

consideraciones siguientes (20).

Si a9 es la actividad del agua en el seno del liquido y a la correspon
diente a la superficie limpia de agua, el aumentode area proveniente del

translado de un mol de agua del seno del liquido a 1a superficie esta a

compañadopor una variación de energia libre

F g A1 E&,- RT ln a/ac. (11)

A1 es el area ocupada por un mol de agua, Kg la tensién superficial del

agua, R la constante de los gases y T la temperatura absoluta. La corres

pendiente variación de energia libre para una superficie que contiene nz
noles de proteina extendida es

F1 : A133 g RT ln al/ao (12)

siendo al la actividad del agua en la superficie que contiene la proteí
na extendida. Restande la ecuación (12) de la (ll) se tiene

A1 ( x;- 3]) g FAl z RT ln c/al (13)

dondeF es 1a presión superficial.

Ahora bien, aproximadamente a/al : N/Nl, siendo N la fraccion molar del

agua en 1a superficie limpia (N :_1) y N1 la fraccion molar del agua en
la superficie que contiene el film. Por lo tanto

FAl g RT ln N/Nl z _ RT ln N1 z e RT ln (1-N2)

o bien FAl z - RT ln (1 - nz/ nl + ng)

Pero cono nljp n29 desarrollando en serie y ordenando se obtiene

nlAlF z naRT

Evidentemente A'n'es el area ocupada por el agua, pudiendo escribirse

nlAl z A . nzsp
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donde A es el área total de le superficie y Sp el Érea ocupedü por un
mol de proteina. Resulta asi

(A - nZSp) F z nzïïT
o finalmente

FA g (nZSp) F + nZRT (1h)

Este ecuacion es formalmente idéntica e l: lO, siendocï : n28p y
B 1 nzfiT. Si se representa gráficunente FA:.f(F), el vfllor extrapoledo

e F ; O da 01 valor limite f3 de FA en condiciones cn que se cumplen les

leyes de los gases ideales. Se tiene entonces
1 ’ G

(M)on : ¡r3: nZRTz RT
Es decir

F L) _3_T__ 5,53 x2985107 din:._,er_=\G2 =0 ’ g Í
cuflndo A se expresa en cmz y G2 on granos. Si en cambio A' y Gé represen»

ten los valores en m2y ng respectivamente

F(,1}¿_J__Gu - 3 _ 8,51X228x107c-á 163 F-O“/ ' M2

,_ zu. x g?
Gá)F:O “’TIZ

I I _Llñnnndo AI al area expresada en mZ/hgla expresion anterior se transfor

F< A'

nn en

(F AI)¡ - ' __. ZLLo6x102 (15)
p - o _ f ____.TÏ____.u_

Dividiendo le ocuqcien (lu) por F se observa que n28 es el área delP

film gaseoso u presiones superficieles muygrandes, lo que permito cal
cular el Área ocupada por les moleculas del film gaseoso en su estado no

comprimido.

Trebñjos más recientes de Bull (20) indican sin embergo que a presiones

muybñj s las curvas FAz f(F) no son lineales, y que la linefiridad r0?fi”"
,7
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'ece nuevamentea presiones superiores a un cierto valor. La extrapola

:15n de ambo tramos rectos conduce al mismo valor del peso molecular,

le modoque las consideraciones anteriores continuan siendo validas. El

‘enemenose interpreta suponiendo que a muy bajas presiones Sp es función
le la presion superficial.

b) Region de altas presiones. A medida que aumenta la compresien los

films de proteinas experimentan cambios semejantes a los que se observan

;uando se concentra gradualmente una solución diluida de proteina, es de

:ir, la solucion se va haciendo cada vez mas viscosa hasta que finalmente

:elifica. Del mismomodo, los films de proteinas no experimenten verdade

‘es cambios de fase al disminuir el area y aumentar la presion superfi

:ia1, sino que pasan gradualmente del estado gaseoso a otro con propieda

ies de gel. Se ha encontrado asimismo que todas las proteinas estudiadas

:e comportan en forma muy similar en la region comprendida entre l y 20

linas /cm, lo que se explica teniendo en cuenta que todas ellas se hallan

formadaspor aminoácidos unidos entre si por enlaces peptidicos; comoel

)030 molecular medio de estos aminoácidos no presenta grandes variaciones,

se comprendeque los residuos de aminoácidos de las distintas proteinas

>cupcnsustancialmente la misna area a altas presiones superficiales.
I _ I .Gortor trato de caracterizar el area ocupada por un film a altas com

)resiones por lo que llamo área limite, obtenida por extrapolacion a pre

316ncero del tramo recto de la curva F :_f(A), El area limite resulta ser
generalmente de alrededor de l m2 por mg de proteina. Aunque este método

¡ropereiena datos que son útiles para fines de comparación, pueden hacer

;e al respecto varias objeciones: l) Las curvas F : f(A) son solo aproxi

Jadvmnntelineales, de modoque la extrapolacion de la parte "lineal" rc
. I .sulta ambigua; 2) Las areas obtenidas son muchomayores que las halladas
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en experiencias de difraccion de rayos X; 3) Dicha extrapolacion no tic

nc ninguna Justificacion desde el punto de vista físico; Es por esto que

diversos autores (25, 26, 27) han_propucsto el empleo del coefiicientg ge

compresibilidad para la caracterización de films en esta region; Dicho
coeficiente queda definido por

sra-e
H a . ' ' c

A sc expresa cn m /hg y F en dlna/cm. Cuando sc traza el gráfico de á
f ,1) k i _ .en unc1on del area del fllm, se observa generalmente un mínimo bien de

flnldo que permite obtener sin ambiguedadesel área y la presion corros
. x z . . . . 1pondlentes al punto de mlnlma comprc51b111dad. La figura adjunta muestra

las curvas de compresibilidad para films de ovoalbfimina (círculos llenos)
o . .

y para ¡»‘lnctoglobullnn egrcncldos sobre sulfato qe amonio 35%. (22)

¿5252:?
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obtenidos para la presián dependen del tiempo, siendo muchomás insegura
su determinacion.

En la Tabla adjunta figuran los datos de la presion en dinas por en pa

ra el punto de minima compresibilidad (En); del área correspondiente a

ese mismo punto (Am)y 1a compresibilidad minima (51D) de films de varias
proteinas extendidos sobre distintos sustratos(22)o

Proteina Sustrato ¿‘I1(mZ/n1g) Fm (dinn/cm) m
Hcmgglobina de ClH pH 1 0.82 15 0.031

musculo - I
Hemoglobina de 01H pH 1 0.80 15 0.029

caballo - - '
Hemoglobina de pH 6.8 0.75 18 0.015

caballo - ' 
Hemoglobina de pH 6.8 0.75 18 0.015

Vacuno ' '
Citocromo C o- pH 10 0.78 10 0.0h3

xidalo - '
0voalbumina SOh(NHh)235% 0.82 1h.6 0.010
Ovoelbúmina acetato N/lOO 0.71 15 0.028

P-lactoglobuli- SOu(NHb)235% 0.83 16.7 0.010
na l . .

Sueroalbumina acetato N/ZO 0.7h 13 0.020

Zoína 80u(NHu)2 2% - 13 0.020

Puede observarse que el valor correspondiente a1 área en el punto de

minima compresibilidad es aproximadamenteel mismopara las distintas pro

teinas estudiadas e igual a 0.78 mz/hg, en cambio 01 coeficiente de com

presibilidad veria considerablemente de una a otra proteina y para la mis
maproteina extendida sobre distintos sustratos.

Con el dato del área minima y conociendo la cantidad de sustancia depo

sitüdü y su volumenespecifico puede calcularse el espesor del film; este

último puede a su vez medirse por métodos independientes, lo que ha dado
. . . . Iorigen a nuevas direcciones de 1nvest1gec1on en este campo.
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C) Medicion directa de espesores de filas.

Los métodos para la medicion de espesores de films se basan en fenome

nos de interferencia o en el estudio dc los cambios de elipticidad que ex

perimenta la luz reflejada en una superficie metalica cuando esta es cu

bierta por un film. De lo dicho sc desprende que debe disponerse de meto

dos que permitan la transferencia de los films del sustrato sobre el cual

se hallaban extendidos a la lámina que se empleará para la mediciSn del
espesor.

“1 problema fue resuelto por Blodgctt (28, 29) quien observo que el me

vimiento de una lamina a traves de una superficie cubierta por un film

mantcnido a una cierta presion iba acompañadodel deposite del mismo; "e

manera que repitiendo el movimiento ascendente y descendente de la lámina

podian obtenerse films nultimoleculares formados por un numero conocido

de monocapas. Para que el deposito sea uniforme el film debe mantenerse

a presion superficial constante durante la operacion (30). Esto puede ob

tenerse nediante cl uso dc balanzas superficiales que controlan automati

camente la presión mediante un dispositivo operado por un rayo de luz y

una o mas celulas fotoelectricas, e bien, en forma menos precisa pero mu

cho nís sencilla, empleando"pistones superficiales" (31). Puedeusarse

comotal cualquier aceite insoluble y no volátil que sc extienda par" dar

una presion superficial definida cuandola cantidad de sustancia presente

excede a la necesaria para formar un film nononolccular. En esas condi

ciones la presion ejercida es una caracteristica della sustancia para ca
dc teaperatura e independiente del area cubierta por el film.

El método consiste cn tener dos porciones de superficie separadas por

un hilo parafinado cuyo largo es mayor que el ancho de la cubeta en la

cual esta contenido el sustrato. Se extiende el film a depositar en una

de las secciones, colcando en 1a otra una gota del aceite empleado como
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. l . . . . .piston, la que se extiende inmediatmúente para formar un film mononolecu

1er, permaneciendo el sobrante en forma de pequeñas gotas. La tabla si

guiente da las presiones ejercidas por algunas de las sustancias emplea
das con este fin:

Fosfato de tricresilo 9.5 dinas/cm ‘
Aceite castor 16.5

Acido oleíco 29.5

Puede usarse también aceites lubricantes oxidados que se extienden fer

nando fihms uniformes que exhiben colores de interferencia, los que pue

den Calibrarse con una balanza superficial en forma de conocer la presien
correspondiente a cada color (32).

Una vez depositado el fiL: sobre la lamina pueden emplearse distintos

métodos para la medida del espesor. Uno de ellos observa fenomenos de in

terferencia de la luz reflejeda y fue desarrollido por Blodgett y Lang

muir (33); su precision no es muygrande, y la necesidad de construir en

cada CuSOpatrones de espesor que contiencn alrededor de 50 capas de es

tearato de bario depositadas, hacen que el metodo sea largo y engorroso

cuando hay que llevar a cabo gran número de detenninnciones.

Rothen, interesado en la investigacion de reacciones de interacción en
tre entidades biolegicanente activas ideo un dispositivo (clipsónetre)
que le permitía medir con precision y rapidez el espesor de films delga

dos. El elipsometro se basa en los trabajos realizados por Drude (3h),
- o . .quien danostro que un film de pocos A de espesor que se encuentra cubrieg

o g ' odo una superficie metalica puede ser detectado mediante cl estudio GClas

variaciones de elipticidad de la luz reflejada por la misma. (ll)

Si se hace incidir un haz de luz lin‘almente polarizada en forme tal
. .Í ' 1. .que el plano de polar12301on forme un angulo distinto de 0° o 90n con
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el plano de incidencia, la luz reflejada es clipticamentc polarizada. La
forma y orientacion dc la elipse dependen del angulo de incidencia y de

las constantes opticas del metal. Cuandose cubre la superficie metalica

con un film delgado transparente se altera a rclación‘V de los componen

tes que vibran en el plano de incidencia y perpendicular a 51, comoasi

tambien su diferencia dc fase c). Las formulas de Drudc relacionan los

parametros'fl'y A con c1 espesor óptico de la capa depositada, el angulo

dc incidencia fit y las constantes Spticas del metal 3 y H , que quedan

definidas por

0

H 2 tang 2 V

sen tangsb cosZ ‘Ï'

dondecí es cl angulo de incidencia principal, o sea, cl angulo para el
cual la rcflcxicn metalica produce una diferencia dc fase de 900. El azi

mut principal íDOS1a relacion de los dos componentes despues de la rc

flcxion con este angulo.

Las formulas de Drudc expresan I i

2 Yu z Y" = nen z sb'ï-l/ W ‘-=<’-"¿<¿L (4%} WWW i ¡KI 41.

X (¿05136- x)z+.( ¿ v

,_\_¿' z ¿1’11 cos ó een a/{Czasl¿—°¿__) //Í‘ “¡7)A AFD,
siendo é el angulo dc incidencia y Np’y'JA’los valores de 7Vy A cn
ausencia del film; nl es el indice de refracción del film (35).

Se han ideado diversos métodospara cl analisis de la vibracien elípti

ca. E1 procedimiento empleado por Rothen se basa en que si un haz de

luz olipticauente polarizado atraviesa una lámina de cuarto de onda, la
vibración emergente es linealmente polarizada y puede ser extinguida por

un Nicol analizador si las direcciones principales de la lámina de cuarto
f . . . . .estan orientadas en forma de coinc1d1r con los OJes dela elipse. En esc
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caso la tangente del angulo formado por el plano de polarizacion de 1a

luz linealmente polarizada y una de las direcciones principales de la 15

nina de cuarto de onda mide 1a elipticidad (YÍ); en tanto que la orienta

cion ((3) de la lámina de cuarto indica la orientacion de la elipse. La
diferencia de fase A esta relacionada a los pa ¿metros anteriores por

medio del angulo de incidencia {á segun las relaciones

sona g: sen Z‘P/ sen 2

tang g_- tang 2 “Y/ sen 2 f3
de manera que conociendo el indice de refraccion del film puede hallarse

el valor de l aplicando las formulas de Drude (36).

Este procedimiento es engorroso y poco preciso, ya que las formulas so

lo son validas para muypequeños espesores. Un metodo mas practico y pre

ciso consiste en el empleo de una curva de calibrado, obtenida mediante

el deposito de films de espesor conocido. Este metodo sera descripto.en

de alle en la parte experimental correspondiente.

Las experiencias de Rothen se hallan dirigidas a la dilucidacion de la

naturaleza de las fuerzas que actuan en las reacciones de interaccion en

tre sustancias que posean actividad biologica, tales comosistanas innu
nologicos y enzfinaticos. Rothen supone que las fuerzas presentes en tales

casos tienen un campo de accion mayor que las que actuan en sistemas in

tegrados por moléculas sencillas. Para comprobarla existencia de estas

acciones a distancia ha llevado a cabo una serie de experiencias interpo

niendo barreras inertes de estearato de bario o resinas sintéticas tipo
FOIDVCIpor OJ. entre un film de antígeno depositado sobre una lamina me

talica y 1a solucion de anticuerpo homólogoque se hace actuar sobre es

te, habiendose podido comprobar aun en estos casos 1a persistencia de u
l . I . . .na interaccion. El elipsometro se ha mostrado un auxiliar valioso para
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la realizacion de este tipo de experiencias, dificiles de imaginar por o

tra parte en el campotridimensional, pero con los datos acumuladoshasta

el presente resulta dificil decidir si las interpretaciones de Rothencon

o no correctas (37, 38, 39). t

D) Breve sintesis de os traba'os de caracterización de roteinas ng;
diante el estudio de films monoy multinoleculares.

Comose ha mencionado anteriormente, las curvas de compresión muestran

una marchamuysimilar para las distintas proteinas, obteniendose para
todas ellas un area limite de 1 mz/hg y un valor del eSpesor aproximada

mente constante e igual a lO A. Este valor es muchomenor que el esperado,

yaque varias proteinas (peso molecular Av35,000) tienen moleculas esfe

ricas en solucion, siendo el diametro de las mismas de alrededor de MSA,

habiendose además obtenido ese mismo valor del espesor con films de pro

teinas de peso molecular proximo a 200,000.

La explicacion posible es que la forma de la proteina en la superficie

no es esféricazy que el film se forma por un desplegamiento de la mole

cula proteica nativa (22, 32, no). Por otra parte, el hecho de que mu

chas proteinas sean solubles en el medio sobre el cual se extienden, en

tanto que sus films son altamente insolublcs (32, ul) esta indicando que

se producen cambios estructurales profundos durante el proceso de exten

sion. _

El primer problema que se presenta en estos estudios es el de asegurar

que toda la proteina se extiende para formar un film monmnolecular, inpi_

díondo cl pasaje de una parte de la misma a 1a solución subyacente o la

formacion de agregados polimoleculares. El control de la extensión puede

hacerse midiendo el espesor optico de la monocapa por el metodo de Blod

gott o Rothen y compararlo con el deducido de las curvas F-A (32). Para

discriminar sobre la homogeneidad del film Hughes y Rideal emplean medi
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das de potencial superficial (uz) y Zocher y Stiebel observacion con ul
tronicroscopio (h3).

Las técnicas de extension empleadas tienden a salvar los inconvenientes

mencionados,pudiendocitarse entre ellas/las siguientes:

a) Gorter y Grendcl (uu) expulsan la solucion de proteina contenida en

una micropipeta de 0.005 nl mantenida horizontalmente en la superficie
del sustrato.

b) Bull (21) opera en la misma forma pero emplea una pipeta de B10d

gett (19).

c) Hughes y Rideal y Fosbinder (uz, hS, A6) encontraron que las parti

culas sólidas de proteina se extienden rapidamente sobre una superficie 1

lrtpia; su método consiste en colocar en una fibra de cuarzo revestida de

parafina una pequeña cantidad de proteina, sumergiendo esta a traves dc

la superficie del sustrato; la cantidad de sustancia que ha pasado a la

superficie se obtiene por pesada de la fibra en una microbalanza.

d) Langmuir y Shaefer (32) depositan por medio de una micropipeta la

prateina a usarse sobre una ¿nina de níquel cuya longitudes igual al an

cho de la cubeta, y su ancho igual a la profundidad de la misma; esta es

sumergida luego a velocidad constante. lecomicndanparticularmente este

métodopara las proteinas que dan films tipo gel.

Los f ctores gue inglgxgn_sobre la extensién son:

l) concentracion de la solucion de proteina empleada para depositar Cl

film. Segun Bull no debe ser mayor de 0.05% ya que en caso contrario no

so obtiene extension completa. (22)

2) cantidad total de proteina agregada en relacion con el area disponi

ble para la extension (concentracion superficial).
3),cm1posici6n del sustrato empleado. En general se obtiene una buena

. I . ( I . Iexten51on sobre soluciones buffer diluidas de pH proximo al punto isoolcc
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trico de la proteina, y en soluciones altamente ácidas, comoClH0.1 N a

0.01 N, o de alcalinidad relativamente elevada. Para valores del pH dis

tintos de los mencionados la extension es muchomas lenta y no llega a

completarse si se inicia la compresion antes de que aquella haya sido to
I

tal. Los iones metalicos actuan favoreciendo la extension; su accion dc

pende de la valencia con que actuan (h7, AS). La extension de algunas pro
teinas que forman dificilmente films sobre soluciones acuosas ordinarias

puede obtenerse luego de una love digestion proteolitica (ug, 50) o median

te el agregado al sustrato de ciertas bases o acidos organicos, tales co

mo tartrazina o espermidina (51).

Se encontro asimismo que la facilidad de extension crece al aumentar la

concentracion de sales en la solucion empleada comosustrato (21, 52, 53)

mostrandose particularmente apropiadas las soluciones de SOu(NHu)2en
concentraciones de 10 a 35%.

h) La presencia de impurezas superficialmente activas conduce a 1a ob

tencion de valores elevados para las areas limites.

5) Tiempotranscurrido entre la extension y el comienzo de las medidas

realizadas.(zl). Distintos autores dan valores muydispares del tiempo ne

cesario para que la extension sea completa, variando los datos menciona

dos en la literatura entre 1 minuto (22) y Zu horas (5h). En todo caso de

be demostrarse que las areas para una dada presion son independientes dcl

tianpo.
Los estudios realizados con films de proteinas comprenden:

1) Trazado de diagrmnas F- . Cono ya ha sido mencionado, DTOpÓPeionnhun

metodo rapido y simple para la determinacion de pesos moleculares. Es in

teresante mencionar algunos de los trabajos realizados por H. Bull, quien.f I.
determine por este camino los pesos moleculares de la ovoalbum1na,/3-lac
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toglobulina, sueroalbumina, pepsina, insulina, 0to., habiendo realizado
asimismo experiencias con films mixtos de proteinas y detergentes. Los p o

sos moleculares obtenidos son correctos y pueden compararse bien con los

obtenidos por presion osmetica, siempre que en cl caso de la ¿Llacoglo
bulina e insulina haya en el sustrato una cantidad suficiente de ion Cu’.

comopara impedir la disociacián superficial de las mismas. Salvo en el

caso de la pepsina, los valores son independientes de [g y de la concen
tracion superficial inicial.
2) Medidade potenciales superficiales. Aunquehasta cl presente se care

ce de una interpretación adecuada de los resultados obtenidos, es un n5

todo de considerable importancia para cl estudio de interacciones que tie

nen lugar entre las moleculas de un film y las de una sustancia inyectada

por debajo del mismo.
In3) Eiguras de expansién._(55) Son un reflejo la cehesiáncon que est n u

nidas entre si las unidades que forman el film, ya que los films gaseosos

dan un tipo de figura característico y fácilmente distinguible de las
fornadas por finas con estructura de tipo gel.

u) yiscosidag de fiygg. Señala Bull que si las viscosidades pudieren de

terminarse a bajas prGSiones, en que las interacciones entre las molecu

las son dcspreciables, podria obtenerse informacion en cuanto al grado de

simetría de las moléculas, en forma semejante a lo que sucede en estudios

de viscosidad de soluciones diluidas de proteinas. El estudio de la velo

cidad de difusion superficial a bajas presiones proporcionaria datos so
bro la forma de las moléculas en 01 film.

El alcance de los metodos mencionados se ve limitado por el hecho de no

haber sido posible lograr la extensión de algunas proteinas; tal el caso

por ej. de la protaninu y gelatina (56) con las cuales parece ser que la
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solubilizacien tiene lugar antes de que pueda llevarse a cabo la forma

cion del film. Es dificil asimismola obtención de films a partir de pre»

teinas altamente insolubles, que poseen por lo tanto gran coherencia inter
na, comola keratina.

Estructura de films de proteinas. Se acepta generalmente que las pro

teinas están formadas por residuos de aminoácidos unidos entre si por

laces pcptidicos para formar cadenas polipeptidicas que pueden contener

cientos de tales residuos. La disposición de las cadenas polipcptidicas
en la molécula no ha sido aclarada, pero los estudios con rayos x revelan

un alto grado de regularidad interna (57). Es un hecho notable, comoya

-ha sido mencionado, que cuando estas moleculas solubles y altamente orga

nizadas se colocan sobre un sustrato apropiado se extienden para formar

films insolubles cuyo espesor corresponde al de una cadena pcptidica, in—

dependientemente do las dimensiones de la molécula original.

Se ha sugerido que las moleculas de proteína existen cn la superficie

cn fonaa de cadenas de estructura [3vkcratinica y que a bajas presiones
las cadenas laterales dc los residuos de aminoácidos se disponen horizon

talmente sobre la superficie, oricntandosc normalmentea la mismadurante

la compresidn (26). Bull en cambio afirma que aún a bajas presiones las

cadenas laterales tienen un grado considerable dc orientacion normal a

la superficie, y que ademas, debido a la estructura dc la cadena ÉLke

ratínica, la mitad de los residuos están dirigidos hacia la fase acuosa
y la otra mitad hacia la fase aire. Para que cl film asi formado sea cs

tablo su superficie superior debe tenor carácter predominantementehidro

fóbico, cn tanto que la superficie dirigida hacia el agua debe ser hidro

fílica. Se ha sugerido que las moleculas de proteína nativa estan forma

das por capas o laminas paralelas de cadenas peptidicas (58, 59, 60, 61).
. . . eEs razonable suponer que estas capas tienen la mismacaracteristica hi

-_........

._..._
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drefilica-hidrofebica que los fihus. Por cJenplo, en una nolecula nativa

que contiene dos de tales capas de cadenas peptidicas, las superficies

exteriores deben ser predominantementehidrofilicas, formandoun "send
wich“ cuya parte central es de caracter hidrofóbico. Resulta dificil con

prender la formacion de monocapasde proteina si no se acepta esta estrug

tura laminar para las moléculas nativas.

El proceso por el cual la molécula nativa se deSpliega y se extiende

es todavia oscuro. Debeproducirse un clivaje tanto por los planos hidro

filicos comopor los hidrofobicos, lo que conduce en algunos casos a 1a

disociación de la molécula proteica (p. ej. en el caso de la {¿—lactoglo
bulina). Según esta teoria la única condicion necesaria para que una no

leculu nativa se extienda para formar un film, es que existan en ella

por lo menosdos planos de cadenas peptidieas. Los estudios de difraccior:

de rayos x indican para la molécula de netahanoglobina la existencia dc

cuatro planos tales (61).

Noha sido posible decidir hasta el presente mediante estudios de films

monomolecularcsla disposicion ni la secucncia de los residuos de amino
I _ .aCides en la cadena polipeptidica.

Estudios sobre proteinas nucleares; Las proteinas de los núcleos celu
lares se encuentran naturalmente cn combinación con moleculas diversas

de alto y bajo peso molecular habiendo sido ya señalado por Miescher (62)

1a existencia en el núcleo de un equilibrio dinamico entre Écido nuclei

co, protanina y sal; Repitiendo las palabras de Grienstein (63): "Este

CÜBCL‘DEO(10un equilibrio dinámico entre los componentes nucleares tiene

tal vez una implicación muchomas maplia que la que el mismoMiescher ir

tuyera pues en las peculiares propiedades de estas sustancias y en su
. . I l . I omutua interac01on esta el origen de los fcnauenos asociados a1 CïCClfliOQ
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to celular y al proceso del ser viviente".

Las protaminas y las histonas constituyen los componentesproteicos más

importantes de los nícleos celulares y su estudio data desde los clásicosA

trabajos de Kossel (6h). quien demostro la existencia en los núcleos dm
eritrocitos de ganso de una proteina básica que lleno histenn, y que se

ría el componenteproteico n53 importante de los eritrocitos de las nVes.

Recientemente Stedman y Stednnn (65) describen una nueva proteina quo

llaman "eromosominn"y que rcpreontnria el 33%de los'nflcleos de eritro

citos de pollo libres de lípidos (66). En lana, Lajnenovich y Mittelnnn

(67) nislnron una porción proteica, tipo histona, de los eritrocitos de
pollo, que poseía ln interesante propiedad de aglutinar eritrocitos de

diversas especies, nuclesáos y no nuclendos. Esta histonn fue estudiada

posteriormente desde el punto de viste de su cerflcterizacion fisicoquíni

ca por N. Mittelmnn (68), quien describe ln histenc cono nonedispersa a

pH 3.20, pero que deja de ser homogénea o pH superiores. Su pH isoelee

trico es aproximadamente10.5, obtenido por extrnpslacián de las curvas

de movilidndes en funcion del pH. El estudio de sedincntncíon de la his
l . .ton: en campos centrifugos intensos revela por lo menos dos componentes

-v - o I - 7’

¿o 530 Í 9,0lklo 13 gg :9 y 820 r 16.3 x10 l) cnáseg . En componente.5 egz en seb

más veloz se asocia presumiblemente a una nucleohistonc y un cílcule ap

proxinnác bzsedo en la suposición de que las constantes ¿e difusion de

ln histonn y nucleohistona sean del orden de las descriptas por Carter y

Hall (69) para ln histonn y nucleohistonn de tino conduce a los val rea

de M: 19,000 y M: 1,260,000 para los pesos moleculares respectivamente

de dichos componentes. Es nuestro proposito estudiar la extension de le

histonn en films nononnlcculares y obtener un valer de su peso molecular
I

por este metodo.



II) PARTE EKPERIMEEEQL

El presento trabajo experimental comprende:

a) Montaje y contralor_de una balanza vertical para la determinacion do

presiones superficiales; Modificación del metodo de Harkins-Lnderson y

su aplicacion a la obtencion de diagramas F-A y determinacion de pesos

moleculares de proteinas;

b) Montaje de un dispositivo (elipsometro) para la determinación de espe

sores de films. Dcterminacien de espesores de films de proteinas;

c) Estudio de propiedades superficiales de proteinas nucleares empleando
I

los metodos mencionados anteriormente.

Dijimos ya en 1a parte general cual es el principio en que se funda 1a

balanza vertical de HarkinSvAnderson, basada a su vez en la balanza do

Milhclmy. De las 3 fuerzas actuantes sobre la lamina sumergida en el li

quido en estudio, sólo una, el peso de la misma, es constante durante u

na experiencia de compresion. En el metodo de Harkins-Anderson 1a segun

da fuerza, el empuje, os variable, ya que es decreciente simultaneamente

con el area del film; Comotambién disminuye 1a tension superficial du

rante la compresiones asimismovariable la tercera fuerza, la "presion
superficial; La formula (3) de le pagina 6 da precisamente la relacion

que debe ser satisfecha entre las tros

‘E variaciones a 3’, a Gy a l cuando cl

angulo de contacto 71, 0. En ol'nétado

de Harkins-ánderson las disminuciones

de X impuestas por la compresión conti

nua del film determinan un desequili
brio entre las tres fuerzas actuantes
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sobre le lámina parcialmente sumergida, lo que motiva el ascenso de la

misma (l disminuye) con lo cual disminuye E hasta alcanzarse un nuevo es

tado de equilibrio. Si la compresión es continua, los sucesivos estaeos

de equilibrio están asociados a una dimiinucion continua do 1 y de G

( es relaciones entre G, W, l y X, estan dadas por la (1)). Es evidente

que si se dispone de una balanza a cadena para posibilitar la variación

prícticmaente continua de G, es t:5ricamente posible y prácticamente in

mediato operar a l constante, cenpensendolos desequilibrios producidos

durante la c npresion con las correspondientes disminuciones de G. Esta

modificacion en la forma de operar respecto de la balanza vertical de

Harkins-Andorson que hemos desarrollado con el Dr. N. Mittelman, impone

que las oscilaciones verticales de la lámina parcialmente sumergida sean

practicamente despreciables, lo que se obtuvo aplicando des barreras so

bre le escala que marca las oscilaciones del fiel. De este modose

puede observar cómodamenteel establecimiento del equilibrio sin que re

sulte importante el posible deposito de film debido al ascenso y descen
se de la lámina.

Se enpleá para la construccion de la balanza una balanza analítica co

múna la que se hicieron las modificaciones necesarias para transformar

la en una balanza a cadena. La Fig. 1 muestra el detalle de la instala

ción mapleada.

Uno de los platillos de la balanza fue TCODDICZPÜOpor una plenada de

eprexhnademente su mismo peso P, de a que cuelga una delgada cadena ú“

plata C, que atraviese el piso de le balanza, y de 1: que va suspendi

da la pieza E, cuyo dibujo en planta puede verse en la Fig. 2.
'. a . I. . .

La pieza fue construida en m aterial plastico (Micarta), E y E' son







;dos cintas elásticas de bronce que sujetan por

?presien las láminas de vidrio V y V‘ que so suner-“_

¿gen en el sustrato sobre el que se va a extender

¿el film. El sistena de suspension asegura 1a p si
e I i .cien correcta de las laminas en forma perpendicu*

¿lar a la superficie del sustrato. Conel fin ¿e
““Fïg.«2 _g mejorar la sensibilidad se emplearon dos laminas

de Vidrio paralelas en lugar de una, ya que-en

esa fo ca se obtiene una mayor variaciSn de,G para una dada ¿isminucion

de (formula7).
Conel fin de eliminar las perturbaciones provenientes de las vibracio

nes del liquido, se monte la balanza sobre una mesa de hormigon H cupo»

trade en la pared sobre la que se coloco una plancha de mármol Mde 3

cm de espesor, separada de le anterior por discos de gomade aproximadas

mente l cm de espesor.

Las oscilaciones del.fiel se limitaron por medie de las trabas T y T'

en forma tal que la amplitud máximapermitida era de une division y medie

aproximadamente.

La cubeta empleada para contener el sustrato es de acero inoxidable,

sus dimensiones son: 65 CL de largo, 15 en ee ancho y 5 en de altura. ñ
uno de los lados de la misma se adose una escala de bronce dividida en

milímetros. Dicha escala, que fue construida para este objeto, se sujeta

con tornillos en los extremos de la cubeta, lo que permite desmontarla

JOSDHÉSde Cada experiencia para proceder a la limpieza de aquella;

Dado que el espesor de le chapa de acero empleada en la construccion

de la cubeta es de pequeño espesor (nu 0.5 nn), no pudieron emplearse

para la Compresióndel film barreras que descansaran sobre los bordes ie

la misma! Nuestros primeres ensayos se efectuaron con barreras de mica
i
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parafinnda, efectuando el cierre lateral con hilos parafinados (Guests
lle). Si bien esta tecnica puede ser utilizada satisfactoriamente en le

regián de bajas presiones ('u l dine/cn), cuandole presion superficiql
se hace nayor los riesgos de pasaje de fina al otro lado de la barrera

aumentanapreciablencnto, no obteniéndose equilibrios estables para los

sucesivos estados de compresion;
A causa de los resultados inciertos obtenidos con las barreras fletan

tos de mica y cierres laterales de hilos parafinades en nuestras condi

ciones de trabaje, dCCidElCSapartarnos completamente de los modelos de

barreras descriptos en la literatura, para ensayar un modelode barrera
semejante a un "bote" que simultáneamente flota y ejerce presion lateral

sobre las paredes de la cubeta. Para tel fin se empleouna barrera de

lucite cuyos detalles pueden verse en le Fig 3.

El ahuecaniento central tiene por oejcto conseguir que le barrera fle

te espontáneamente sobre la superficie del líquido. ABy L'B' son dos 15

mincs elásticas de acero unidas a la pieza de lucite por los tornillos

T y T' en forua que las distintas partes puedan desmontarse fácilmente

para su limpieza. Conola distancia ¿A' es aproximadamente igual al nn

cho de le cubeta, BB‘ resulta mayor que el mismo debido a la fonna de

la pieza de lucite y de las líninas de acero, de manera que al colocar

la barrera sobre le superficie del líquido, ¿By A'B' presionan contra
las paredes de la cubetc¿ impidiendo el pasaje de sustancia hacia le su

perficie no cubierta por fibño Conel fin dc evitar desprendimientos de

perefinn provenientes del rece de las líninas elásticas contra 1a euhehA

se recubrieron aquéllas :Jn un delgado tube de goma, sellando las cxtrg

nos B y B' con un pequeño tapón de narafina;

El desplazamiento de la barrera se lleve a cabo mediante la piezalz

(Fig. h) que deslize sobre les bordes de la cubeta; el indice I indice
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f .sobre la escala la posicion de lo barrera.

El deposito de 1a proteina sc llevo

a cabo mediante una pipeta de Blfldgett,

tal como1a que puede verse en la Fig.

5. La pieeta se llene mediante el bulbo

de goma G. El volumen omitido es el ce;

prendido entre los extremos El y E2 del

capilar T. B1 calibrado de una de estas

pipetas dio’un valor de 0.08001 0.0002

Ïtï‘injhí'mww m1.

figgtancias eneleadag.
n los efectos de controlar el ajuste y condiciones de trabajo de la bn

lanza sc utilizo una proteina cristalizada bien estudiada y apta para su

tablccer comparaciones numéricas, como os el caso de 1a ovoalbfinine, que

fue preparada y recristalizada en el Laboratorio de Fisicoquinica segun

el ïátodo de Cannon y Kekwick, y que nos fuera proporcionada por el Dr.
N. Mittclman.

La glbúnina de bovino era el producto comercial Armour (Fracción V).

Cono sustrato se empleo una solucion de SOh(NHu)2al 5%. Se preparo
una solución stock de sulfato de amonio al 35%de la que Se tomaba cn en»

de ocasion el volumennecesario, filtrendolo por carbon activado en prou

percion de l grano por litro de solucion,y diluia con le cantidad nece

saria de agua en el momentode la experiencia.

En la Operacián de parafinado so empleó una solución de parafina Merck

(P.F. hé-hBQC)en benceno rectificado.

.I . .' . .gp¿gngion de diagrgnas F-u¡ Manera en ue se condu ero las ex orienc1ng

‘iaaivañ-esN‘La cubeta y las barreras se linpiahen rigurosamente cada dos o tros
9

m
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experiencias, cnploandopara elle solvente industrial que elininaba prac

ticamente toda 1a parafina. La cubeta se lavaba luego con potasa alcoho

lica, onjuagando finalmente con abundante agua, hasta observar un mojado

uniforme de la superficie; una vez seca, la misma se calentaba suavemente

por medio de un mechero hasta BOQC-hOOCy se parafinaba pasando un algo

dón embebido en una solución ña 10%de parafina en benceno. El calenta

miento tiene por objeto favorecer la adhesion de la parafina.

Luego de colocado el sustrato en la cubeta, su superficie se renovaba

por "barrido" mediante una lamina de celuloide cuyo large era igual al

ancha de aquella,

La proteína se deposito en todos los cases a partir de soluciones acue

sas de concentracion adecuada mediante una nicropipeta de Blzdgett cuyo

volumenemitido era de 0.077 nl, colocada herizontalnenfe sobre la su

perficie, en forme tal que su extremo tocara exactamente 1a misma.

El valor de Go corrCSpondia a1 valor de G obtenido con las laminas su

mergidas en la solucion limpia de sulfato de amonio, cuando la posicion”

del fiel coincidia con la division central de la escala S (Fig. l); lue
go del depesito del film y de cada compresion se variaba G por medio de

la cadena de nodo de llevar nuevamenteel fiel a esta posieián de refereg

cia. Novolvía a arrestarse la balanza durante el resto de la experiencin

Podian determinarse variaciones del orden de 0.02 a 0.05 dina/cn, co

rrespondientes a variaciones de G de 0,2 a 0.5 ng).

Una vez extendido el film se esPero 5 minutes antes de iniciar la con 

presión, salve en los casos en que se deseo estudiar la influencia del

tiempo transcurrido entre ambasoperaciones sobre la extension.

La compresion se llevó a cabo mediante desplazamientos de 1 cn en la

posicion de 1a barrera (¿5 a g 15 ene), variaciones menores del area
hubieran producido disninuciones del peso G inferiores a la sensibilidad
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do la balanza en la primera región de la curva. Luego de cada compresión

se eSporo un tiempo suficiente comopara permitir 1a estabilización de la
balanza;

Los valores de F que figuran en los gráficos F-A se obtuvieron mediante

la formula (7)

¿KZfiZ-Sr
para las dimensiones do las láminas utilizadas en cada caso; Las areas

en mafingse obtuvieron dividiendo el área disponible para el film co

rrespondiente a cada posición de la barrera por la cantidad total de

sustancia empleadapara formar el film;

El número de valores experimentales de F comprendidos entre 0 y 1

dina/cu obtenidos para el trazado de FAg f(F) variaban entre 8 y 10

puntos; En tcdos los casos se calcularon los mejores valores de #1 y
l

de la ecuación FA - 0‘ F «op mediante el metodo de cuadrados mínimos.

Resultados obtenidos: a) Con ovoqlbfiniga

La Tabla l nuestra los valores obtenidos en una experiencia represen

tativa de la serie llevada a cabo con ovoalbfinina (Experiencia No35)

Tabla l. Film de ovoalbfinina sobre sustrato de SOA(NHh)25%.2Ï: 5 nin.
Concentración superficial inicial -_-_O.L|2Ing/DZ.¿aX-g lOZAG.

.1; (nz/ng) -. 0.ou1 L. T e: zooc.

¿1 (nz/mg) {-_xG (ng) o X (dina/cn) Gun¡AY(dinc /cn) Fr.

Z;255 0;5 0;051 0;051 0:115

2;21h 0.0

2.173 0;0

2.132 0.0

2.091 0.0



A (na/ng) /."-G (ng) 1::7‘](Gina/cm) szr16Ï<dinc/ cm) FA

aLpso oLq

2Loo9 0:5 o;951 o;102 0:205

1;968 oLo

1L927 oLs o;051 oL153 o;295

1L886 oLo

l;8fl5 0;5 L;C51 0;20h 0:376

1Lsou oLs oLosl oLzss oLuóo

1L763 o;5 o;051 o;306 0L539

1L722 o;5 0.051 o;357 o;615

1;681 2L5 oLzss o;612 1Loze

1;6uo u;o o.uoa 1;ozo 1:67}

1L599 6Lp 0L612 1L632

1L558 7L5 oQ765 2;397

1L517 9Q5 oL969 3.366

1Qu76 11Lo 1;122 uQuas

1;u35 15Qo 1.530 6L918

1L39u 15;5 1;581 7L599

1L353 16;o 1Q632 9L231

1L312 16Qo 1;632 10;863

1;271 16;5 1;683 12;5u6

Con los datos obtenidos so trazaron los gráficos: F .-_f(A) y F11_-¿f(í=‘)

que figuran a continuacic'm (Figs. 6 y 7).

El cálculo de cuadrados mínimos para lOs valores ac F comprendido.

tro O y 1 (lina/cm arroj5 los siguientes valores







Tabla 2

F (x1) A Fa (yi) xÏ xiyi

0;051 2L255 0:115005 0;002601 oLoosaós

o;1oz 2L009 o;20u918 o;01ouou oLozo910

0;153 .1;927 0L29u831 oLoz3u09 oLou5135

o;204 1;8u5 0;376380 0;0ü1616 OLO7670h

0.255 1L8ou oLuóoozo oLoósozs o;117300

o;3o6 1é763 o;539u78 0;093636 oé16u93h
0.357 1.722 0L61u75u 0L127uu9 0-219555

oQ612 1L681 1.028772 0L37u5uu ot629136

1;020 1;6uo 1L672800 1L0houoo 1L706u60

¿060 í ; 5.306958 ï: 1;77908LL ï: ¿995990

’ 9P+L%odzsm7
3.06 /3 . 1.779<x z 2.996

Lo que conduce a valores de

{3 e 0.0551

e! :.1.572
La expresion para el peso molecular, teniendo en cuenta que se ha le

bajado a 20°C es (formula 12)

M2= 2h;3 f-lca / o;0551

M2 z uuL1oo
Conel fin de vorificar si la extension era completa se llevaron a ea

bo experiencias a distintas concentraciones superficiales iniciales. a;

servandose que los resultados obtenidos eran independientes do dicha

concentracion; Por ejeaplo, el valor del peso molecular obtenido maple

ando una e: igual a 0.28 ng/hz fue de h3,u70¡



Les valores obtenidos en ena serie de experiencias fueron los siguien
tes:

ÏEQlELJï

Peso molecular Válor medio di dí
A3,626 56o 313,600

u2,27o 1,916 3,671,u56

u1,908 2,278 5,189,28u

A6,285 1,099 1,207,801

uu,1o2 uh,186 8h 7,056

u7,6u7 3,u61 11,978,521

u5,u7o h 16

A3,u7o 716 512,656

a“, 353 3,u90 íí a 22,680,390

lo que conduce finalmente a un valor del peso molecular de uh,186¿ 636

(desviacion standard Ï}h 1 636); E1 metodo utilizado pof nosotros de
pues para el peso molecular de la ovoalbunine: M1 hu,200 i 650.

Pasemos ahora a considerar el film a presiones mayores de 1 dina/cn.

La Fig6 8 nuestra el gráfico correspondiente al coeficiente de compresi

bilidad en funcion del ¿rea del film ((5 :- 1/.10 4L) donde Iso es el
valor obtenido por oxtrapolacion del tramo recto Si la curva F g f(¿).

Se muestra solo la parte descendente de la curva debido a que se hicie

ron lecturas hasta la presion de colapso unicamente, ya que para valores

del ¿rea menores que el corrCSpondiente a est: presión, F dependía fuurn

tenente del tienpo, no llegandose a equilibrio a posar de haber hecho

lecturas durante intervalos considerables. Se considero que los valores
de A yA; correspondientes a esta presión correspondían el minimo de le

curva total de cmtpreslbilidad.(22)o'



Fig, 8
Los valores obtenidos gráficamente son:

Presién de colapso (Em) = 12.5 dinq/bm

Area ccrrespondiente al.punto de mínima cnmpresibilidad (Am)n 1.2 QE
:Ï' x ' ' ' ' mg

Compresibilidad mínima "¿-153,3) .3 0.016



-37.

b) o tado ob do o o. "11 o. o

La Tabla h nuestra los valores obtenidos en una experiencia represen

tativa de la sorio realizada con albúmina dc bovino (Experiencia No 57).

ganlg_u. Film do albúmina do bovino sobre sustrato de soumah)2 5%
Ï-p 5 nin. ConCentracián superficial inicial -_0.1|.ZIng/na.

bízw2umT=2mm

¿l (nz/mg) ¿rxG (ng) A.br. (cuna/cm) Cum 1;:¡Í (dim /cn( ' F11

2L255 oL7 .oLo71 oLo71 0.160

2.1.2114 0 0

2L173 .0Lo

2Q132 p;o ‘

¿.091 0;5 (3.051 0;].22 0.255

2Qoso oLo - I

¿Loo9 oL5 o;051 oL173 0.3u7

1L968 oLo I í

4L927 9;? o;071 0.2hh 0.h70

;L886 oLo l

;;8h5 1Lo oL1oz oL3h6 0.638

laeou o;5 o;051 o;397

1L763 lLs oL153 0,550

1;722 1L5 oL153 0.703

1}681 zLo oLzou 0:90?

1;6uo 2;5 0:255 1L162
1.599 3Lo oLaos 1;u63

1L558 u;5 oLh59 1,927

1.7517 0%561
1.h76 7.o 0.71u 3.202



1Lh35

1%39h
1.353

1312

1L271

1L23o

1;199

9Lo

11;5
13.5

15Lo

16Lo

16Lo

15;0

.._38_

oL918

1L173

1;377
1.530

1;632

1;632

1L530

ul1zo

5L293

6;670

8;300

9L932

11:56h

13.09u

La fig. 9 corr03ponde al gráfico de F g f(A) correspondiente a estos
datos o

I
Eegiog qe pajas 920510395

Los gráficos do FAg f(F) dieron rectas hasta una presión superficial

de 0.30 a 0.35 dinos/cm, obteniendose en el intervalo comprendido entre

O y 0.3 dinos alrededor de 6 puntos experimentales sobre los quo podia
Ihacerse la antropolacion.

La fic. 10 nuestra ol gráfico FAg f(F) correspondiente a los valores

de la tabla ü.

OS

La ecuación de la recta calculada por cuadrados mínimos

Fn-g 0;033 1 1;75 F

lo que conduce a un valor de 73.600 para 01 peso molecular. El valor

medio obtenido en una serie de detonnineciones fue do 67,500.

figyiog de altas pgogioges,

La F13 11 nuestra la curva de conpresibilidad correspondiente a un film

do albúmina de bovino sobre sustrato de sulfato de amonio a1 5%
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Fig; 11

Los valores obtenidos gráficamente son:

Presián de colapso (Em) g 12 Gines/bm ‘

Area correspondiente al punto de mínima compresibilidad (Am): 1.2.3?’
Compresib-ilidad mínima ( J m) g 0.016
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b) DETEBMINAQION DE ESPEQQBES DE FILMS

Se utilizo ovoalbfimina cristalina y albúmina de bovino (Fracción V de

Cohn) para el control del dispositivo de Rothen montado para 1a medida

de espesores de films de proteinas.

La Fig. 12 muestra la disposición general de la instalación empleada.

Comofuente luminosa F se empleo una lampara de vapor de sodio; P es un

disco de Polaroid montado sobre un marco graduado de manera de poder co

nocer y reproducir la posicion del plano de polarización de la luz emer

gente del mismo; S es una plataforma, sobre la que se coloca para su ob

servacion 1a lámina metalica cubierta por el film en estudio, y que tie

ne dos movimientos: uno de rotacion, en forma de poder variar el angulo

de incidencia de la luz emergente del polarizador sobre la lamina, y o

tro vertical que permite variar la altura a 1a que se encuentra la play

taforma sobre el limbo graduado T; Este ultimo lleva una escala graduada

en grados que permite medir el angulo de incidencia por medio de un in

dice solidario con S. La lámina de cuarto de onda ;\ /h se halla montada

a su voz en un disco metalico, dentro del cual puede girar, leyéndose su

posición en la escala grabada sobre el mismo. D es el.nicol analizador

cuya posicion puede leerse sobre la escala E por medio del vernier V

con una precisión de 3 0.059; l.
Para la construccion del elipsometro se emplearon un limbo de goniáme

tro y el sistema analizador de un polarimctro, los ajustes necesarios
para completar 1a instalacion (montaje del Polaroid y de 1a lámina eunrto

do onda y osealas) fueron llevados a cabo en el Taller de Precision de

la Facultad;

La marcha de los rayos puede seguirse en la representacion esquematica

del aparato que se ve en la Fig. 13.
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La luz.monocromática proveniente de la lámpara de sodio pasa a trafiás

¿el polarizador P, orientado en forme tel que la direeeien del plane de

polarizaeián de la luz forme un ángulo de A59con el plane de incidoñg;a
i, indicado por los dos rayos que inciden en la parte superior e info?

rior de la lámina metálica 8; La dirección de vibracián de los dos reyes

determinada por la posición del Polarogg P está indicada en el plano I;
La parte superior e inferior de 1a lámina S han sido cubiertas con cen

uno y tres film monemoleeulupesde referencia, 10 que permite 1a utili
zación de una tecnica de medio campopara determinar esPesores, en la

fome que se describirí. ' >

Despues de reflejarse en S le luz es elïpticamentp polarizada, y como
los espesores de los films que cubren ambas mitades de 1a lámina no sone

iguales, las correspendicntes elipses E y E' difieren en orientación y

v";
elieticidad, Lo; dos haces de lu; caracterizados por este; dos elipses

,7 I .‘ ' l , I
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pasan a través de una lámina de cuarto de onda orientada con su direccion

rapida aproximadamenteparalela a la bisectriz del ángulo formado por los

ejes mayores de las elipses E y E‘, transformándose en las elipses.extre
madamenteclongadas L y L'. Finalmente la luz pasa a traves de un anali

zador A, observándose por medio de un ocular enfocado en s; El ángulo le

ido para la posicion del analizador cuando ambasmitades del campotienen

la misma intensidad da la lectura cero sobre la escala E; Si se añade aho

ra sobre toda la lamina un film delgado de espesor desconocido, el campo

superior e inferior adquieren distinta intensidad, ya que ha variado la
orientacion de las elipses E y E' y su elipticidad es ahora mayor. Después

del pasaje de la luz a través de la lamina de cuarto de onda las elipses

L y L’ también han rotado y su elipticidad es algo mayor que antes del

agregado del film. La rotacion del analizador devuelve la igualdad de in

tensidad a ambos campos , y el ángulo girado es una medida del espesor
del film.

El ajuste del aparato requiere, comoyase menciono, que el polarizador

se halle orientado en forma tal que el plano de polarización de la luz

emergente del mismo se halle formando un angulo de uSQ con el plano de

incidencia i; Para hallar dicha posicion debe tenerse en cuenta que cuan

do un haz de luz es linealmente polarizado y oe-oumple la cendiciónpnte
rior, el vector representativo puede ser considerado comola resultante

de los Vectores iguales y vibrando en fase op en el plano de incidencia

y os perpendicular a 61 (plano I); Despues de la reflexion metalica la

OlípSOque caracteriza a la vibracián reflejada es exactamente simétrica

con respecto al plano de incidencia, a la elipse similar que se obtiene
cuando el plano de la vibracion incidente es girado en un angulo de 900;
Entonces:

1) Por ensayos sucesivos se coloca el polariZador lo mas cerca posible
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de la posicion en que la direccion del plano de polariZacion de 1a luz

sea perpendicular algplano de incidencia, rotando el analizador hasta
extinguir la luz proveniente directamente del polarizador. Se interpone

luego la lámina de cuarto de onda, girandola hasta reextinción de la luz,

dejando fijos el analizador y polarizador; Se toma nota de estas posicio
nes.

2) Se gira MSDel polarizador y se observa por reflexion sobre una 15

mina metalica montada sobre la plataforma central del limbo graduado;

por rotacion do la mismase halla el angulo de incidencia para el cual

la sumade los cambios de fase producidos por la reflexion metalica y

por la lamina de cuarto de onda es igual a 00 o 180°. Esta condicion pue

de ser facilmente reconocida por el hecho de que en ese caso la vibra

ción emergente de la lamina cuarto de onda es nuevamente linealmente po

larizada, y puede obtenerse una posicion del analizador para la cual ha
ya extincion total; Esta posicion del analizador conjuntamente con la

obtenida anteriormente da el angulo ‘9 entre el plano de polarizacion

de la vibracion linearizada 2) y el plano de vibración de la luz inci
dente l);

3) Con el mismo ángulo de incidencia y la misma posicion de la lamina

de cuarto de onda se gira 909 el polarizador (hSQde 1a posicion primiti

va) girando el analizador hasta obtener nuevamenteextincion. Si la po

sicion inicial del polarizador era la correcta, vale decir, si en l) el

plano de polarización era perpendicular al plano de incidencia, ol nue
vo angulo Í“ debe ser igual alcobtenido en Z);

La Tabla 5 muestra los valores obtenidos en una de estas operaciones.
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TABLA 5

Posición del" Posicioq de la Posicián del \polarizador lamina './h a alizador ¿v

Observación directa 1129 -h0 -26.5° ‘h3o 9
Obseryación por re- ' .
flegion en,1amina 670 -h° '56-9°
metalica (angulo de '
incidencia - 75°) 29.89

Idem 1579 -ü9 3.39

E1 ajuste del aparato fue verificado cada veite o treinta experiencias.

Las laminas metalicas_empleadas para el deposito de los films eran de
acero inoxidable altamente pulido hasta lograr una superficie eSpejo. Sus

dimensiones eran 0;23&1;5x.6 cm; El pulido se llevó a cabo en c1 Taller

de la Catedra de Mineralogía en la forma siguiente: Las láminas previamen

te rectificadas se desgastaron con Carborundum120 y esmeril fino contra

una superficie de vidrio hasta obtener una superficie mate uniforme. En

la operacion de pulido se empleo Aloxite BFy Aloxite óptico sobre plan

chas dc vidrio, y Aloxite optico y oxido de cromo sobre discos giratorias

recubiertos de paño, obteniéndose finalmente una superficie altamente pu
lida y reflectora. Anteriormente habíamos intentado usar laminas de bron

ce rectificadas y cromadas,pero las irregularidades de la superficie, de
bidas probablemente a una técnica deficiente de cromado, hacían que no se

obtuviora una extincion simultanea en toda la extension del campoemple

ado para la observacion, lo que dificultaba la eleccion del criterio a
adoptar para hacer las lecturas;

Las laminas se limpiaban dejandolas sumergidas en una solucion de pota

sa alcohólica entre una y otra experiencia, enjuagíndolas luego con abun
dante agua, hasta obtener un mojado uniforme de la superficie.

Para cl depósito de los films, las laminas limpias se introdueían en
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una cubeta de acero inoxidable parafinada on la forma ya descripta, que

contenía un buffer de la siguiente composicion:

0L3 x 10"1L M ClaBa

ute x 10"LL M C03HK

pH q 7;0 a 7.2

6N1CI‘1-1 oLa conductividad especifica del agua utilizada ora de 3.6A 10'

Una vez sumergidas las laminas en el sustrato, se dejaba caer en la su

perficie del mismouna solucion bencenica al 1%de acido esteírico, has

ta cubrir aproximadamentelas tres cuartas partes de la superficie total,

limitando la superficie disponible por medio de un hilo parafinado de

longitud apropiada; Para mantener cobstante la presión durante el depo

sito del film se empleoun piston de Ácido oloico, que fue purificado

por cl Dr. P. Cattaneo a partir del producto B;D.H.. Las constantes del

producto final eran:
Determinado Tabulado

Indice de iodo 89;9 89;9

Indice de refracción a 2090 l.h597 ltü597

Indice dc refraccion a 1500 l.h613 1-h6lh

Dicha purificación fue necesaria ya que los resultados obtenidos con

el ácido oloico original no eran reproducibles.

La primer monocapase deposita sobre toda a superficie dc la láiina

retirando esta lentamente a traves del film de estearato de bario, por

medio del dispositivo cuya fotografia puede verse en la Fig. 1h, median

te el cual puede hacerse el deposito sobre seis laminas simultáneamente.

T es un tornillo cuya rotación ocasiona el desPIazamiento vertical de las

laminas; la altura a la cual se sumergenlas mismaspuede controlarse

por medio de la escala E.



Fig. 1h

En la mitad inferior de la lamina se depositan dos monocapasadiciona

les, sumergiendolahasta una altura conveniente y retirandola luego.

La posicion del analizador para la cual ambasmitades del campoapare

cen de la misma intensidad da el cero del aparato.

Sobre toda la superficie de la lamina preparada en la forma deseripta
anteriormente se depositan sucesivamente l, 2, 3,... ete. dobles capas

de estearato de bario, leyendo las distintas posiciones del analizador
para las cuales se obtiene nuevamentela igualaeion de la intensidad de

_iluminaci6n en ambos semioampos.

Si se representa ahora gráficamente la variación del angulo de rotacion

del analizador por doble capcxeri/’41i (6»4 g ángulo rotado por el anali

zador para cada doble capa de estearato depositada; N : número de dobles

capas depositadas) en funcion de N, se obtiene una recta. Por lo tanto

¿51% /Z>N'; a —b N, expresa el espesor optico de un film en grados por

doble capa en funcion del número de dobles capas depositadas sobre el

"gage" de referencia 1-3. Comouna doble capa de estearato tiene un es
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pesor de u8.8 A, se puede asociar en un grafico la altura de la barrera
de estearato en A (abscisas) con el incremento por doble capa (en orde

nadas); o bien representar directamente, comoya se menciono, a v; /A N

en función de N. Si el número de capas depositadas es grande de modo que

el espesor total es de 200-300 A, le luz proveniente de la lamina de cua;

to de onda tiene una elipticidad apreciable y resulta dificil igualar
con precisión las dos mitades del campo;

La Tabla 6 y la Fig. 15 muestran los valores y el grafico obtenidos
, Ien una opera01on de calibrado.

Eabla 6. Angulo de incidencia 699. Posición del polarizador: 67°.

Posición de la lámina de cuarto de onda: 5h.59 (Eup. No 8h)

Posición del analizador :ao. de dobles eapas do- GQp(/bN
positadas sobre el gage 

50.90 l
' 3500

¡47.90 2 ‘
2.85

[45005 3 '
' 2.65

u2.u0 u '

no.oo 5 

38.80 6

. .2 .El empleo de este metodo para la determina01on de espesores de films..'
de proteinas se basa en la sup051Cion, confirmada experimentalmente,

.I . .de que el indice de refraCCion de los mismos es igual que el correspon

diente a los films de estoarato de bario (nDg 1.u95).



Una vez depositados los films de referencia de esteara to de bario y

leída.1a posicián de cero del elipsámetro, se transfiriá a la lámina me

tálica una doblc capa de proteína, leyendo la nueva posiciáh del analír/
zador ysdeterminando por medio de ia curva de calibrado a quo valor db

XNcórregponde 91.5 WKhallado; . '
Los filmg.de proteínas fueron extendidos sobre un sustrato de ClHVQ.1

Ny mantenidos garante el depósito'a una presián superficial constante”
üe/9 dinas/cm médiahte el empleo de un pistán superficial de fosfato dé
o-tricresilo; ' x I

Con el fin de verificar si la curva de calibrado qmpleada era 1a correg QÏ
‘ .

I , . . I ‘ta, resulto convpniente operar en 1a Slguiente forma. Se depos1to en lo
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forma acostumbrada los films de referencia de estearato de bario ("gage"
1-3) y la doble capa de proteína, y se continuo depositendo luego sobre

toda la lámina sucesivas dobles Capas de estearato de bario, hallando

l los coerSpondientes valores A X/¿¿N y representándolos en funcion dc'

N en la forma ya mencionada a partir de la primera monocapa depositada

sobre el film de proteína;

La Tabla 7 y la Fig; 16 muestran los valores obtenidos en una expo
. . ‘ Í . . .r10n01a llevada a cabo con ovoalbumlna (Experlon01a No. 89)

A‘t/¿AN

valor

1-3599

10 que corresponde a un valor medio del espesor igual a 11 A, en con

cordancia con los datos mencionados en la literatura ( “v 10 A).

Para la albúmina de bovino se obtuvo comopromedio de los resultados

de 20 experiencias un ¿sx :_1.269, lo que corr03ponde a un valor de

9.7 A por monocapn. .
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forma acostumbrada los films de referencia de estearato de bario ("gage"

1-3) y la doble capa de proteina, y se continue depositando luego sobre

toda 1a lámina sucesivas dobles capas de estearato de bario, hallande

los correspondientes valores exx /¿!N y representandolos en funcion dc

N en la forma ya mencionada a partir de la primera nonecapa depositada

sobre el film de proteina;

La Tabla 7 y la Fig; 16 muestran los valores obtenidos en una expe
. I . . .riencia llevada a cabo con ovoalbumina (Exper10nc1a No. 89)

Tabla 2

Posicien del analizador Numerode dobles capas A (/41 N
depositadas sobre el
ngngon 1_3

uu.15 1

o 2 q Í“ ., ovoalbuaina 2.80
39060 3 .

. 2.65
36095 h '

. 2.h0
3u055 5 '

. 2.20
32035 6 '

. 1.65

29.00 8

Le que da un espesor por monocapa de proteina de 13.h A. El valor

-——nediode avi obtenido en una serie de 27 experiencias fue de 1.359,

le que corresponde a un valor medio del espesor igual a 11 A, en cen

cordancia con los datos mencionados en la literatura ( x- 10 A).

Para la albúmina de bovino se obtuvo comopromedio de los resultados

de 20 experiencias un :ÁÑ =_1.260, lo que corresponde a un valor de

9.7 A por monocapa.
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c) EQTUDLO DE PBOIELNAS NUCnggES

Esta parte del trabajo consistiá en la preparacion de le histone y el

estudio de sus propiedades superficiales empleandolos metodos anterior

mente doscriptos.

Preparacion de histon". Se extrajo la histona de los nucleos de glóbu

los rojos de pollo, siguiendo el metodo de Kossel modificado por Bang (69).

Se partio de 500 m1 de sangre de pollo a la que se habia agregado como

anticoagulante exalato de sodio 0.1 N, en proporción de una parte de exa

lnto por cada nueve partes de sangre; Se centrifugá, laVando tres veces

los glóbulos con solución fisiológica, obteniéndose finalmente 250 ml de

glóbulos. Los nucleos se separaron usando comoagente hemolitico una so

lucion de saponina al 3%en buffer de fosfatos a pH 7 (70), empleándosc

5 m1 de esta solucion por cada 100 nl de globulosi Se centrifugo y lavo

repetidamente con solucion fisiológica hasta eliminar la hemoglobina.

La suspension de nucleos asi obtenida es de color amarillo. En residuo sc

agitó durante ü horas con ClH 0.8%, luego de lo cual se centrifugé, y cl

sobrenadante limpido o algo turbio so dializo contra agua destilada hasta

reacción negativa de cloruros. Se precipito la histona del sobrenadante

por agregado de NeOH0;1 N hasta pH aproximadamente igual a 10.h, Inmedia

tamente se centrifuge y el precipitado se rediselvió en agua ligeramente

clorhidriee, repitiendo este tratamiento dos o tres veces. Finalmente,

el precipitado blanco de histena se lave con poca a a, se redisplvié en

agua ligeramente clorhídrico y se liofilizós Se obtuvieron 600 ng dc clor

hidrato de histona, en forma de polvo blanco fácilmente soluble en agua.

ggtcrmigecion del peso nolegular medio de la fracción obtenida. Se obtu

vieron los diagramas F-A correspondientes e films de histona, siguiendo

la tecnica ya descripta en las eXperiencias corrGSpondientes a ovoalbumina



y albúmina de bovino.

Para el dopásito dc los films so empleó solución acuosa do clorhi-u
drato de histona;

La Tabla 8 muestra los valores obtenidos on una experiencia ropresentn-'

tiva de la serio llevada a cabo con histonc (Experiencia No. 119)

Tabla 8. Film do histonzz sobre sustrato de SOMNHLL)2575. e»5 min.

Concentración superficial inicial 0.le Ing/1:12.o‘o/z- 102 p G.

T = zooc.

A (DZ/ng) ¿_. G (ng) A X (dina/cm) Cum ¿ab/(dinn/cm) II'A

2;255 1L5 0;153 0.153 0;3h5

2L21u o;o

2L173 0.o

2.132 oLs 0.051 oLzou oLhBS

2L091 0.o

2.050 0.5 0.051 o;255 oL523

2.009 0.o

1.968 oLo

¡1:927 o;7 oLo71 oL326 oL628

1.886 oQo

1.8h5 o;5 0.051 o;377 oL595

1.80u oL7 o;o71 o;uu8 oLaoa

1.765 0;5 o;051 oLh99 oL879

1.722 1;5 0.153 o;652 1;123

1.681 1L5 oL153 oLBos 1;353

1L6uo 1L5 0.153 oL958 1L571

1.599 2.o oLzou 1.162

1.558 2.5 0.255 1.u17
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' 1Q517 ' 3%5- ' o;357 1;77u

1¿u76' u,5 o,u59 ‘ y 2,233

1,u35 5,5 0,561 2,79h

1939h '735 0,765 3,559 ‘

1.353 9.5 0.969 . h3528

1;312 loLs 1L071 5,599

1;271 12L5 1Qa75'v 6,87u

1L230 15L5 1;581 83h55

1;189 15L5 l 1L581 10,036
1L1ua \ 17L5 l 1;785 11.821

1Q1o7 16Lo 1L632 13Lu53

La Fig 1 erras.-ndé al ;r5f1co de F g rea) obtenido para estan.ánáns j



. . . 7 __ ,. "un Se-obtuvieron 9-16 valores de comprendía
dos O y 1/ diria/om:con los que trazaron ios gráficos FA9.-.f'CF) tai

como e]. Que figura“. a continuació'n, correspondiente a los valores der-la
Tabla 8; i I



Mediante el método de cuadrados minimos se obtuvieron los siguientes
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valores para el cálculo de la ecuación de 1a recta obtenida:

Tabla 2

F (x1) A FA (yi) xÏ xiyi
0.153 2.255 0.3h5015 0.023u09 0.052787

0.20u 2.132 0.h3h928 0.ou1616 0.088725

0.255 2.050 0.522750 0.065025 o;133301

0.326 1.927 0.628202 0.106276 ot20u793

0.377 1.8u5 0.695565 0.1u2129 0.262228

oLuus 1.80u 0.808192 o;2007ou 0.762070

o.h99 1.763 0.879737 0.2u9001 o.u38988

0.652 1.722 1.1227uu 0;h2510u 0.732029

0.805 1.681 1.353205 0.6u8025 1.089330

0.958 1.6uo 1.571120 o;91776u 1.505132

‘ . u.677 Z: 8.361L158 2:2.819053 Z=u.869383

lo [b + u.677 aL .- 8.361

14.677 fi + a; 819d - M369

lo que conduce a valores de

/3 z 0.126 J z 1.3oh
La ecuacion de la recta es por lo tanto

FA a 1.30u F + 0.126

y el valor del peso molecular, teniendo en cuenta que se ha trabajado
a 2090

M2- 2h.3/.102 / 0.126 z 19,285

Conel fin de verificar si 1a extensión había sido completa se llevaron

a cabo experiencias empleand. distintas concentraciones superficiales,
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erificandose, comoen el caso de la ovoalbumina, que los valores obteni:

.os eran independientes de dicha concentración. En experiencias hechas a

¡artir de una concentración superficial inicial de 0.28 mg/ïn2se obtuvie

'on valores del peso molecular de 22,090 (Experiencia No. 63) y 16,310

Experiencia No; 6h).

Los valores obtenidos en una serie de experiencias fueron los siguiente:2M
'eso molecular valor medio d1 dÏ

20,250 2,175 hy730,625

19,917 1,8h2 3,392,96h

19,285 1,210 1,h6u,100

16,h20 1,655 2,739,025

15,676 18,075 2,399 5,755,201

1h,127 3,9h8 15,586,70u

15,379 2,696 7,268,h16

22,293 u,218 17,791,52u

20,250 2,175 u,73o,625

17,15u 921 8u8,2u1

.o que conduce a un valor del peso molecular de 18,075 i 8u5 (desviacién

;tandard 5:4 z 8h5). El valor del peso molecular de la histona obtenido
>or este método es pues de 18,000 3 850.

Regiág de altas presiones. La Fig. 19 corresponde a la curva de compren

:1bilidad de un film de histona sobre sustrato de sulfato de amonio a1 57

:razado con los valores incluidos en la Tabla 8.
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Se estudio asimismo la importancia que tiene sobre el grado de exten

sion el tiempo transcurrido entre la formación del film y el comienzo de

la compresion ( 2;). La Fig. 20 muestra los resultados obtenidos; Los

puntos se obtuvieron por interpolación en la curvas F-A obtenidas para

27 igual a S, 10, 15, y 30 minutos respectivamente. Puede observarse

que dentro del intervalo considerado el área correspondiente a una dada

presion es independiente de 2: .

Fig. 20

Determinacióg del espesor correspondiente a los films de ¿a fraccion
obtenida.

Se opere en la forma ya desoripta para la ovoalbumina. A1 intentar

trazar una curva de calibrado correspondiente al depósito de dobles ca

pas de estearato de bario sobre films de histona, en forma semejante a

comose operó para obtener la Fig. 16, se observo que el gráfico obteni

do no era una recta, sino que presentaba la forma siguiente:
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60,25 5 .
2.70

62.95 6
2.05

. l.h0
66.h0 8 '

0.70
67.10 9

Lo que da un espesor por monocapa de proteina de 7.7 A. En una serie de

20 experiencias se obtuvo un valor medio del espesor igual a 8.7 A.

III) DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

Los resultados obtenidos en las determinaciones de los pesos molecula

res de la ovoalbúmina cristalizada y albúmina de bovino con la técnica

experimental descripta por nosotros, demuestran una concordancia comple

ta entre los resultados obtenidos por este método y los obtenidos por

otros autores con el método de Harkins-Anderson trabajando a l variable;

La sensibilidad del método es, naturalmente, inferior a la que se obtie

ne con el dispositivo de escala y eSpejo, pero ampliamente suficiente pa

ra el estudio del comportamiento de un film monomolecular de proteina en

1a región gaseosa, a los efectos de la extrapolación de las curvas FA

f(F) para el calculo de pesoglnoleculares de proteinas extensibles en

films monomoleculares. Creemos que el método tiene el doble interés de su

simplicidad, ya que es de aplicacion inmediata con los elementos comunes

de laboratorio; y el de la verificación de las relaciones (1) por una vía
experimental diferente.

Las limitaciones del metodo son fundamentalmente 1a condición de exten

sibilidad de la sustancia de la sustancia en estudio y, tratándose de prg

tcinas, la posibilidad, durante la extensión, de una desnaturalización
profunda consistente en un dislncamiento de la arquitectura molecular con

formacion de fragmentos de menor pesos molcular (disociaciones) o asocia
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iones que conducen a valores anormalmente altos para los pesos molecula

es. Los casos diversos de disociación y asociacion por extensión citados

n la literatura indican la necesidad de juzgar con sumacautela los valo

es de Mobtenidos con los metodos de quimica de superficies, particular

ente cuando la proteina en estudio no ha sido investigada por otros méto
os.

En cuanto a los otros parametros que sirven para caracterizar el compor

amiento superficial de un film, los resultados obtenidos con nuestra tec
ica para la ovoelbümina y sueroalbúmina de bovino son comparables a los

btcnidos por otros autores. En general, las presiones de colapso obteni

as (presion superficial correspondiente al punto de minimacompresibili

ad) son algo inferiores a las registradas en la tabla de la página 4'5

ara la ovoalbúmina se obtuvo Em= 12.0 dina/cm, y para la suoroalbúminn

e bovino Fm: 12Lo dins/cm, utilizando en ambos casos com<3sustrato sul

ato de amonio al 5%. Los valores ligeramente inferiores de Fmse tradu

cn en valores algo mas altos para las areas Amcorrespondientes a1 punto
c minima compresibilidad, aunque las discrepancias entre los valores dc

mobtenidos y tabulados son mayores de las que podrian esperarse tenien

o en cuenta las diferencias en los valores obtenidos para Fm. Debe tener
e en cuenta asimismo que los valores no son estrictamente comparables

or cuanto son diferentes los sustratos utilizados. El valor do¿Sn¡:
.016 para la compresibilidad minima de 1a ovoalbúmina y albúmina de bo

ino se compara satisfactoriamente con los datos tabulados, que muestran
a considerable influencia que puede tener la naturaleza del sustrato;

La barrera de lucite ideada por nosotros, con contactos laterales elás

icos que aseguran una amplia superficie de proteccion contra pérdidas, y

ue opera semisumergida, exhibiendo un frente de varios milímetros por de

ajo y por encima del film, ha resultado muysatisfactoria, excluyendo
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practicamente toda posibilidad de pérdida. En la forma utilizada por no

sotros no es indicada para el estudio de la reversibilidad de las curvas

F —f(A), pero es perfectamente adaptable a tal fin, lo que proyectamos

ensayar experimentalmente;

El sustrato de ClH Osl N, como también el do 80h(NHu)2 5%han resulta
do aptos para lograr la extensión de la histona; Comoha sido señalado

por Bull (21) los sustratos de sulfato de amonio se prestan mejor para

la Obtención de curvas de compresion reproducibles, razon por la cual lo
hemos utilizado. Con ClH 0;1 N la extensión de la histona ere un tanto

variable, debido posiblemente a una extension incompleta de la proteina

depositada sobre la superficie;

Los valores de Fm = 12 dinas/cm; Éïm g 0.015 y Am2 1.1 mZ/hg Obteni

dos para la histona son del orden de los ya conccidos para otras protei
nas. Nohemosencontrado en la literatura referencias a estudios sobre

proteinas tipo histona con los metodos de la quimica de superficies, sal-;

vo la mencion por parte de H; Bull y H. Neurath de le imposibilidad de

obtener films de protamina, aunque no mencionan las condiciones de traba

jo ni sustrato empleado, y la descripcion hecha por V. Shaefor de los

"expansion patterns" de esta mismaproteina.

El peso molecular de 18,000 1 850 obtenido por extrapolacion de las

curvas FA - f(F) para F —A70,se corresponde con los valores medios de

Mdoscriptos para esta clase de proteinas, aun cuando los valores de M

para histonas de células de diverso origen obtenidos por estudio de ve

locidndes de sedimentacion, se distribuyen en un amplio intervalo, hablen

do sido descriptas histonas de M=_100,000. Los dos únicos ejemplos de

proteínas de punto isoeléctrico mayor que 9;0, no pertenecientes a 1a e13

se de las histonas y protaminas, para las cuales se ha hecho una carac

terización fisicoquímica amplia Sln la lisoznm1\p1 z 10.5-ll.0, M=
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16,uoo (71i] y el citoeromo c [pI = 9‘7, M z 15,600 (72)] .
Dado que con los métodos superficiales se obtienen valores medios de M,

queda abierta la posibilidad de que el valor de 18,000 corresponda al vr

1or medio de un sistema dc macromeléCulas de distinto peso molecular, eo

moparecen indicarle los estudios electroforeticos y de velocidad de sedi
mentacien efectuados con la histona; (68).

El valor de 8.7 A obtenido para el espesor de un film monomolecular de

la histona depositada a la presión superficial de 9 dinas/cm, se compara

satisfactoriamente con el valor de n- lO A obtenido para la casi totali

dad de las proteínas estudiadas y que representaría el espesor de la cade

na polipeptidica. Los valores obtenidos con el dispositivo de Rothen para

los espesores de films monomoleeulares de ovoalbúmina, albúmina de bovino

e histona, representan valores medios satisfactoriamente reproducibles.

En cambio, la medicion de espesores de films de proteinas adsorbidos es

pecificmnente (interaccion de antígeno y antisuero homólogosin interp>si

ción de barreras "inertes") (37), proporcionaba datos altamente dependien
tes de las condiciones de lavado;

Unhecho que es interesante destacar es el efecto, en cierto modoespe

cifico de la histona, de determinar valores aproximadamenteconstantes

para Ati /15N cuando se depositan dobles capas (N) de estearato de bario

sobre una doble capa de histona, para Valores pequeños de Nl Al aumentar

el númerode dobles capas de estearato de bario, desaparece la influencia

del leche de histona depositada sobre el "gage" de referencia 1-3. Nohe

mos observado tal efecto con la ovoalbúmina y albúmina de bovino; supone

mos que este debe estar asociado a alguna peculiaridad estructural de los

films de histona, o puede ser dependiente de la composicion de aminoáci

dos de la histona, con una marcada preponderancia de.los aminoácidos bá
sicos.
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IV) RESUMEN

Se modifico el metodo de Harkins-Anderson pero la determinacion de pre

siones superficiales y se verificó la aplicabilidad del mismodeterminan

do como control los pesos moleculares de ovoelbfimina y albúmina de bovino.

Se encontro una buena concordancia entre estos valores y los hallados por

Bull empleando el metodo original de Herkins-Anderson; Se propuso asimis

moun nuevo tipo de barrera superficial;

Se monto un dispositivo (elipsometro) para le determinacion de espeso

res de films delgados, y se determinaron comocontrol los espesores de

films monomoleculares de ovoalbúmine y albúmina de bovino, encontrándose
una concordancia satisfactoria con los datos mencionadosen la literatura.

Se aplicaron los metodos mencionados al estudio de las propiedades su

perficiales de una fraccion tipo histone obtenida a partir de núcleos de

glóbulos rojos de pollo; obteniéndose un peso molecular medio de 18,000 1

850 y un espesor medio de 8;7 A por monocepa de proteina;

Se discutieron los resultados obtenidos, comparándoloscon los mencio
nados en la literatura.
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