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Glosario

Śımbolos

Griegos

α: parámetro que define el tipo de concentración utilizada en el cálculo de la señal óptica:
α= 0 (concentración másica), α= 1 (concentración molar).

aη: exponente en la ley de potencia que relaciona la viscosidad intŕınseca con el peso
molecular (ecuación de Mark-Houwink-Sakurada). Su valor depende de la conformación
de la macromolécula y de las condiciones termodinámicas de la disolución.

as: exponente en la ley de potencia que relaciona el coeficiente de sedimentación con el peso
molecular. Su valor depende de la conformación de la macromolécula y de las condiciones
termodinámicas de la disolución.

χ: anchura de los intervalos en los que se divide la longitud de una celda en la simulación
de dinámica browniana.

δ: hidratación de la part́ıcula expresada en gramos de agua por gramos de macromolécula.

∆: ráız cuadrada de la desviación cuadrática media en un ajuste por mı́nimos cuadrados.

∆j: desplazamiento de franjas (fringes) en un experimento de ultracentŕıfuga con medidas
de interferencia.

∆t: duración de un paso en la simulación de dinámica browniana.

∆xsed: desplazamiento determinista (debido a la sedimentación) en la simulación de dinámica
browniana.

∆xbrow: desplazamiento estocástico (debido a la difusión) en la simulación de dinámica
browniana.

ε: coeficiente de absorción espećıfico.

εM : coeficiente de absorción molar.

η: viscosidad de la disolución.

η0: viscosidad del disolvente.

[η]: viscosidad intŕınseca.

λ: longitud de onda del láser utilizado en las medidas de ultracentŕıfuga.

λ: parámetro que define el rango de valors a ajustar por el algoritmo AMOEBA en el
programa ANASED.
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GLOSARIO

ω: velocidad angular del rotor en la ultracentŕıfuga.

φ: ángulo del sector de una celda de ultracentŕıfuga.

Φ: función de error.

π: número pi.

ρ: densidad de la disolución.

ρ0: densidad del disolvente.

σ: sección transversal de la celda de ultracentŕıfuga.

σ: desviación estándar; anchura de la curva de distribución.

τ : intervalo de tiempo entre registros (scans).

Latinos

a: longitud de persistencia (parámetro del modelo vermiforme de cadenas macromolecu-
lares).

a: radio de una part́ıcula supuesta esférica.

a: semiejes iguales en un elipsoide.

A: absorbancia.

A: sección transversal de la celda de ultracentŕıfuga.

b: semieje diferente en un elipsoide.

c: concentración másica.

cM : concentración molar.

cm: concentración en el menisco.

c(r, t): concentración en la posición radial r a tiempo t.

c0: concentración inicial (uniforme en toda la celda).

d: diámetro (parámetro del modelo vermiforme de cadenas macromoleculares).

D: coeficiente de difusión traslacional.

D20,w: coeficiente de difusión traslacional en condiciones estándar (20oC, agua).

dn/dc: variación del ı́ndice de refracción con la concentración.

f : coeficiente de fricción traslacional.

Ffri: fuerza de fricción.

Fsed: fuerza centŕıfuga que actúa sobre una part́ıcula a una distancia r del eje de giro
hacia el fondo de la celda.

F (r): función de distribución acumulativa.
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GLOSARIO

g: aceleración de la gravedad terrestre.

Ge: peso estad́ıstico de cada experimento en el ajuste llevado a cabo por el programa
ANASED.

h: altura de la celda de la ultracentŕıfuga.

i: ı́ndice que define la posición radial (intervalo) en que se encuentra una part́ıcula en la
simulación de dinámica browniana.

IP : ı́ndice de polidispersidad.

ITERMAX: número máximo de iteraciones a realizar en el ajuste llevado a cabo por el
algoritmo AMOEBA en el programa ANASED.

j: ı́ndice que define el instante de tiempo (intervalo) en que se encuentra una part́ıcula en
la simulación de dinámica browniana.

J: flujo total.

Jdif : flujo difusivo.

Jsed: flujo sedimentante.

kB: constante de Boltzmann.

Kη: constante en la ley de potencia que relaciona la viscosidad intŕınseca con el peso
molecular (ecuación de Mark-Houwink-Sakurada) cuyo valor depende del sistema
poĺımero/disolvente/temperatura.

Ks: constante en la ley de potencia que relaciona el coeficiente de sedimentación con el
peso molecular cuyo valor depende del sistema poĺımero/disolvente/temperatura.

l: longitud de la celda de la ultracentŕıfuga.

L: longitud de contorno (parámetro del modelo vermiforme de cadenas macromoleculares).

m: masa de una part́ıcula.

mb: masa flotante de una part́ıcula.

M : peso molecular.

Mb: peso molecular flotante.

ML: masa por unidad de longitud (parámetro del modelo vermiforme de cadenas macro-
moleculares).

Mmax: valor de M máximo.

Mmin: valor de M mı́nimo.

Mn: peso molecular promedio en número.

Mv: peso molecular promedio viscoso.

Mw: peso molecular promedio en peso.

Mz: peso molecular promedio en zeta.
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n(i, j): número de part́ıculas por unidad de volumen que se encuentran en el intervalo i a
tiempo j en la simulación de dinámica browniana.

nc: número de componentes de una muestra.

NA: número de Avogadro.

Npart: número de part́ıculas en la simulación de dinámica browniana.

Nsteps: número de pasos en la simulación de dinámica browniana.

Nscans: número de scans generados (experimentalmente o mediante simulación).

Nr: número de intervalos en los que se discretiza la posición radial.

Nt: número de intervalos en los que se discretiza el tiempo.

Nt: número de tiempos para los que se registra un scan. Determina el número de scans
(del total de Nscans) utilizados por nuestros programas de ordenador.

N (M): función de dsitribución en número.

p: relación axial de los elipsoides de revolución.

p(r): probabilidad de que una part́ıcula se encuentre en la posición radial r.

qi: constante en el cálculo de la señal óptica que depende de la naturaleza de la especie i
pero no de su peso molecular.

P : función de Perrin.

P : parámetro de regularización de Tikhonov-Phillips en los ajustes de tipo ls− g ∗ (s) del
programa SEDFIT.

Q: constante de proporcionalidad de carácter general.

r: posición dentro de la celda con respecto al eje de giro del rotor (posición radial).

r: radio de una esfera.

rb: posición del fondo de la celda de la ultracentŕıfuga respecto al eje de giro del rotor.

rbnd: posición del frente sedimentante respecto al eje de giro del rotor.

ri: posición radial correspondiente al intervalo de posición i.

rh: radio hidrodinámico.

rm: posición del menisco de la celda de la ultracentŕıfuga respecto al eje de giro del rotor.

rmin: valor de r mı́nimo.

rmax: valor de r máximo.

R: constante de los gases perfectos.

s: coeficiente de sedimentación.

s∗: coeficiente de sedimentación “aparente”.

s20,w: coeficiente de sedimentación en condiciones estándar (20oC, agua).
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GLOSARIO

t: instante de tiempo.

tj : instante de tiempo en el intervalo j.

tmax: valor de t máximo.

tmin: valor de t mı́nimo.

trun: duración total del experimento.

T : temperatura.

TOL: factor de tolerancia del ajuste realizado por el algoritmo AMOEBA en el programa
ANASED.

U(x): función escalón de Heaveside.

v: velocidad lineal de la part́ıcula.

v̄: volumen espećıfico parcial de la part́ıcula en la disolución.

Vsol: volumen total de la disolución.

w: fracción en peso.

W0: masa inicial de soluto.

W (M): función de distribución en peso.

x: coordenada de las part́ıculas sedimentantes en la simulación de dinámica browniana
que se identificará con la posición radial.

x: fracción en número.

yk: contribución fraccional de cada componente k a la señal inicial.

z(r, t): señal óptica en la posición radial r en el instante de tiempo t registrada en un
experimento de ultracentrifuga anaĺıtica.

z0: valor inicial de la señal óptica (uniforme en toda la celda).

Acrónimos

ADN: ácido desoxirribonucleico.

AUC: ultracentrifugación anaĺıtica (Analytical Ultracentrifugation).

ABS: medida de absorbancia.

BSA: albúmina de suero bovino (Bovine Serum Albumin).

DB: dinámica browniana.

DLS: dispersión de luz dinámica (Dynamic Light Scattering).

EGTA: ácido etilenglicol tetraacético.

GPC: cromatograf́ıa de permeación en gel (Gel Permeation Cromatography).

HEPES: ácido 4-(2-Hydroxethil)piperazina-1-etano-sulfónico.
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GLOSARIO

HPrps: variedad de la protéına HPr (histidina fosfotransportadora) procedente de la ba-
ceteria Bacillius Sphaericus.

IF: medida de interferencia.

NaPSS: poliestireno sulfonato de sodio.

OD: densidad óptica (Optical Density).

PEO: óxido de polietileno.

TI: ruido en los experimentos de AUC que depende de la posición radial pero es indepen-
diente del tiempo (Time Independent).

Tris: tris(hidroximetil)aminometano.

TtCarH: variedad de la protéına CarH procedente de la bacetria Thermus Thermophilus.

RI: ruido en los experimentos de AUC que depende del tiempo pero es independiente de
la posición radial (Radial Independent).

RI: ı́ndice de refracción (Refractive Index).

SEC: cromatograf́ıa de exclusión por tamaño (Size Exclusion Cromatography)
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Caṕıtulo I

Introducción

I.1. Prolegómeno

La ultracentrifugación anaĺıtica (AUC, acrónimo del inglés analytical ultracentrifuga-

tion) consiste en someter part́ıculas inmersas en un ĺıquido – una disolución molecular, o

una dispersión coloidal – a una intensa fuerza centŕıfuga que hace que sedimenten hacia

el fondo de la célula, cuando ésta está girando a gran velocidad, midiéndose por algún

método óptico de detección, y analizándose numéricamente, la velocidad de desplazamien-

to de las part́ıculas determinada por la evolución de la señal z(r, t) en cada punto de la

célula a distancia radial r a lo largo del tiempo, t. Esta evolución ha de depender, en lo

que a las part́ıculas se refiere, de caracteŕısticas tales como su masa, tamaño, forma, etc,

siendo por ello una fuente de abundante información estructural.

Concebir esa relación entre sedimentación y estructura de las part́ıculas, construir

un aparato que (i) pudiera conseguir aceleraciones centŕıfugas de hasta 105 veces ma-

yor que la de la gravedad (a distancia radial r =6.5 cm girando a 40 000 rpm), y que

(ii) al tiempo pudiera detectar la variación espacio-temporal de una señal óptica que su-

ministrara z(r, t), aśı como (iii) conectar la f́ısica de este fenómeno con otros, como el

movimiento browniano, fue un extraordinario logro conseguido hace ya casi 100 años, por

el cient́ıfico sueco Theodor Svedberg, que le valió el Premio Nobel de Qúımica en 1926.

Pronto, la AUC, con la que Svedberg pretend́ıa principalmente estudiar suspensiones de

part́ıculas coloidales, extendió su aplicabilidad al campo de las macromoléculas sintéticas

(poĺımeros) y biológicas (protéınas, ácidos nucleicos, etc). La técnica es tan importante,

que aparece descrita en la casi totalidad de los libros de texto de Qúımica F́ısica [1], Cien-
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CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN

cia de Poĺımeros [2,3], Biof́ısica [4,5], etc, además de en numerośısima bibliograf́ıa. Como

fuentes recientes de información general cabe destacar publicaciones relacionadas con los

periódicos congresos internacionales de AUC, como los libros editados por Harding y cola-

boradores [6–8], o números especiales de revistas [9,10] aśı como algún libro de texto [4,5],

monograf́ıa [11] o colecciones recientes de art́ıculos [12, 13].

Durante mucho tiempo, la AUC fue una herramienta básica para determinar con exac-

titud tamaños moleculares de macromoléculas y coloides, con particular impacto en bio-

loǵıa molecular, siendo la técnica esencial para determinar los pesos moleculares de bio-

macromoléculas de tamaño moderado, cual es el caso de muchas protéınas. Aunque los

instrumentos de AUC, y en particular el más extendido la ultracentŕıfuga Beckman Mo-

del E, poséıan amplia funcionalidad, su uso y mantenimiento era laborioso y costoso. No

obstante, por su potencialidad, la AUC era una técnica esencial en los laboratorios de bio-

qúımica, o de poĺımeros. Hacia finales de la década 1970-80, la mejoras en técnicas tales

como electroforesis y cromatograf́ıa hicieron que éstas fueran desplazando a la AUC para

la determinación de tamaños, y la dispersión dinámica de luz, desarrollada en esa década,

brindaba una alternativa para el estudio de caracteŕısticas hidrodinámicas, aunque sin

llegar nunca a suministrar el poder de resolución y la precisión de la AUC. Por ello, se

desarrolló una nueva ultracentŕıfuga, la Beckman XL/A, con detección de absorbancia,

a la que siguió la Beckman XL/I, que incorpora además la mucho más sensible detec-

ción por interferencia. Aśı, en las últimas dos décadas, la AUC ha resurgido como una

técnica plenamente actual, aplicándose de nuevo para la caracterización de estructuras, y

recientemente, sobre todo, de interacciones en biomacromoléculas, y cobrando nuevo auge

también en cuanto a la caracterización de sistemas coloidales, cuyo interés ha resurgido

en lo que actualmente se denomina nanotecnoloǵıa. En el Caṕıtulo II se describen las

caracteŕısticas esenciales de esta técnica

I.2. Motivación y desarrollo de este trabajo

El Grupo de Qúımica F́ısica Macromolecular (Poĺımeros) en el que se ha realizado esta

Tesis es un grupo de referencia en el desarrollo de metodoloǵıas teóricas y computacionales

que permiten la obtención de información estructural de macromoléculas y nanopart́ıculas

a partir de diversas propiedades en disolución o suspensión, teniendo, entre dichas pro-

piedades, un papel predominante la AUC. Entre otras muchas contribuciones del Grupo,
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I.2. MOTIVACIÓN Y DESARROLLO DE ESTE TRABAJO

a t́ıtulo de ejemplo pueden citarse algunas a la bibliograf́ıa de AUC antes menciona-

da [14–21]. El interés del Grupo en abordar una investigación plenamente experimental, y

la disponibilidad de una ultracentŕıfuga Beckman XL/I, motivaron el adoptar como tema

monográfico para esta Tesis la AUC.

Ello supuso, en primer lugar el entrenamiento en los aspectos instrumentales y de

procesado de datos experimentales. La ultracentŕıfuga anaĺıtica es, pese a las mejoras en

el modelo XL/I, un instrumento complejo y delicado. Son muchas las modalidades en

la que se pueden realizar experimentos, cada una con un protocolo de trabajo diferente.

La AUC suministra, como resultado primario, la variación espacio-temporal z(r, t) antes

aludida, de la cual hay que extraer a posteriori la información acerca de peso molecular,

coeficientes de sedimentación, caracteŕısticas estructurales, etc de las macromoléculas o

nanopart́ıculas. Para ello existen algunos programas de procesado de datos, que son poten-

tes pero complicados. Por todo ello, se ha invertido un notable esfuerzo en el aprendizaje

de todas estos aspectos de metodoloǵıa experimental.

En cuanto a los sistemas a estudiar experimentalmente por AUC, se han abordado

algunos adecuados para esa fase de entrenamiento metodológico; básicamente, sistemas

constituidos por protéınas o poĺımeros bien conocidos, que sirvieran para comprobar la co-

rrección de nuestros procedimientos. Otros han tenido origen en colaboraciones con otros

laboratorios. Nuestro Grupo no desarrolla proyectos avanzados en bioqúımica molecular,

por lo que algunas contribuciones originales realizadas en este ámbito lo han sido en re-

lación con problemas y muestras suministradas por otros laboratorios [22, 23]. Asimismo,

se ha comenzado en este trabajo la caracterización por AUC de algunos tipos de sistemas

poliméricos que son objetos de estudio en otras ĺıneas de trabajo que se vienen desarro-

llando en el Grupo de Investigación [24–26], como las relativas a ciertos polisacáridos y

polielectrolitos sintéticos. Todo este trabajo se recoge en el Caṕıtulo III.

Además de esta ĺınea principal experimental, se ha procurado emplear la experiencia

y los recursos para trabajo teórico y computacional, propios del Grupo, desarrollando por

otra parte contribuciones en este ámbito para el tratamiento de datos de AUC. Como an-

tes se apuntaba, el tratamiento de los datos que produce la máquina Beckman XL/I para

llegar a los resultados finales, se hace mediante programas de ordenador. Para ello, los

más utilizados son los desarrollados a lo largo de ya casi 15 años por P. Schuck y colabo-

radores, SEDFIT [27–29] y SEDPHAT [30]. Estos, y otros programas, se basan en la solución

numérica de la ecuación diferencial de Lamm que rige el balance entre los procesos com-

petitivos de sedimentación y difusión, expresados macroscopicamente (sección II.9) [31],
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CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN

mediante procedimientos basados en un método numérico propuesto bastante antes por

Claverie et al [32], que posteriores autores refinaron e implementaron. En base a la expe-

riencia del Grupo de Investigación en simulaciones en ordenador de la dinámica molecular

en disolución, se ha concebido y publicado un método alternativo a los basados en la

ecuación macroscópica de Lamm. En él, la predicción de la evolución espacio-temporal de

la concentración, y por ello los perfiles de señal z(r, t), se realiza con base en una visión

microscópica de los procesos de sedimentación y difusión, implementada en un algoritmo

de simulación de dinámica browniana [33]. En los caṕıtulo IV y V se presentan métodos de

cálculo, implementados en un programa, SIMUSED, basado en nuestra idea de simulación

browiana, que permiten la simulación de los perfiles de señal, mostrando en una variedad

de casos la capacidad predictiva de nuestro procedimiento.

Se ha continuado en esa ĺınea, tratando de desarrollar métodos basados en este algo-

ritmo para el problema inverso, esto es, para la determinación de información estructural

a partir de los perfiles de señal experimentales, como hacen SEDFIT y programas similares.

El problema inverso es mucho más complicado que el simple cálculo de perfiles, pues invo-

lucra procesos de ajuste de parámetros. Y, sobre todo, los datos primarios instrumentales

que suministra la ultracentŕıfuga, presentan una serie de detalles que hacen muy laborio-

so el desarrollo de programas para su análisis. En el Caṕıtulo VI se presentan las ĺıneas

maestras de unos procedimientos de análisis de datos AUC, y se han implementado en

un programa de ordenador, ANASED. Cronológicamente, estos desarrollos de software han

constituido la parte final del trabajo de esta Tesis. Por ello, y para evitar los farragosos

problemas que presentan las peculiaridades de los datos experimentales primarios de la

XL/I, y centrar el estudio en los aspectos fisico-matemáticos esenciales, la primera versión

de ANASED trabaja con datos experimentales “sintéticos” (generados mediante SIMUSED),

pero su correcto funcionamiento suministra una prueba de concepto, demostrando que es

posible extraer de los perfiles z(r, t) una amplia gama de información estructural.

14



Caṕıtulo II

Fundamentos

II.1. Aspectos generales

En rasgos generales, la ultracentrifugación anaĺıtica consiste en someter una disolu-

ción o suspensión a centrifugación, de manera que las part́ıculas de soluto o de la fase

dispersa se desplacen hacia el fondo de la celda (o célula) que las contiene, midiéndose la

distribución de estas part́ıculas a lo largo de la celda para distintos tiempos. La variación

de la concentración de las part́ıculas c(r, t), con el tiempo, t, y en cada posición radial, r,

suministra importante información acerca de las mismas. Esta distribución (o perfil) de

concentración puede medirse, como se indicará después, mediante procedimientos ópticos

que registran una señal, z(r, t), dependiente de la concentración.

La técnica de la ultracentrifugación anaĺıtica está ampliamente descrita en la literatura.

Además de las referencias dadas en la Introducción, son también muy informativas las

referencias [34–36]. En este caṕıtulo se pretende dar una visión de esta técnica y de sus

fundamentos teóricos.

II.1.1. Tipos de experimentos

Se distinguen dos tipos de experimentos de sedimentación: velocidad y equilibrio.

Posteriormente se hará una descripción matemática y f́ısica detallada de estos métodos. Un

experimento de velocidad de sedimentación consiste en la aplicación de una velocidad de

centrifugación muy alta, de manera que se observa esencialmente el fenómeno de migración

de las part́ıculas hacia el fondo de la célula. El perfil de concentración presenta un escalón
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CAPÍTULO II. FUNDAMENTOS

más o menos abrupto, el frente de sedimentación, que separa la disolución del disolvente

sobrenadante.

Por otra parte, un experimento de equilibrio de sedimentación se realiza a una ve-

locidad menor, de manera que cobra importancia un segundo fenómeno, la difusión de

las part́ıculas en sentido contrario debido al gradiente de concentración que se crea al

centrifugar, de tal manera que al cabo de un tiempo suficiente se alcanza un perfil de

concentración estacionario, en el que la concentración vaŕıa gradualmente a lo largo de

toda la célula. A modo de ejemplo, la Figura II.1 muestra la apariencia de los perfiles de

concentración en ambos tipos de experimento.

Figura II.1: Perfiles de concentración para experimentos de ultracentrifugación de una

muestra de la protéına rabfilina-3A de concentración total inicial, c0 = 0.3mg/mL en

disolvente-tampón HEPES 25mM, NaCl 100mM y EGTA 1mM a 4oC. A) Expe-

rimento de velocidad de sedimentación realizado a 40 000 rpm durante 15 horas. B)

Experimento de equilibrio de sedimentación realizado a 15 000 rpm durante 160 horas.

En A), las curvas de izquierda a derecha corresponden a tiempos sucesivos. En B),

las curvas que se superponen corresponden a tiempos para los que se ha alcanzado ya

el equilibrio.

Ambos tipos de experimentos permiten la determinación de importantes propiedades

del sistema en estudio, siendo en la mayoŕıa de los casos métodos complementarios. A

partir de los experimentos de velocidad de sedimentación pueden determinarse:

Coeficientes de sedimentación.
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II.2. INSTRUMENTACIÓN

Número de especies en disolución.

Masas moleculares aproximadas.

Estados de oligomerización.

Asociaciones libres y hetero-asociaciones.

Por otra parte, los experimentos de equilibrio de sedimentación permiten la determi-

nación de:

Interacciones entre protéınas que forman complejos de forma reversible.

Constantes y estequiometŕıa de unión.

Masas moleculares de part́ıculas no interactuantes o complejos estables.

Estados de oligomerización.

Asociaciones libres y hetero-asociaciones.

En este trabajo, cuando se consideran sistemas heterógeneos se consideran no inter-

accionantes por lo que la información que se obtiene consiste, esencialmente, en pesos

moleculares, coeficientes de sedimentación y composición.

II.2. Instrumentación

A lo largo de la historia de la ultracentrifugación anaĺıtica se han desarrollado y utili-

zado diversos equipos para la obtención de perfiles de sedimentación pero los componentes

básicos de los mismos han permanecido invariables. Una ultracentŕıfuga anaĺıtica consta

básicamente de un motor cuya función es controlar la velocidad, un sistema de control de

temperatura, un sistema de control de vaćıo, un sistema de detección óptica y un rotor.

Estos elementos se sitúan en una cámara teniendo el sistema de vaćıo la función de mi-

nimizar en dicha cámara el calentamiento producido por la fricción del rotor con el aire

(ver Figura II.2).

En la actualidad únicamente se encuentran disponibles los sistemas de la compañ́ıa

Beckman Coulter, que, como se detallará en el apartado siguiente, se clasifican según el

sistema de detección que emplean para la medida de la concentración de la muestra a
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Figura II.2: Esquema de una ultracentŕıfuga anaĺıtica. Inspirado en [37]

lo largo de la célula que la contiene (se anticipa que el equipo empleado en este trabajo

incorpora los dos más importantes: absorbancia e interferencia).

A continuación se describirán con detalle dos de los elementos más importantes de una

ultracentŕıfuga anaĺıtica: los sistemas de detección y el rotor.

II.2.1. Sistemas de detección

Como se ha adelantado al comienzo de este caṕıtulo, la distribución (o perfil) de con-

centración se determina experimentalmente para diversos tiempos mediante algún proce-

dimiento óptico que permita evaluar la concentración en cada posición de la célula. Los

métodos ópticos más utilizados son la absorbancia y la interferencia. En el primer caso, el

sistema de detección está compuesto por un espectrofotómetro ultravioleta-visible de do-

ble haz con un monocromador y se usará para muestras que presenten grupos cromóforos

como las protéınas. En el caso de la interferencia, el detector es un dispositivo llamado

interferómetro, del cual existen al menos dos variantes habituales. Dicho detector permi-
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II.2. INSTRUMENTACIÓN

te analizar muestras que presentan una baja absorbancia o incluso que no tienen, como

es el caso de ciertos poĺımeros. En los últimos tiempos se ha añadido a estos detecto-

res el sistema de detección de fluorescencia, que permite observar concentraciones mucho

más pequeñas de muestras que estén marcadas con sondas fluorescentes. Aśı, para la ul-

tracentŕıfuga de la casa Beckman Coulter se distinguen el modelo XL-A, que contiene

únicamente un sistema de detección por absorbancia, y el XL-I que utiliza además, el

método de interferencia (ver Figura II.3). El detector de fluorescencia consiste en un blo-

que anexo que se acopla en la ultracentŕıfuga Beckman, tanto XL-A como XL-I, si bien

el instrumento que se ha empleado no lo tiene.

Figura II.3: Ultracentŕıfuga anaĺıtica modelo ProteomeLabTM XL-I de Beckman

Coulter (Beckman Coulter, Palo Alto, CA, USA).

A partir de este momento el estudio se centrará en los sistemas de detección de ab-

sorbancia e interferencia por ser los más comúnmente usados. Los valores que indican los

detectores, absorbancia o densidad óptica (optical density, OD) en el caso de absorbancia

y desplazamiento de franjas de interferencia (fringe displacements o, abreviadamente, frin-

ges) en el caso de interferencia, están relacionados de manera lineal con la concentración

de la muestra que estamos midiendo en nuestro experimento.

Para el caso de la absorbancia se cumple la ley de Lambert-Beer:

A = lεc (II.1)

o bien:

A = lεMcM (II.2)
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donde A es el valor de absorbancia medido por el detector de la ultracentŕıfuga, l es la

longitud que atraviesa el rayo de luz (en una celda t́ıpica son 1.2 cm, aunque las hay

de grosores menores), c es la concentración másica de la muestra y ε es el coeficiente

de absorción espećıfico, o bien, si cM es la concentración molar de la muestra, εM es el

coeficiente de absorción molar. El coeficiente de absorción es caracteŕıstico de la especie

que absorbe la radiación, y depende de la longitud de onda de la radiación incidente λ.

Figura II.4: Diversos tipos de registros ópticos obtenidos (a) en modo interferencia,

mediante óptica Schlieren (b) en modo interferencia, mediante óptica Rayleigh (c) en

modo absorbancia UV mediante registro fotográfico, y (d) modo absorbancia, barrido

radial de intensidad (original de [34] reproducido en Mächtle y Börger [11]).

En la Figura II.4c se muestra lo que seŕıa una imagen instantánea de la célula observada

por el método de absorbancia, correspondiendo el mayor ennegrecimiento a las zonas de

mayor concentración. En la instrumentación actual se realiza, en cada toma de medidas

(o scan) un barrido de absorbancia a lo largo de toda la célula, que da lugar a un perfil

como el mostrado en la Figura II.4d.

En el caso de detección por interferencia, el fundamento es la variación del ı́ndice

de refracción de la disolución con la concentración. La interferencia entre rayos cuya

longitud de onda ha cambiado dependiendo de la concentración de la zona que hayan

atravesado es la base de este método de detección. Si bien en antiguas ultracentŕıfugas se
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empleaba la técnica de Schlieren (Figura II.4a), actualmente en la Beckman XL-I se utiliza

el método de Rayleigh, que suministra una imagen de la célula compuesta por franjas. Si la

concentración a lo largo de toda la célula fuese uniforme, las franjas seŕıan paralelas unas

a otras y dirigidas en la dirección radial. Al haber cambios de concentración, las franjas

se inclinan y curvan, como se muestra en la Figuras II.4b y II.5. Si la concentración en

un punto de la célula es c(r1, t) y en otro c(r2, t), una ĺınea en dirección radial que va de

r1 a r2 cruza un número de franjas igual a:

(

l

λ

)(

dn

dc

)

[c(r2, t)− c(r1, t)] (II.3)

Una explicación detallada del método de interferencia Rayleigh puede encontrarse en el

libro de Van Holde [36]. En el modo de interferencia, la máquina trabaja con una longitud

de onda fija (λ=655nm y l =12mm en nuestro caso).

Aśı pues, la técnica mide no concentraciones absolutas, sino cambio de concentración

másica. Tomando como referencia el menisco se tendŕıa, para el desplazamiento de franjas

∆j =

(

l

λ

)(

dn

dc

)

[c(r, t)− c(rm, t)] (II.4)

de manera que, en un experimento de velocidad de sedimentación, pasado un tiempo

suficiente desde el comienzo de la ultracentrifugación, se tendŕıa c(rm, t) ≈ 0 en el menisco,

con lo que ∆j seŕıa proporcional a c(r, t) (como lo es A en el modo de absorbancia)

quedando, obviamente,

∆j =

(

l

λ

)(

dn

dc

)

c(r, t) (II.5)

Y con l =1.2 cm y la longitud de onda λ=670nm, la expresión que se obtiene es:

c(r, t) = [5.58× 10−5/(dn/dc)]∆j (II.6)

Una referencia a esta expresión aparece en [38].

Estos dos métodos presentan diferencias en función de las cuales se seleccionará uno

u otro. La detección por absorbancia es selectiva ya que solo detecta los componentes

que absorben y además permite diferenciar entre los mismos en función de la longitud

de onda a la que absorben, mientras que el método de interferencia no es selectivo. Sin

embargo, esto se convierte en una ventaja en la elección del disolvente-tampón en el está

disuelta la muestra, debido a que ahora éste puede estar compuesto por sustancias que
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presenten absorbancia, lo que no es posible si se utiliza la detección mediante medidas de

absorbancia ya que pueden interferir en las mismas. Por contra, cuando se utiliza el método

de interferencia es muy importante asegurarse de que el disolvente-tampón (buffer) en la

muestra y en la referencia estén en perfecto equilibrio qúımico ya que por las caracteŕısticas

de las medidas cualquier diferencia entre ambos puede ocasionar resultados indeseables

(cuestión que no es tan cŕıtica en el caso de medidas de absorbancia). Debido a lo anterior

se debe realizar un proceso previo de diálisis o de filtración en gel.

Figura II.5: Imagen instantánea de interferencia Schlieren: (a) disolvente sobrenadan-

te, (b) zona de transición, en la que se encuentra el frente sedimentante, (c) región

de plateau. Barriendo la imagen de interferencia en dirección radial, desde el menisco

hasta el fondo de la célula, se cuenta el número de franjas (fringes) que son atra-

vesadas (denotado como J en la gráfica y como ∆j en el resto de la Tesis). En (1),

en torno al punto medio de la zona del frente sedimentante, el número de franjas

atravesadas es aproximadamente 8.5, y en (2), en la región plateau cerca del fondo, es

aproximadamente 15 (adaptada de Mächtle y Börger [11]).

Otra de las ventajas del sistema de interferencia es que el rango en el que existe un

comportamiento lineal de la señal ∆j con la concentración es ilimitado, no sucediendo
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esto en el caso de la absorbancia donde se debe trabajar entre 0.1 y 1.5OD. Asimismo, al

utilizar el método de interferencia la adquisición de datos es rápida (unos pocos segundos)

mientras que utilizando el método de absorbancia el tiempo de adquisición de datos es

del orden de minutos. Sin embargo, la relación entre la señal y el ruido, y por tanto, la

posibilidad de estudiar solutos muy diluidos, es mucho más alta en interferencia que en

absorbancia (del orden de 100 veces más). Una última diferencia que cabe reseñar entre

los dos sistemas de detección se debe a la ĺınea base o ruido sistemático, como se detallará

en el apartado siguiente.

Ĺınea base o ruido sistemático

Se distinguen dos tipos de desplazamiento de la señal que aparecen de manera sis-

temática en los perfiles de concentración procedentes de experimentos de ultracentrifuga-

ción anaĺıtica. El primero de ellos es una ĺınea base que cambia con la posición radial pero

que es independiente del tiempo (TI, time independent). Aparece sea cual sea el sistema

de detección utilizado siendo mucho más significativa en el caso de la interferencia. Esto

se produce en el sistema de detección de absorbancia por imperfecciones en las ventanas,

y en el caso de interferencia por imperfecciones en alguno de los componentes del sistema

de detección. El segundo tipo de desplazamiento, que solo aparece cuando se utiliza el

detector de interferencia, es un desplazamiento de la señal independiente de la posición

pero dependiente del tiempo (RI, radial independent), un ejemplo del cual seŕıa el despla-

zamiento denominado jitter consistente en un cambio en la ĺınea base (con un ∆j espúreo

y entero, tal como ±1, etc). Al igual que sucede con el TI, este desplazamiento puede

eliminarse fácilmente en velocidad después del análisis de los datos pero no es fácil si el

experimento es de equilibrio [39, 40].

II.2.2. Celdas y rotor

El rotor es una pieza de titanio que tiene huecos donde se insertan las celdas que

contienen las muestras a analizar (una foto de una celda preparada para su utilización se

muestra en la Figura II.6). Los huecos, y por tanto las celdas, están colocados paralelos al

eje de rotación de la ultracentŕıfuga. Existen dos tipos de rotores [41]: An-50 Ti y An-60 Ti.

El primero de ellos, que es del que se dispone (ver Figura II.7), tiene 8 huecos. En siete de

esos huecos se colocarán celdas con muestra y en el restante lo que se denomina contrapeso

o counterbalance. El counterbalance es un tipo especial de célula (que no contiene muestra)
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cuyo peso se puede variar adicionando pesas (de forma que contrareste el peso de la celda

que tiene enfrentada) y cuya utilidad es la de calibrar la distancia radial, acción necesaria

para experimentos de absorbancia. Este rotor es capaz de soportar una velocidad de

50 000 rpm lo que produce un campo centŕıfugo en la celda unas 200 000 veces mayor que

el campo de la gravedad terrestre, g. El rotor AnTi-60 tiene solo 4 huecos (3 para las

celdas que contienen la muestra y uno para el counterbalance). Con este rotor se puede

trabajar a velocidades mayores, soporta hasta 60 000 rpm (produce un campo centŕıfugo

290 000 veces mayor que g).

Figura II.6: Imagen de una celda de ultracentŕıfuga lista para su uso.

Figura II.7: Imagen de un rotor de ultracentŕıfuga An-50 Ti .

En las celdas o células es donde tiene lugar el proceso de sedimentación por ultracen-

trifugación [41]. Éstas están constituidas por varios elementos que han de ensamblarse

para realizar el experimento con la ultracentŕıfuga. Un t́ıpico esquema del adecuado mon-

taje de todos los componentes de una de estas células se muestra en la Figura II.9. De

estos componentes destacan la denominada pieza central (centerpiece) y las ventanas (win-

dows). Estas últimas pueden ser de cuarzo, en el caso de que el experimento a realizar

sea de absorbancia, o de zafiro, válidas tanto para experimentos de absorbancia como de

interferencia. La pieza central puede ser de aluminio, de un epóxido reforzado o de un
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poĺımero. La utilizadas actualmente son resinas EponTM rellenas de carbón vegetal. Estas

piezas suelen tener dos sectores que pueden contener cada uno de ellos 400µL, siendo

entonces el camino óptico de 12 mm. En uno de los sectores se coloca la muestra y en

el otro, el disolvente de referencia que debe estar en equilibrio qúımico con la muestra.

Como se comentó anteriormente, este aspecto es muy importante en el caso de la utili-

zación del detector de interferencia. También existen piezas de seis canales que permiten

colocar 3 muestras en una fila con sus referencias correspondientes en la fila de enfrente.

Este último tipo de piezas centrales se utilizan en experimentos de equilibrio ya que la

cantidad de muestra necesaria para realizarlos es mucho menor (en torno a 100–150µL)

siendo entonces el camino óptico de 1 a 3mm. La Figura II.8 muestra fotos de sendos

tipos de centerpieces (ambos disponibles en nuestro laboratorio).

Figura II.8: Fotos de dos centerpieces con 2 y 6 sectores.

Las células, deben ser capaces de soportar el alto campo centŕıfugo generado por las

elevadas velocidades utilizadas, aśı como evitar fugas y otros inconvenientes que puedan

distorsionar las medidas realizadas. Además, el peso de las mismas debe estar perfecta-

mente equilibrado al situarlas en el rotor dando lugar a que el rotor sea estable ya que

cualquier inestabilidad puede provocar problemas en el experimento realizado.

Aśı pues, resulta evidente que las celdas o células en AUC no son unas simples cubetas

como las de un espectrofotómetro, sino unas complejas piezas de diversos componentes

que han de ensamblarse antes y desensamblarse después de cada medida.

25
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Figura II.9: Ilustración del montaje de las piezas que componen una celda de AUC.

Reproducido de [11].
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II.3. Aspectos geométricos

En la Figura II.10 se muestra un esquema de uno de los sectores que conforman el

centerpiece de una celda. La forma de sector circular está diseñada para evitar el choque

de las part́ıculas de soluto con las paredes laterales durante el movimiento radial propio

del proceso de sedimentación. La geometŕıa del sector está caracterizada por un ángulo

φ, y una posición dentro del mismo está caracterizada por la distancia r al eje de giro.

La célula gira con una velocidad angular de rotación ω. A partir de ahora se hablará

en términos de célula o celda, aunque en rigor nos estemos refiriendo a un sector del

centerpiece de la celda.

Figura II.10: Geometŕıa de una celda de ultracentŕıfuga convencional. Obsérvese la

posición del menisco, rm, del fondo, rb, y la posición instantánea de una part́ıcula de

soluto, r, sometida a una fuerza centŕıfuga, Fs cuando gira con una velocidad angular

de rotación ω y a una fuerza de fricción Ff .

Inicialmente, la célula se carga con una disolución, en la que la concentración másica

de soluto es uniforme, c0. Según transcurre el proceso de sedimentación, la concentración

cambia a lo largo de la célula, y para cada posición, r, vaŕıa con el tiempo, t, siendo por

ello una función de dos variables, c(r, t).

Nótese en la Figura II.10 que el elemento de volumen comprendido entre r y r + dr

es una franja o rodaja cuya área es φhr y su espesor es dr, siendo igual a dV = φhrdr,

donde h es la altura de la célula. El volumen total de la disolución es

Vsol =
∫ rb

rm

dV =
1

2
φh(r2

b − r2
m) (II.7)
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La cantidad de masa de soluto en el sistema es trivialmente W0 = Vsolc0. La ley de

conservación de la masa implica que, en cada momento, la integral sobre la célula de la

masa o concentración (pues el volumen del sistema no cambia) será igual a la masa inicial,

esto es, para cualquier tiempo t:

W0 =
∫ rb

rm

c(r, t)dV = φh
∫ rb

rm

rc(r, t)dr (II.8)

o análogamente,

c0 =
2

(r2
b − r2

m)

∫ rb

rm

rc(r, t)dr (II.9)

La forma de sector circular es responsable de un efecto que afecta a los perfiles de

concentración. Además de lo que ocurre por efecto de la fuerza centŕıfuga (y de la difusión),

hay un mero efecto consistente en que, si el soluto que está en una rodaja de posición

radial r se mueve a otra con r′ mayor, al ser el volumen de la rodaja proporcional a r,

aumentando en r′, se produce un efecto llamado de dilución radial. En este trabajo se

tratará de considerar siempre este efecto, aunque en algunos tratamientos de los datos

de ultracentrifugación se ignora para simplificar la forma de sector circular, tomando la

célula como un paraleleṕıpedo. En tal caso las expresiones anteriores se simplifican a:

Vsol =
∫ rb

rm

dV = σ(rb − rm) (II.10)

siendo σ la sección transversal de la célula,

W0 =
∫ rb

rm

c(r, t)dV = σ
∫ rb

rm

c(r, t)dr (II.11)

o análogamente,

c0 =
1

(rb − rm)

∫ rb

rm

c(r, t)dr (II.12)

Estas expresiones se han escrito para un soluto único, pero tienen igual validez para

cada componente en un soluto heterogéneo.
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II.4. Variación espacio-temporal de la señal y perfiles

de concentración

Considerando el caso más general de una disolución con varios solutos, la ultracentri-

fugación dará lugar a que la concentración de cada uno de ellos, en cada posición r de la

célula, vaŕıe con el tiempo de manera diferente. Los perfiles de concentración másica de la

especie i, dependientes del tiempo, se denominan genéricamente ci(r, t). Por otra parte,

lo que el sistema de detección registra es un perfil, dependiente del tiempo, de la señal

detectada por el sistema óptico a lo largo de la célula, z(r, t). Sea el registro de absor-

bancia, de interferencia (los dos más comunes y disponibles en nuestra Beckman XL-I), o

cualquier otro, se asume que la señal es (i) aditiva sobre la de los diversos componentes

zi, y (ii) para cada componente, zi es proporcional, bien a la concentración másica ci, o

bien a la concentración molar cM,i = ci/Mi.

En el caso de interferencia, la señal, expresada como desplazamiento de franjas (ecua-

ción II.5), es proporcional a ci. También lo es en la modalidad de absorbancia si ésta

se expresa en términos del coeficiente de absorción espećıfico (ecuación II.1), pero si se

expresa en términos del coeficiente de absorción molar (ecuación II.2), seŕıa proporcional

a cM,i. También podŕıa ser este último, el caso (menos común) de detección por fluores-

cencia, en el cual cada especie contribuiŕıa a la señal de manera proporcional al número

de moléculas de ella presentes, determinado por cM,i. Todas estas situaciones se pueden

formular de una manera conjunta como:

zi =
qi

Mαi
i

ci (II.13)

donde αi valdrá 0 ó 1 según los casos (proporcionalidad a ci o a cM,i, respectivamente), y

la constante qi dependerá de la naturaleza de la especie pero no de su peso molecular.

Aśı, la relación entre la señal espacio-temporal y las concentraciones másicas de cada

especie quedará como:

z(r, t) =
∑

i

qi

Mαi
i

ci(r, t) (II.14)

De esta relación se pueden escribir casos particulares. En interferencia, por lo antedi-

cho, αi = 0 y qi = (l/λ)(dn
dc

)i. En absorbancia se puede tomar αi = 0 y qi = lεi, con lo cual

se tiene tanto para absorbancia como para interferencia una forma común simplificada –

que es la que se asumirá habitualmente:
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z(r, t) =
∑

i

qici(r, t) (II.15)

si bien la expresión en términos de absorbancia molar daŕıa lugar a la ecuación II.14 con

αi = 1 y qi = lεMi
.

Hay casos en los que las constantes qi pueden ser iguales a un único valor q para

todas las especies. Aśı ocurre en sistemas heterógeneos en los que las diversas especies

son oligómeros o poĺımeros constituidos de una cierta unidad repetitiva. En interferencia,

qi depende de la naturaleza pero no del peso molecular. En absorbancia, si cada unidad

repetitiva tiene un grupo cromóforo (por ejemplo en homo-oligómeros de protéınas, o en

poĺımeros de un monómero que absorbe), se tiene εM,i = iεM,1, y como Mi = iM1 (el

sub́ındice 1 indica el monómero), entonces el coeficiente espećıfico εi es el mismo para

todas las especies. En todas estas situaciones

z(r, t) = q
∑

i

ci(r, t) (II.16)

En los Caṕıtulos V y VI, al tratar sistemas heterogéneos compuestos por macromole-

culas con polidispersidad continua, se adoptará este caso, que es el que se da en la mayoŕıa

de las situaciones. No obstante, cabe aqúı mencionar un posible caso diferente, en el que

cada especie, independientemente de su grado de polimerización y peso molecular, tuviera

un solo grupo cromóforo o fluoróforo. Entonces, se tendŕıa una ecuación como la II.16 con

la concentración molar en lugar de la másica, quedando

z(r, t) = q
∑

i

ci(r, t)/Mi (II.17)

esto es, lo correspondiente a la ecuación II.14 con q común y αi = 1.

II.5. Coeficiente de sedimentación

La fuerza que actúa sobre una part́ıcula situada a una distancia r del eje de giro hacia

el fondo de la célula viene dada por

Fsed = ω2rmb (II.18)

donde ω es la velocidad angular de rotación de la célula y, mb = m(1 − v̄ρ) es la masa

flotante de la part́ıcula, igual a la masa m descontando de ella el término de flotación,
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determinado por el volumen espećıfico parcial de la part́ıcula v̄ y la densidad de la disolu-

ción, ρ. A veces, es conveniente definir un peso molecular flotante, como Mb = M(1− v̄ρ).

La masa de la part́ıcula está relacionada con el peso molecular m = M/NA, donde NA es

el número de Avogadro.

Al moverse las part́ıculas con velocidad v experimentan una fuerza de fricción en

dirección contraria al movimiento:

Ffri = −fv (II.19)

donde f es el coeficiente de fricción traslacional, relacionado con el coeficiente de difusión

traslacional, D, mediante la ecuación de Einstein

f = kBT/D (II.20)

siendo kB la constante de Boltzmann y T la temperatura absoluta.

En régimen estacionario (régimen viscoso), una part́ıcula alcanza una velocidad esta-

cionaria, en la que no hay inercia y las dos fuerzas se compensan (Fsed = −Ffri) para dar

una resultante nula:

0 = ω2rmb − fv (II.21)

de donde se obtiene para la velocidad:

v =
ω2rmb

f
(II.22)

El coeficiente de sedimentación se define como la relación entre la velocidad lineal de

la part́ıcula y la aceleración centŕıfuga ω2r,

s =
v

ω2r
(II.23)

de manera que

s =
mb

f
=

M(1− v̄ρ)

NAf
=

Mb

NAf
(II.24)

Nótese que el coeficiente de sedimentación tiene unidades de tiempo. Los valores más

bajos que se encuentran son del orden de 10−13 s, y a esta cantidad se la denomina unidad

Svedberg, S.

Se recuerda que el coeficiente de fricción de una macromolécula o part́ıcula en disolu-

ción diluida puede expresarse, en términos generales, como f = η0 ×[tamaño,conformación]

donde η0 es la viscosidad del disolvente, y “[tamaño,conformación]” es un término que
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CAPÍTULO II. FUNDAMENTOS

dependerá de la conformación (forma, o flexibilidad) de la part́ıcula y del tamaño de

ésta. Por ejemplo, en el caso más simple de una part́ıcula esférica de radio a, el término

[tamaño,conformación] seŕıa igual a 6πa (ecuación de Stokes). En este caso, la ecuación

II.20 se puede escribir de la siguiente forma

D =
kBT

6πη0a
(II.25)

que se conoce como ecuación de Stokes-Einstein.

En general, el coeficiente de sedimentación dependerá de la viscosidad y densidad del

disolvente, que será prácticamente igual a la densidad de la disolución en el caso de la

disolución diluida, y de ciertas caracteŕısticas de la part́ıcula, concretamente de su volumen

espećıfico parcial y, lo que es más importante a efectos de caracterización estructural, de

su tamaño y conformación.

Teniendo en cuenta la ecuación de Einstein (ecuación II.20), la ecuación II.24 queda

en la forma

s =
mb

f
=

M(1− v̄ρ)D

RT
(II.26)

siendo R = NAkB la constante de los gases perfectos, que puede escribirse como la llamada

ecuación de Svedberg,
s

D
=

M(1− v̄ρ)

RT
(II.27)

que muestra como la combinación de s y D puede suministrar el valor del peso molecular,

sin previo conocimiento de la conformación y tamaño geométrico de las part́ıculas. Se

insite en que en las ecuaciones II.26 y II.27 podŕıa emplearse el peso molecular flotante,

Mb = M(1− v̄ρ).

En la ecuación II.27 se supone que s y D se dan a la misma temperatura, ya que

el coeficiente de fricción depende de la viscosidad que es muy sensible a la temperatura.

Generalmente, tanto s como D se corrigen a la condición estándar consistente en expresar

sus valores en el disolvente agua a una temperatura de 20oC, en cuyo caso dichos coefi-

cientes se denotan por s20,w y D20,w, respectivamente. Para realizar dicha transformación

es necesario conocer las volúmenes espećıficos de los solutos tanto a 20oC como a la tem-

peratura de trabajo, aśı como los valores de densidad y viscosidad del agua a 20oC y del

disolvente utilizado a la temperatura de trabajo.

Para las descripciones teóricas que se exponen en las siguientes secciones es importante

notar que, dado el coeficiente de sedimentación de una part́ıcula s, la velocidad v con la
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que ésta se aleja del eje de rotación cuando está a una distancia r de éste es

v = sω2r (II.28)

estando determinada, para una ω fija, únicamente por s. Si el movimiento convectivo debi-

do a la fuerza centŕıfuga, es el único componente del movimiento, lo cual es prácticamente

aplicable a la modalidad de velocidad de sedimentación (aunque luego se tendrá en cuen-

ta la necesaria contribución de la difusión o movimiento browniano), la anterior ecuación

escrita como
dr

dt
= sω2r (II.29)

conduce trivialmente a una ecuación de movimiento

r(t) = r(t0) exp[sω2(t− t0)] (II.30)

la cual da la posición de la part́ıcula sedimentante, r(t), a partir de la posición en un

instante anterior, r(t0).

II.6. Ecuación de flujos

En un experimento de ultracentrifugación, el flujo total J a través de una sección

perpendicular a la dirección de movimiento es la resultante de los flujos difusivo y sedi-

mentante, lo cual puede escribirse como

J = Jdif + Jsed (II.31)

Para el flujo difusivo Jdif se adopta la primera ley de Fick:

Jdif = −D
∂c

∂r
(II.32)

y en cuanto al flujo sedimentante, puede razonarse fácilmente que es igual al producto de

la velocidad por la concentración en la posición r, Jsed = vc (como en cualquier otro flujo

conductivo [4]) y, recordando la expresión II.28 para v, se tiene

Jsed = sω2rc (II.33)

de manera que

J = −D
∂c

∂r
+ sω2rc (II.34)
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Un razonamiento más elegante, basado en la termodinámica, mediante el que se de-

muestra la ecuación II.34 es el que aparece en el libro de Van Holde [4].

II.7. Velocidad de sedimentación

Si se aplica la ecuación II.30 a las moléculas más alejadas del fondo, que inicialmen-

te (t = 0) se encuentran en el menisco rm, al cabo de un tiempo seguirán siendo las

más alejadas y formarán un frente sedimentante (boundary), situado en una posición de-

pendiente del tiempo, rbnd(t), de manera que entre rm y rbnd ya habrá casi solamente

disolvente, estando todo el soluto más allá de rbnd. Esta posición rbnd(t) puede observarse

experimentalmente, y de acuerdo con la ecuación ecuación II.30 se tendrá

rbnd(t) = rm exp[sω2t] (II.35)

o bien

ln
rbnd(t)

rm
= sω2t (II.36)

cabiendo también la posibilidad de tomar como referencia la posición del frente en cierto

instante inicial

ln
rbnd(t)

rbnd(t0)
= sω2(t− t0) (II.37)

Una versión muy simplificada del experimento de ultracentrifugación – pero aún útil

para la interpretación más sencilla y medida más inmediata del coeficiente de sedimenta-

ción – puede llevarse a cabo efectuando una o varias de las siguientes simplificaciones:

(I) Ignorar la difusión, que lógicamente debeŕıa tenerse en cuenta dado que en la célula,

por motivo de la sedimentación, se crea un gradiente de concentración. Ignorando

este efecto, el único movimiento seŕıa el descrito por las ecuaciones II.28 - II.30.

(II) Ignorar el fondo de la célula (como si ésta se extendiese desde rm hasta rb =∞), en

el que las part́ıculas podŕıan acumularse o rebotar.

(III) Ignorar la forma de sector y la dilución radial.

De hecho, en lo antes comentado acerca de una frontera bien definida, rbnd(t), ya se ha

tenido en cuenta la suposición I.
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Bajo la suposición III, el flujo a través de una sección es igual en cualquier posición y,

bajo la suposición I, está determinado solamante por la velocidad, por lo que, tal y como

ya se ha mencionado en la sección anterior, Jsed = vc o, lo que es igual, Jsed = sω2rc

(ecuación II.33). Considérese una franja de la célula comprendida entre r y r + δr. Si la

célula es paralelepipédica (ignorando la forma de sector, y la dilución radial), las dos caras

de la franja tienen la misma sección σ. En un intervalo δt, entra por la cara izquierda

una cantidad (masa) de soluto Jsed(r − dr)σδt = σv(r − δr)c(r − dr, t)δt, y sale por la

derecha una cantidad Jsed(r)σδt = σv(r)c(r, t)δt; la resultante es la variación de masa en

esa franja

δm = [Jsed(r − δr)− Jsed(δr)]σδt (II.38)

de donde se puede deducir la variación de concentración

δc =
δm

σδr
=

Jsed(r − δr)− Jsed(δr)

δr
δt (II.39)

Con intervalos infinitesimalmente pequeños, se tiene

∂c

∂t
= −∂Jsed

∂r
= −∂(vc)

∂r
(II.40)

y teniendo en cuenta la ecuación II.28

∂c

∂t
= −sω2

(

c + r
∂c

∂r

)

(II.41)

La ecuación II.41 es una ecuación diferencial para la cual la condición de contorno es

c(r, 0) = c0 si r > rm (concentración uniforme inicial en toda la célula, extendida hasta

infinito, condición II). Con esta condición, la solución es

c(r, t) = c0 exp(−2ω2st) = c0

(

rb

rm

)

−2

(II.42)

para r > rbnd = rm exp(sω2t), y c(r, t) = 0 para r < rbnd.

También se puede escribir [42]

c(r, t) = c0 exp(−2ω2st)U(rbnd − rm) = c0

(

rb

rm

)

−2

U(rbnd − rm) (II.43)

donde la función escalón de Heaveside es U(x) = 1 para x > 0 y U(x) = 0 para x < 0.

Este resultado es algo más detallado que el del primer tratamiento, en el sentido de

indicar la concentración más allá de la frontera pero, como aquél, identifica la frontera y
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CAPÍTULO II. FUNDAMENTOS

permite el análisis más sencillo posible del coeficiente de sedimentación, que se basa en

una representación o ajuste, según la ecuación II.36 o II.37, de ln(rbnd(t)/rm) frente a t,

o de ln(rbnd(t)/rbnd(t0)) frente a t− t0, para dar una recta de pendiente sω2, de donde se

extrae el coeficiente de sedimentación.

Se toma como ejemplo la protéına lisozima, que tiene s=1.89S y M =14.3 KDa

[43], centrifugada a un régimen de revoluciones de ω =60000 rpm, estando el menisco

situado a rm =5.8 cm del eje de revolución. De acuerdo con la versión extremadamente

simplificada, que incluye las tres anteriores suposiciones, los perfiles de concentración

seŕıan los escalones que aparecen en la Figura II.11. Por conveniencia, en esta Figura y

en las sucesivas de esta Tesis se expresará la concentración en mg/mL que es una unidad

de concentración habitual en la práctica.

Figura II.11: Perfil de concentración de una muestra de lisozima de c0 =1mg/mL con

rm = 5.8 cm, c0 =1 mg/mL a velocidad angular ω =60000 rpm. El intervalo de tiempo

entre los perfiles sucesivos es de 5 400 segundos (desde tiempo 0 hasta 21 600 s).

Los perfiles de concentración observados experimentalmente difieren bastante de los

esquemáticos de la Figura II.11. Una diferencia esencial es que los perfiles experimentales

no presentan una frontera totalmente abrupta sino gradual, por diversos motivos, algunos

ya apuntados. Para una especie monodispersa, un motivo suficiente es el efecto de la

difusión. Si no se realiza la aproximación I, sino que se tiene en cuenta el efecto difusivo,

como se hará a lo largo de esta Tesis, los perfiles son más parecidos a los que aparecen en
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la Figura II.1A o en la Figura II.12 (perfiles pre-evaluados con la ecuación aproximada

de Faxén, expuesta en II.9.1, que siguen siendo inválidos, sobre todo por efecto de la

aproximación II).

Aśı en los perfiles reales, la posición del frente no está inmediatamente definida. A

efectos de emplear la ecuación II.36 o II.37 para estimar el coeficiente de sedimentación,

se puede tomar – como caso más sencillo – que rbnd es la posición donde se alcanza la

mitad de la altura (concentración) del plateau. En la Figura II.12 se muestra un ejemplo,

marcando los puntos medios de los perfiles sigmoidales.

Figura II.12: Perfil de concentración de la lisozima en agua a 20oC con rm =5.8 cm,

c0 =1 mg/mL a velocidad angular ω =60000 rpm para tiempos comprendidos entre

5 400 s y 21 600 s. Los perfiles de esta figura son datos experimentales “sintéticos” eva-

luados para esos valores de rm y ω, y para los valores s=1.89S y D =11.2×10−7 cm2/s

de lisozima en agua a 20oC, mediante la ecuación de Faxén. Pueden observarse en

dicha figura los puntos medios, rbnd, de las curvas c(r, t) vs. r para sucesivos t (ĺıneas

discontinuas azules).

En la Figura II.13 se representa ln(rbnd/rm) frente a t. De la pendiente de la recta, dada

por sω2 para la que se encuentra el valor 7.46× 10−6 s−1, se obtiene que el valor del coe-

ficiente de sedimentación es s=1.89 ×10−13 s= 1.89 S, que resulta, pese a lo aproximado

del método, idéntico al de partida.
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CAPÍTULO II. FUNDAMENTOS

Figura II.13: Representación de ln(rbnd/rm) frente a t para el caso de la lisozima con

rm = 5.8 cm, c0 = 1mg/mL a velocidad angular ω =60 000 rpm. Puede observarse en

dicha representación cómo los datos siguen una tendencia lineal ajustándose a una

ĺınea recta que se rige por la ecuación II.36.

Una manera alternativa de establecer la posición del frente sedimentante, se basa en

un criterio que lo identifica con el punto de inflexión de las curvas, de aspecto sigmoidal,

de concentración frente a posición. Este punto se define por la condición

∂2c

∂r2
= 0 (II.44)

lo cual se corresponde con un máximo en la función derivada primera,

c′(r, t) =
∂c(r, t)

∂r
(II.45)

donde c′(r, t) es la pendiente de la tangente de c(r, t) vs. r. En los cálculos, r está discre-

tizado en intervalos de anchura χ. Una aproximación sencilla para evaluar esta pendiente

es tomar la media de los intervalos que hay a la izquierda y a la derecha de ri, que vale:

c′(ri, t) ≈
1

2

[

c(ri, t)− c(ri−1, t)

χ
+

c(ri+1, t)− c(ri, t)

χ

]

=
c(ri+1, t)− c(ri−1, t)

2χ
(II.46)

Para un tiempo t, la posición r del frente seŕıa aquella para la cual c′(r, t) tendŕıa el valor

máximo. Estos perfiles derivada y su máximo se pueden programar fácilmente. Aśı, en la
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Figura II.14 se representan las derivadas c′(r, t) correspondientes a los perfiles de la Figura

II.12, notándose cómo los máximos de las curvas – que se corresponden con la posición

del frente sedimentante, rbnd – se aprecian perfectamente.

Figura II.14: Representación de las derivadas c′(r, t) correspondientes a los perfiles de

la Figura II.12, es decir, derivadas de los perfiles de concentración para el caso de la

lisozima con rm = 5.8 cm, c0 =1 mg/mL a velocidad angular ω =60 000 rpm.

Aśı, utilizando este método numérico para determinar rbnd, con los valores resultantes,

la misma representación semilogaŕıtmica conduce ahora a un coeficiente de sedimentación

de 1.90 S, prácticamente igual al valor experimental con el que fueron generados los perfiles

sedimentantes.

II.8. Equilibrio de sedimentación

La segunda de las principales variantes de los experimentos de ultracentrifugación

anaĺıtica es el equilibrio de sedimentación. Es obvio que, a la larga, la coexistencia de dos

transportes en direcciones opuestas tienen que dar lugar a un equilibrio en el que los flujos

se igualen en cualquier punto, y en el que el perfil de concentración a lo largo de la célula

ya no vaŕıe con el tiempo.
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Los experimentos de velocidad de sedimentación se hacen en un ĺımite muy lejano al

de equilibrio: ω muy elevada, con sω2 muy grande (lo cual se favorece con especies de s

grande) de manera que el término difusivo resulta despreciable tras un tiempo muy breve.

Figura II.15: Perfiles de concentración obtenidos utilizando simulaciones de dinámica

browniana (programa SIMUSED) para la lisozima con rm =6.7 cm, trun =500 000 s,

nsteps =51 ω = 15000 rpm. Obsérvese que los perfiles para los últimos tiempos están

superpuestos, lo que demuestra que se ha llegado al equilibrio.

Si por el contrario, se centrifuga con ω pequeña, y durante un tiempo suficientemente

largo, se puede llegar a alcanzar ese equilibrio, con una distribución de concentración c(r)

que es independiente del tiempo. El equilibrio de flujos impone J = 0 en la ecuación II.31,

quedando:

−D
∂c

∂r
+ sω2rc = 0 (II.47)

de donde

sω2r =
D

c

∂c

∂r
(II.48)
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Sustituyendo s/D por su valor dado en la ecuación de Svedberg II.27, queda:

S

D
=

1

r2ω2

∂c

∂r
=

M(1− vρ)

RT
(II.49)

Esta ecuación tiene una solución genérica trivial, y si se particulariza para las condición

de contorno c = cm para r = rm, se obtiene que:

c(r) = cm exp
[

ω2M(1− vρ)(r2 − r2
m)

2RT

]

(II.50)

ecuación en la que no aparece el coeficiente de sedimentación, s, pero śı M , por lo que

aśı se ve que esta técnica permite la determinación de la masa molecular de las especies

macromoleculares que sedimentan. Usando ahora, y anticipando, a t́ıtulo de ejemplo,

resultados de simulaciones de dinámica browniana, que se mostrarán posteriormente, en la

Figura II.15 se observan perfiles de concentración obtenidos en condiciones de equilibrio de

sedimentación. Nótese que los perfiles correspondientes a los últimos intervalos de tiempo

están superpuestos lo que significa que se ha llegado al equilibrio.

Figura II.16: Representación de ln c(r) frente a r2 − r2
m para el caso de la lisozima

con rm = 6.7 cm, c0 = 1mg/mL a velocidad angular ω =15000 rpm, a partir de los

valores de la Figura II.15. Puede observarse cómo los datos siguen una tendencia

lineal ajustándose a una ĺınea recta que se rige por la ecuación II.51.
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El tratamiento clásico de los perfiles de equilibrio de sedimentación consiste en linea-

lizar la ecuación II.50, en la forma:

ln c(r) = ln cm +
ω2M(1− vρ)

2RT
(r2 − r2

m) (II.51)

Analizando la ecuación II.51 se observa que, si los resultados se adecúan al modelo

establecido en la ecuación, al realizar la representación de ln c(r) en el eje de ordenadas

frente a (r2 − r2
m) en el eje de abscisas se debe observar un comportamiento lineal de los

puntos representados. Aśı, se obtendrá una ĺınea recta cuya ordenada en el origen es ln cm

y su pendiente es ω2M (1−vρ)
2RT

, por lo que conocidos ω y el factor de flotación de la molécula

se determina el peso molecular de la misma, M (o si no se conociera, se determinaŕıa

el peso molecular flotante, Mb = M(1 − v̄ρ)), a partir de la pendiente de la recta. Esta

representación se indica en la Figura II.16.

El valor determinado de los datos de la Figura II.15 del peso molecular de la lisozima

es M =12.6 kDa, valor parecido al peso molecular de la lisozima experimental, utilizado

en la simulación de dichos datos, que es M =14.4 kDa.

II.9. Ecuación de Lamm en una célula con forma de

sector

La concentración en función de la posición y el tiempo c(r, t) en un experimento de

ultracentrifugación es la solución de la denominada ecuación diferencial de Lamm que,

como se verá, regula el balance sedimentación-difusión. Los perfiles de concentración a

diferentes instantes de tiempo son curvas c(r, t) vs. r para sucesivos t y la resultante de

los dos efectos de transporte que se dan en el experimento: el de sedimentación y el de

difusión. Es la conjunción de ambos efectos, tratados con la geometŕıa particular de la

célula, lo que determina la ecuación diferencial que rige la dependencia espacio-temporal

de la concentración, la denominada ecuación de Lamm [44] que se discutirá a continuación.

La ecuación II.34 puede considerarse como una extensión de la primera ley de Fick,

incluyendo el flujo de la sedimentación. Los problemas de difusión se abordan resolviendo

la segunda ley de Fick, que es conjunción de la primera con la condición de continuidad,

expresando la variación de la concentración con el tiempo en un punto determinado.

Además de esa condición, hay que considerar la geometŕıa de la célula, que conduce al

empleo de coordenadas ciĺındricas, con lo que la condición de continuidad se escribe como:
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∂c

∂t
= −1

r

∂(rJ)

∂r
(II.52)

lo cual da lugar a
∂c

∂t
=

1

r

∂

∂r

[

rD
∂c

∂r
− sω2r2c

]

(II.53)

Esta es la forma en la que la clásica ecuación de Lamm [44] aparece habitualmente en la

literatura (véase, por ejemplo [45–48]). Desarrollando el segundo miembro se llega a una

ecuación equivalente:

∂c

∂t
= D

[

∂2c

∂r2
+

1

r

∂c

∂r

]

− sω2
[

r
∂c

∂r
+ 2c

]

(II.54)

Esta segunda forma puede encontrarse en la monograf́ıa de Mächtle y Börger [11] (además

de incluso en Wikipedia [49]), si bien en dicha monograf́ıa aparece la ecuación II.53 con

una errata: falta el factor “c” al final de la misma.

Los perfiles de concentración c(r, t) más rigurosos seŕıan los resultantes de resolver esta

ecuación diferencial, con la condición de contorno adicional de que, como las moléculas no

pueden traspasar los ĺımites de la célula, en ellos no puede haber transporte, verificándose,

para r = rm y r = rb que [49]:

D
∂c

∂r
− sω2rc = 0 (II.55)

lo cual viene a expresar que el flujo neto, composición del difusivo (primer término) y

sedimentante (segundo término), se cancelan.

II.9.1. Solución aproximada de Faxén

Una solución aproximada de la ecuación de Lamm es la propuesta por Faxén [50]. Sus

condiciones son:

El sistema sedimentante es ilimitado en la dirección de la sedimentación esto es, la

célula “no tiene fondo”.

Se ignora el efecto de dilución radial.

En estas condiciones, la solución de la ecuación de Lamm es la ecuación de Faxén:

c(r, t) =
[

c0e
−2sω2t

2

][

1−Φ
(

rm[sω2t + ln rm − ln r]

2
√

Dt

)]

(II.56)
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donde Φ es la llamada función de error, que no es anaĺıtica, pero para la cual se pue-

den encontrar rutinas de cálculo en ordenador. Por ejemplo, en la libreŕıa de funciones

matemáticas IMSL, dicha función Φ está implementada en la función erf.

Desde un punto de vista cualitativo esta solución describe adecuadamente muchos de

los comportamientos relativos a la ecuación de Lamm, en particular las curvas c(r, t) vs.

r para sucesivos t. No obstante, cuantitativamente la solución no es muy precisa y no

incluye muchos aspectos relevantes de dicha ecuación, como la acumulación de material

en el fondo de la celda, o la interdependencia de los efectos de la propagación difusional, la

dilución radial y la dependencia radial de la fuerza [31,51]. Además, la ecuación de Faxén

no es aplicable en condiciones de equilibrio de sedimentación, ya que el establecimiento

del equilibrio requiere que el sistema sedimentante este confinado, esto es, que tenga un

fondo, de manera que se establezca la variación de concentración estacionaria entre el

menisco, rm, y el fondo, rb.

II.10. Hidrodinámica para los modelos de part́ıculas

sedimentantes

En esta sección se van a introducir algunos conceptos de teoŕıa hidrodinámica rela-

cionados con la forma de las part́ıculas sedimentantes ya que luego serán utilizados en el

tratamiento de los datos experimentales.

La forma global de muchas macromoléculas ŕıgidas, como algunas protéınas (albúmina,

lisozima), puede representarse mediante esferas y elipsoides, lo que permite calcular de

forma sencilla propiedades hidrodinámicas. Por ejemplo, para part́ıculas esféricas, el coe-

ficiente de difusión traslacional se calcula fácilmente mediante la ecuación II.25 (ecuación

de Stokes-Einstein).

Hacia 1930, Perrin [52,53] extendió los trabajos de Einstein sobre la hidrodinámica de

part́ıculas esféricas al caso de elipsoides de revolución. Es destacable que estas expresio-

nes constituiŕıan, durante bastantes años, la base para distinguir la forma de part́ıculas

(compactas o alargadas) en disolución, dando fundamento a métodos para distinguir las

protéınas globulares, como la albúmina o la hemoglobina, de las fibrosas, como el colágeno

o la miosina.

Los elipsoides de revolución se caracterizan por su relación axial p = b/a, siendo b el

semieje de simetŕıa rotacional o axial y a los dos semiejes perpendiculares equivalentes.
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La esfera es, entonces, un caso particular de este modelo para el que p = 1. Los valores

p < 1 corresponden a elipsoides oblatos, y los valores p > 1 corresponden a elipsoides

prolatos (ver Figura II.17).

Figura II.17: Elipsoides de revolución prolato y oblato.

La denominada función de Perrin, P , depende de la relación axial p y cuantifica la

anisotroṕıa de la forma de la part́ıcula. En concreto, para una esfera P = 1. Cuanto más

se aleje P de la unidad, mayor es la “anesfericidad” de la part́ıcula. El valor de la función

de Perrin se puede calcular a partir del coeficiente de fricción traslacional de la part́ıcula,

f , como P = f/f0, donde f0 es el coeficiente de fricción de la esfera que tuviera el mismo

peso molecular (M) y el mismo volumen espećıfico parcial (v̄) que la part́ıcula. La relación

entre coeficientes de fricción f/f0 (frictional ratio) nos informa, por tanto, de la forma

global de una part́ıcula.

Si la part́ıcula fuera anhidra, el valor del coeficiente de fricción de la esfera utilizada

en el frictional ratio se calcula directamente con la ecuación de Stokes mencionada con

anterioridad, es decir f0 = f0,anh = 6πη0r, siendo η0 la viscosidad del disolvente y r el

radio de la esfera (que se obtiene a partir de M y v̄ de la part́ıcula). Sin embargo, una

macromolécula en disolución se encuentra normalmente hidratada, es decir, con part́ıculas

de disolvente unidas a su estructura. Calculando f0 como el valor anhidro, el fritional ratio

contiene, además del efecto de la geometŕıa representado por la función P , un factor debido

a la hidratación

f/f0 = P

(

1 +
δ

v̄ρ0

)1/3

(II.57)
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donde δ es la hidratación de la part́ıcula expresada en gramos de agua por gramos de

macromolécula y ρ0 la densidad del disolvente.

A partir del coeficiente de sedimentación es posible evaluar f/f0 y P , y aśı dilucidar la

forma de la part́ıcula sedimentante. La relación entre los coeficientes de fricción f/f0 puede

evaluarse mediante la relación sesfera/s20,w = f/f0 donde s20,w es el valor del coeficiente

de sedimentación experimental corregido en agua a 20oC y sesfera es el coeficiente de

sedimentación teórico de una esfera con el mismo peso molecular (M) y volumen espećıfico

parcial (v̄). El valor sesfera se obtiene mediante la siguiente expresión:

sesfera =
M(1− v̄ρ0)

NA6πη0(
3Mv̄
4πNA

)1/3
(II.58)

Es conveniente mencionar que sesfera corresponde al valor máximo del coeficiente de se-

dimentación para una part́ıcula con un determinado volumen. Al considerar una part́ıcula

como una esfera anhidra, se descartan dos efectos: (i) el mayor tamaño debido a la hidra-

tación, y (ii) la forma no esférica; ambos efectos incrementan el coeficiente de fricción, f ,

por lo que, como se desprende evidentemente de la ecuación II.24, al desestimar estos efec-

tos se sobreestima s. En la ecuación II.58 aparece el término δ que, como se ha indicado,

es la hidratación en gramos de agua por gramos de macromolécula. Para protéınas este

valor es 0.3 g/g [35,54] y para la doble hélice de ADN 0.55 g/g [55]. Valores t́ıpicos de f/f0

son 1.2–1.3 para estructuras globulares y 1.5–1.8 para estructuras elongadas asimétricas.

II.11. Programas para la predicción de propiedades

hidrodinámicas de las part́ıculas sedimentan-

tes

Las part́ıculas sedimentantes se pueden representar de forma más o menos detallada

utilizando modelos de esferas, a partir de los cuales se predicen sus propiedades hidro-

dinámicas y aśı, mediante la comparación con los resultados experimentales, se puede

dilucidar su estructura. Nuestro Grupo de Investigación viene desarrollando una serie de

programas que emplean la metodoloǵıa del modelo de esferas para hacer sencillo y rápido

el cálculo de esas propiedades. Estos programas están a disposición pública en la página

web http://leonardo.inf.um.es/macromol y son útiles para el cálculo de propiedades
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de macromoléculas en disolución como protéınas, ácidos nucleicos, etc. A continuación se

presentan los programas más representativos que se han desarrollado.

II.11.1. Metodoloǵıa para part́ıculas ŕıgidas

Para el cálculo de propiedades de macromoléculas ŕıgidas de topoloǵıa arbitraria en di-

solución se ha desarrollado el conjunto de programas HYDRO [56] que contiene las siguientes

utilidades:

HYDRO++ [56,57]. Este programa emplea la metodoloǵıa del modelo de bolas en sen-

tido estricto y permite el cálculo de un gran número de propiedades hidrodinámicas

aśı como aquellas derivadas de medidas de dispersión estática de luz.

HYDROPRO [54, 58]. En los últimos tiempos se ha logrado obtener mediante diversas

técnicas como cristalograf́ıa de rayos X o por espectroscopia de RMN la estructura

atómica de gran cantidad de protéınas, agregados supramoleculares, ácidos nucleicos

y muchos más ejemplos de biopoĺımeros. Esta información de la estructura atómica

de la macromolécula es utilizada por el programa HYDROPRO para construir un mo-

delo de concha de la macromolécula (variante del modelo de esferas que modela

la superficie de la part́ıcula con pequeñas esferas) a partir del cual se calculan las

propiedades.

HYDROSUB [59, 60]. Aunque es posible la modelización utilizando estructuras de alta

resolución (HYDROPRO), hay ocasiones en que es imposible acceder a la estructura

atómica de la part́ıcula. El programa HYDROSUB nos permite modelar estructuras

complicadas utilizando composiciones de modelos geométricos sencillos como son

los elipsoides tanto prolatos como oblatos (y por tanto esferas) y los cilindros. El

programa crea un modelo de concha de la estructura formada por estas subunidades

y calcula las propiedades en disolución. El programa incluye la posibilidad de intro-

ducir un modelo de bolas en sentido estricto (junto al modelo de concha utilizado

para cilindros y elipsoides), con lo que se puede construir un modelo h́ıbrido. Este

programa se aplicará a uno de los sistemas experimentales estudiados en esta Tesis

(Caṕıtulo III).
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II.11.2. Metodoloǵıa para part́ıculas flexibles

Existe la posibilidad de representar una estructura flexible mediante un modelo de

esferas, al que se añaden conectores, de flexibilidad variable, y una diversidad de inter-

acciones intramoleculares, representadas por los correspondientes potenciales o fuerzas.

Para facilitar la tarea de generación de conformaciones y cálculo de propiedades, se han

desarrollado los siguiente programas:

MONTEHYDRO [61]. Implementa una simulación de Monte Carlo (generación de confor-

maciones al azar) sobre un modelo de esferas y conectores. Las propiedades confor-

macionales, y algunas propiedades hidrodinámicas globales (a las que este método,

que no es realmente dinámico, se pueden aplicar), se calculan como promedios con-

formacionales sobre los valores calculados para cada conformación como si fuese

ŕıgida (empleando para ello alguno de los programas de la serie HYDRO). A este pro-

cedimiento de cálculo de propiedades lo denominaremos RBMC, pues combina el

método de Monte Carlo con el tratamiento de cuerpo ŕıgido (RB: “rigid body”).

SIMUFLEX [62]. Comprende dos programas: BROWFLEX que se encarga de la genera-

ción de una trayectoria browniana, y ANAFLEX que se encarga del análisis de dicha

trayectoria, realizando promedios conformacionales, funciones de correlación, etc. La

técnica de simulación de dinámica browniana, de la que se hablará posteriormente

en esta Tesis (Caṕıtulo IV), se basa en resolver la ecuación diferencial estocástica

que rige el movimiento de las part́ıculas de soluto, por lo que permite estudiar su

evolución temporal.

II.12. Programas para el análisis de datos experimen-

tales de ultracentrifugación anaĺıtica

Existen bastantes programas para el tratamiento de datos procedentes de los expe-

rimentos de ultracentrifugación anaĺıtica. De entre ellos, destacan el programa SEDFIT,

desarrollado por P. Schuck y colaboradores [27–29] para el análisis de experimentos de

velocidad de sedimentación, y SEDPHAT [30] para experimentos de equilibrio.

El programa SEDFIT es un extenso programa con una gran variedad de capacidades,

controladas mediante una interfaz gráfica de usuario (GUI). En dicha variedad radica

precisamente su complejidad, que puede resultar algo inconveniente cuando se emplea para

48
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un propósito concreto y sencillo. Este programa dispone de varios modelos (distribución

continua c(s), distribución continua c(M), ls-g*(s), especies discretas no interactuantes,

etc), la mayoŕıa de los cuales se basan en simulaciones numéricas de la ecuación de Lamm,

para realizar el análisis de los experimentos de ultracentrifugación anaĺıtica y obtener los

parámetros moleculares de interés en cada caso (s, D, M , etc) [63]. Como se verá en el

caṕıtulo siguiente, en esta Tesis se utilizan el modelo de distribución continua c(s) y el

modelo denominado ls-g*(s), por lo que serán los que se describan en esta sección con

más detalle.

En primer lugar se comenzará abordando el modelo de distribución continua c(s) [27].

Del análisis con este modelo se obtiene una función de distribución c(s) de tal manera que

c(s) ds es la concentración, salvo por un factor de normalización, de especies en el rango

(s, s+ds). En sistemas multicomponente paucidispersos c(s) presenta una serie de picos

(se mostrarán numerosos ejemplos en el Caṕıtulo III) que se asocian a las diversas especies

de la muestra, tomándose como coeficiente de sedimentación de cada especie el centro del

pico. El método está basado en la aproximación de que todas las especies en disolución

tienen el mismo f/f0 (valor al que no es muy sensible la distribución c(s)). Schuck hi-

zo esta aproximación conociendo que f/f0 depende débilmente de la anisometŕıa y del

grado de hidratación de los posibles componentes, lo cual le permitió diseñar un método

robusto y elegante. No obstante, no deja de ser un aspecto digno de mención. El modelo

de distribución continua c(s) es un modelo adecuado para el análisis de experimentos

de sedimentación de moléculas no interactuantes o de moléculas que interaccionan tan

lentamente que son estables durante el proceso de sedimentación. Por ello, una de las

aplicaciones más relevantes de este método es identificar el número de especies que hay en

las muestra (o lo que es equivalente en algunos casos, determinar la pureza de la misma)

y las cantidades relativas en las que éstas se encuentran. Asimismo, este modelo se utiliza

para caracterizar la distribución de tamaños de una mezcla de macromoléculas [64].

Por otro lado, el método ls-g*(s) [65] se basa en el llamado coeficiente de sedimentación

“aparente” (s∗). En este modelo el ajuste se realiza utilizando únicamente el coeficiente

de sedimentación (part́ıculas no difusivas), ignorando la aportación de la difusión de las

part́ıculas a los perfiles de sedimentación, caso válido cuando las moléculas son suficien-

temente grandes (coeficiente de difusión tan pequeño que se puede despreciar) o cuando

la difusión de las moléculas en estudio no se adecúa al tratamiento que se realiza con las

funciones de distribución continua en SEDFIT [66, 67].
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Los dos procedimientos mencionados, distribución continua c(s) y ls-g*(s), se basan en

la resolución de un algoritmo tipo SIMPLEX [68] y necesitan de la introducción de ciertos

parámetros, aparte de los que definen el sistema f́ısico, para su funcionamiento. Aśı, el

modelo c(s) requiere que se defina el rango de coeficientes de sedimentación que se va a

explorar (es decir unos valores de s mı́nimo y máximo), el número de intevalos en los que

se va a dividir ese rango y un factor de tolerancia o nivel de confianza para el ajuste. El

modelo ls-g*(s) utiliza un procedimiento de regularización, la regularización de Tikhonov-

Phillips, para eliminar o minimizar fluctuaciones de la señal [69], el cual necesita de un

valor para el parámetro de tolerancia que se denomina P. En el Caṕıtulo III se mostrarán,

para cada sistema experimental estudiado, los valores asignados a estos parámetros en los

análisis efectuados con SEDFIT. Esos valores son los que se han considerado más apropiados

en cada caso.

Estos dos modelos tienen muchas similitudes y pueden utilizarse indistintamente en

ciertos análisis. Sin embargo, ls-g*(s) es mucho más simple por la ausencia de la difusión

lo que hace que tenga una menor resolución y sensibilidad que el modelo distribución

continua c(s). En esta Tesis, en los casos en los que el denominado modelo de análisis

de distribución continua c(s) de SEDFIT está limitado, como puede ser para el análisis de

muestras polidispersas, se decidió utilizar el método ls-g*(s).

Como se ha indicado al comienzo de esta sección, para el análisis de los perfiles de

sedimentación procedentes de experimentos de equilibrio se utiliza el programa SEDPHAT.

Este programa es una versión extendida del programa SEDFIT que permite realizar análisis

de experimentos de velocidad de sedimentación, de equilibrio de sedimentación y de expe-

rimentos de dispersión de luz dinámica [70]. Asimismo, estos perfiles también se pueden

analizar utilizando la ecuación II.50 descrita anteriormente, procedimeto que se utilizará

en el caso de perfiles procedentes de experimentos simulados. Como ya se ha mencionado,

la ecuación II.50 se linealiza tomando logaritmos para dar lugar a la ecuación II.51. La

representación adecuada de dicha ecuación da lugar a una ĺınea recta de cuya pendiente

se determina el peso molecular M de la especie sedimentante. No obstante, se ha pre-

ferido utilizar el programa SEDPHAT para el análisis de los experimentos de equilibrio de

sedimentación debido a su mayor exactitud y por coherencia en el uso de programas bien

establecidos para este cometido.

Por último, mencionar que otro programa necesario en el tratamiento de los datos

procedentes de los experimentos de ultracentrifugación anaĺıtica es SEDNTERP [71], el cual

se utiliza para calcular propiedades de los solutos y de los disolventes-tampón a partir
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de la composición de los mismos. Estas propiedades son el volumen espećıfico parcial del

sistema en estudio, el coeficiente de extinción del mismo, y la densidad y la viscosidad del

disolvente-tampón, que son utilizadas por los programas SEDFIT y SEDPHAT para realizar

ajustes y transformar magnitudes de condiciones experimentales a condiciones estándar.

51





Caṕıtulo III

Experimentos de ultracentrifugación

anaĺıtica

En este caṕıtulo quedan recogidos los experimentos de sedimentación (la mayoŕıa de

velocidad y alguno de equilibrio) que se han realizado en esta Tesis para distintos tipos

de macromoléculas (principalmente protéınas y polisacáridos) con el fin tanto de poner a

punto la técnica como de emplearla para la caracterización de nuevas protéınas fruto de

la colaboración con otros grupos de investigación.

III.1. Caracteŕısticas de la instrumentación utilizada

III.1.1. Ultracentrifugación anaĺıtica (AUC)

Los experimentos de sedimentación se realizaron con una ultracentŕıfuga anaĺıtica mo-

delo ProteomeLabTM XL-I de Beckman Coulter (Beckman Coulter, Palo Alto, CA, USA)

equipada con detectores de absorbancia e interferencia, lo que permite realizar ambos ti-

pos de medidas. La programación, el control y la adquisición de datos de los experimentos

se llevaron a cabo con las siguientes versiones del firmware/software de Beckman: DAB

4.19 y GUI 5.7. Como ya se ha indicado en la sección dedicada a la instrumentación

(Caṕıtulo II), el rotor del que se dispone es del tipo An-50 Ti con ocho huecos para alojar

las celdas. Las celdas utilizadas en dichos experimentos alojaban ventanas de zafiro tanto

para el caso de experimentos de interferencia como de absorbancia. Las piezas centrales

(centerpiece) son de resinas EponTM rellenas de carbón vegetal con dos sectores (uno para
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la muestra y otro para la referencia), siendo el camino óptico de 12mm. Estos centerpieces

permiten trabajar de forma segura a una velocidad de rotación de hasta 45 000 rpm.

III.1.2. Otras técnicas utilizadas: DLS y SEC

Algunos de los experimentos realizados con la ultracentŕıfuga anaĺıtica se complemen-

taron con otras dos técnicas: DLS (dispersión de luz dinámica) y/o SEC (cromatograf́ıa

de exclusión por tamaño). Por ello, a continuación se hará una breve mención de ambas

técnicas y de los aparatos que se utilizaron para la realización de las correspondientes

medidas.

Dispersión de luz dinámica (DLS)

La dispersión de luz dinámica (dynamic light scattering o DLS) se basa en analizar

las fluctuaciones de intensidad en la luz dispersada (y detectada a cierto ángulo) por una

disolución de part́ıculas tras hacer incidir sobre la misma una luz de longitud de onda no

mucho mayor que el tamaño de dichas part́ıculas. Estas flucutaciones son consecuencia

del movimiento browniano de las part́ıculas y, por tanto, se pueden correlacionar con el

coeficiente de difusión de las mismas y con su radio hidrodinámico [72].

El aparato utilizado pertenece a la serie Zetasaizer Nano de Malvern Instruments

(UK). Este aparato permite la determinación de la distribución de tamaño hidrodinámico

de part́ıculas en un amplio rango aśı como su peso molecular. La temperatura de medida

puede llegar hasta los 120oC. El láser de nuestro equipo tiene una longitud de onda de

632.8 nm, lo que corresponde a la zona roja del espectro. El aparato mide la intensidad de

luz dispersada a un ángulo de 173o respecto de la prolongación del rayo incidente, técnica

denominada detección de gran ángulo o backscatter.

Los datos adquiridos durante la medida son procesados por el software del propio

aparato obteniéndose la correspondiente función de correlación temporal. Dicho software

trabaja con el algoritmo CONTIN [73], a partir del cual se obtiene una distribución

del radio hidrodinámico, rh, determinado a través del coeficiente de difusión mediante

la ecuación de Stokes-Einstein (ecuación II.25). El análisis mediante CONTIN permite

expresar los resultados obtenidos en dos modos a los que el software del aparato denomina:

(a) distribución en intensidad y (b) distribución en volumen. El primero de ellos permite

detectar part́ıculas de gran tamaño, aun en muy escasa fracción másica. Dependiendo del

objetivo se dará preponderancia a una u otra distribución.
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Cromatograf́ıa de exclusión por tamaño (SEC)

La cromatograf́ıa por exclusión de tamaño (size exclusion cromatography o SEC) tam-

bién se denomina cromatograf́ıa de permeación en gel (gel permeation cromatography o

GPC), siendo esta última denominación, GPC, la que se suele utilizar para hacer referen-

cia al instrumento con que se lleva a cabo esta técnica. Dicha técnica se basa en hacer

pasar una disolución de part́ıculas con distinto tamaño por una o varias columnas re-

llenas de gel con poros de distinto tamaño. Las part́ıculas más grandes atraviesan la/s

columna/s (eluyen) primero, mientras que las más pequeñas se quedan retrasadas, eluyen-

do después. De este modo es posible separar por tamaño las especies que constituyen la

muestra para, a continuación, hacerlas pasar por una serie de detectores (normalmente de

ı́ndice de refracción, de dispersión de luz y/o de viscosidad), a partir de cuyas señales es

posible determinar los tamaños o pesos moleculares de las especies presentes en la muestra

inicial [72].

El aparato utilizado es el modelo Viscotek GPCmax VE-2001 de Malvern, el cual posee

tres tipos de detectores capaces de realizar medidas de ı́ndice de refracción, viscosidad, y

dispersión de luz integrados en el módulo instrumental TDA 305. El análisis de los datos

experimentales es realizado por el propio software del GPC (OmniSEC 4.7). De este análisis

se obtienen propiedades caracteŕısticas de la muestra como por ejemplo el peso molecular

promedio en peso (M̄w), el peso molecular promedio en número (M̄n), y el ı́ndice de poli-

dispersidad (IP ). El GPC utilizado también permite estudiar la evolución de la viscosidad

intŕınseca, [η], con el peso molecular promedio, M̄w, de donde se puede obtener una ley

de potencia que relaciona ambas propiedades denominada ecuación viscosimétrica o de

Mark-Houwink-Sakurada, [η] = KηM
aη , donde aη es un sencillo coeficiente adimensional

dependiente de la conformación macromolecular.

III.2. Método experimental y tratamiento de datos

III.2.1. Preparación de los experimentos

En el Caṕıtulo anterior de esta Tesis se ha mencionado que las muestras que se quie-

ren estudiar mediante experimentos de ultracentrifugación anaĺıtica se introducen en las

celdas, que es donde tiene lugar el proceso de sedimentación por ultracentrifugación. Las

celdas están formadas por numerosos componentes, los más relevantes de los cuales fueron
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detallados en el Caṕıtulo II, que hay que ensamblar de manera adecuada antes de intro-

ducir la muestra en ellas. En la Figura II.9 se observó un esquema del adecuado montaje

de todos los componentes de una celda.

Como se ha comentado al comienzo de esta Tesis se distinguen dos tipos de experi-

mentos de sedimentación, velocidad y equilibrio, y dos modos de medición, absorbancia e

interferencia. En el caso de medidas de absorbancia se realizó, previamente al experimento

de sedimentación, un espectro de la muestra con la propia ultracentŕıfuga funcionando a

una velocidad de 3 000 rpm, velocidad suficientemente baja para que no sedimenten las

especies estudiadas en esta Tesis. El objetivo de dicho espectro era determinar con preci-

sión la longitud de onda apropiada para efectuar las mediciones. De esta forma se asegura

que la señal de absorbancia está dentro del rango adecuado (0.1 a 1.5OD). En cada uno

de los casos estudiados se discutirán los valores de longitud de onda elegidos.

En el caso de medidas de interferencia, todas se realizaron utilizando la longitud de

onda λ=655nm, para la que las muestras estudiadas (protéınas y polisacáridos), no pre-

sentan absorbancia. En este caso, también se realiza, previamente al inicio del experimen-

to, un scan a 3 000 rpm para realizar ciertos ajustes del sistema óptico requeridos por el

protocolo de medida. Como se ha adelantado en el Caṕıtulo II, siempre que se utiliza el

método de interferencia como método de detección hay que realizar un proceso previo de

diálisis ya que, por las caracteŕısticas de dicho método, es fundamental que la muestra y

la referencia estén en perfecto equilibrio qúımico.

III.2.2. Tratamiento de datos

Los perfiles de concentración obtenidos experimentalmente fueron analizados con ob-

jeto de determinar los parámetros moleculares de interés en cada caso, el principal de

los cuales para nuestro propósito es, obviamente, el coeficiente de sedimentación. Co-

mo se comentó en el Caṕıtulo II, los análisis se llevan a cabo con el software SEDFIT

v11.71 en el caso de experimentos de velocidad de sedimentación y con SEDPHAT v6.21 si

se trata de experimentos de equilibrio. También se utilizó el programa DCDT+ [74] para

realizar análisis de experimentos de velocidad de sedimentación en los casos en los que

el denominado modelo de análisis de distribución continua c(s) de SEDFIT está limitado,

como puede ser para el análisis de muestras polidispersas. Asimismo, como ya se adelantó

también, se utilizó el programa SEDNTERP para calcular el volumen espećıfico parcial del
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sistema en estudio, el coeficiente de extinción del mismo, y la densidad y la viscosidad del

disolvente-tampón.

La preparación concreta de cada experimento y los métodos para su análisis y ajuste

dependen de la muestra en estudio y del tipo de experimento que se está realizando (velo-

cidad o equilibrio). Debido a ello, estos detalles se indicarán para cada caso en particular.

III.3. Experimentos con macromoléculas tipo

Se realizaron una serie de experimentos con disoluciones de macromoléculas bien co-

nocidas con el objetivo de comprobar que los procedimientos empleados son adecuados

y poner a punto la ultracentŕıfuga anaĺıtica. Asimismo se estudiaron diferentes procedi-

mientos de análisis contenidos en los programas SEDFIT y DCDT+ con el fin de seleccionar

el más apropiado para cada sistema en concreto.

En primer lugar, se estudió una protéına t́ıpica, la lisozima, ejemplo de muestra mono-

dispersa. Con ella se pondrá a prueba el modelo de distribución continua c(s) de análisis de

SEDFIT. A continuación, se realizaron estudios experimentales de la protéına albúmina,

tanto de la seroalbúmina (albúmina de suero bovino o BSA) como de la ovoalbúmina

(albúmina procedente de la clara de huevo). Ambos tipos de la protéına albúmina están

formadas por monómeros, d́ımeros e incluso oligómeros lo que hace que presenten dis-

tribuciones discretas de coeficientes de sedimentación, siendo aśı un ejemplo de muestra

paucidispersa. Todas estas protéınas presentan absorbancia en torno a 280 nm debido a

que tienen aminoácidos como el triptófano y la tirosina que contienen grupos aromáticos

responsables de la absorción a dicha longitud de onda. Para finalizar, se mostrarán ejem-

plos de macromoléculas polidispersas, en este caso polisacáridos y poĺımeros sintéticos que,

al no presentar absorbancia en el rango 220–800 nm (que cubre el sistema de detección de

la XL-I), únicamente se pueden estudiar por interferencia. En estos casos resulta de más

utilidad, debido principalmente a la polidispersidad de la muestra, el modelo ls − g∗(s)

contenido en SEDFIT, aśı como el método diferencial utilizado por DCDT+, a pesar de que

no deconvolucionan la aportación de la difusión al movimiento de la part́ıcula; por ello, la

dispersión debida a la difusión de las part́ıculas es dif́ıcilmente discernible de la producida

por la polidispersidad de la muestra, razón por la cual el modelo c(s) de SEDFIT resulta

poco útil en estos casos.
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III.3.1. Lisozima

Se realizó un experimento de velocidad de sedimentación con la protéına lisozima, que

ya se introdujo en el Caṕıtulo II, seleccionada por su buen comportamiento, fácil manejo,

y por la cantidad de datos previos de caracterización de que se disponen. Debido a su

sencillez, los parámetros moleculares de esta enzima son perfectamente conocidos y han

sido medidos mediante diversas técnicas. Aśı, se podrán comparar nuestros resultados

con los que se encuentran en la literatura y comprobar que el procedimiento seguido es

adecuado.

La lisozima utilizada procede de la clara de huevo y su referencia es BioChemiKa

62970 (Lote: 1178026). Se preparó una muestra de 1mg/mL de lisozima en disolvente-

tampón Tris 20mM y NaCl 150mM (pH =8), la cual fue sometida a un proceso de diálisis

durante 24 horas en un tubo de membrana de celulosa de 10mm de anchura con un ta-

maño de poro que retiene especies con un peso molecular mayor de 12.4 kDa. Una vez

dializada, la muestra de lisozima se diluyó para conseguir una muestras de menor concen-

tración (0.5 mg/mL). 390µL de cada una de estas muestras se inyectaron en tres celdas

distintas. Análogamente, se inyectaron 400µL de referencia en el sector correspondiente,

siendo ésta el disolvente-tampón procedente de la diálisis a la que se sometió la muestra.

El experimento de velocidad de sedimentación se llevó a cabo a una velocidad del rotor

ω =45000 rpm y a una temperatura de 5oC, por ser la enzima más estable a dicha tem-

peratura. La duración del experimento fue de 15 horas. Se realizaron 300 registros sin

intervalos de tiempo entre los sucesivos scans de absorbancia.

En este caso, la evolución del experimento se siguió realizando tanto medidas de ab-

sorbancia a 280nm como de interferencia.

Con la propia ultracentŕıfuga se realizó un espectro de absorbancia entre 220 y 700nm

(ver Figura III.1) con el objetivo de calcular la concentración real de la muestra en la

celda y observar la longitud de onda adecuada para realizar las medidas de absorbancia.

Con el fin de obtener los valores del coeficiente de sedimentación y la masa molecular de

la lisozima, los perfiles de concentración obtenidos experimentalmente mediante velocidad

de sedimentación fueron analizados con el anteriormente mencionado software SEDFIT

utilizando el método de distribución continua de c(s) y el algoritmo SIMPLEX para

realizar el ajuste con una resolución de 100 valores equiespaciados para el coeficiente de

sedimentación en el rango de 0 a 15S y un nivel de confianza de 0.95.
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Figura III.1: Espectro de absorbancia de una muestra de lisozima de 0.5mg/mL rea-

lizado entre 220 y 700 nm. Se observa el máximo a 280 nm, correpondiente a 1.252OD

(unidades de absorbancia). Nota: el pico de mayor intensidad corresponde al tampón.

El valor del volumen espećıfico parcial de la lisozima calculado a partir de la secuencia

de aminoácidos mediante el programa SEDNTERP es de 0.702mL/g (valor similar al en-

contrado en la bibliograf́ıa obtenido mediante medidas experimentales [36]). Los valores

de la densidad (1.0068 g/mL) y de la viscosidad del disolvente (1.54 cP) a 5oC necesarios

para que el programa SEDFIT suministre los valores de s20,w se obtuvieron también con

SEDNTERP a partir de los componentes del mismo.

Las distribuciones c(s) resultantes del análisis con SEDFIT de los datos de interferencia

y absorbancia correspondientes a las dos concentraciones utilizadas tienen un aspecto si-

milar. En todos los casos, aparece un pico principal en torno a s20,w =1.9 S, que contribuye

casi a la totalidad de la muestra y algunos picos secundarios a valores de coeficiente de

sedimentación próximos a cero que no son destacables. La contribución de esas especies

a la concentración de la muestra no es relevante y dichos picos pueden corresponderse

con impurezas que han contaminado la muestra en la preparación y manipulación de la

misma, pertenecer a componentes del tampón, o deberse a errores en la determinación de

la posición del menisco. Como ejemplo, en la Figura III.2 puede observarse la distribu-

ción c(s) correspondiente a la muestra de 0.5mg/mL a 5oC a ω =40000 rpm aśı como el
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perfil de concentración resultante del ajuste de los datos experimentales para esa misma

muestra con SEDFIT.

Tras realizar el procedimiento descrito en el párrafo anterior para una serie de con-

centraciones y sistemas de detección, se obtienen los valores que quedan recogidos en la

Tabla III.1 para el coeficiente de sedimentación y el peso molecular de la lisozima.

cmuestra / mg/mL metodo de detección s20,w / S M / kDa

0.5
ABS 1.92 14.3

IF 1.88 13.7

1.0
ABS 1.78 14.9

IF 1.92 14.6

Referencia [36] 1.91 14.4

Calculado a partir de la secuencia con SEDNTERP 14.3

Tabla III.1: Valores de s y M obtenidos a partir de los perfiles experimentales de

velocidad de sedimentación de las muestras de lisozima en estudio mediante el análisis

con SEDFIT. Los acrónimos hacen referencia al sistema de detección empleado, ABS:

absorbancia e IF: interferencia). Se muestran también el valor de M de la lisozima

calculado a partir de la secuencia y los valores de s y M de dicha protéına encontrados

en la bibliograf́ıa.

Analizando los resultados de la Tabla III.1 se observa que los valores del coeficiente

de sedimentación obtenidos son muy similares en todos los casos. Lo mismo ocurre con

los valores del peso molecular, encontrando que el correspondiente a las medidas de inter-

ferencia de la muestra de 0.5mg/mL es el que más difiere. Todos, estos valores muestran

un buen acuerdo con el indicado para esta protéına en la Tabla 12 del caṕıtulo 5 del libro

de Van Holde [36] (M =14400Da y s20,w =1.91S) y con el valor de M obtenido a partir

de la secuencia conocida de la protéına (ver Tabla III.1).
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Figura III.2: A) Perfiles de concentración experimentales de una muestra de

0.5mg/mL de lisozima a 5oC a ω =40000 rpm para diferentes tiempos representa-

dos por los distintos colores en un experimento de velocidad de sedimentación. B)

Distribución continua c(s) obtenida para esta muestra mediante el análisis de perfiles

por SEDFIT. Se recuerda que conforme avanza el experimento los perfiles evolucionan

con el tiempo de izquierda a derecha (desde el perfil de color negro al de color azul

celeste).
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III.3.2. Albúmina

Después de caracterizar mediante experimentos de ultracentrifugación anaĺıtica la pro-

téına lisozima, se realizaron estudios de otras dos protéınas ampliamente caracterizadas

y descritas en la bibliograf́ıa: albúmina de suero bovino (BSA) y ovoalbúmina.

III.3.2.a. Albúmina de suero bovino (BSA)

Experimentos de DLS

Se comenzó por realizar el estudio mediante DLS de la protéına BSA. Para ello, se

prepararon dos disoluciones de BSA Sigma A7888-10G (Lote: 127K0701) de 4mg/mL, una

de ellas en agua y otra en Tris 20mM / NaCl 150mM. Ambas muestras (BSA en agua y

BSA en Tris/NaCl) se diluyeron hasta conseguir disoluciones de 2mg/mL y 1mg/mL, que

son las que se utilizaron para realizar las medidas. Con lo que en resumen, se realizaron

medidas de 4 muestras: BSA en agua 2mg/mL, BSA en agua 1mg/mL, BSA en Tris/NaCl

1mg/mL y BSA en Tris/NaCl 2mg/mL. Antes de realizar las medidas las 4 muestras que

se van a estudiar se filtraron con un microfiltro de celulosa de 0.22µm.

Se tomaron 1.5mL de cada una de las muestras y para cada una de ellas se realiza-

ron 3 repeticiones de las medidas en modo automático (11 repeticiones de 10 segundos

de duración). La temperatura seleccionada fue 25oC con un tiempo de precalentamiento

de 120 segundos y los valores de la viscosidad e ı́ndice de refracción de los disolven-

tes, necesarios para realizar las medidas a 25oC, son: ηagua =0.8872 cP, RIagua =1.33,

ηTris/NaCl =0.9077 cP, RITris/NaCl =1.33.

Después del análisis de los datos con CONTIN con el propio software del aparato de

DLS, se obtuvieron las distribuciones de intensidad que se muestran en las Figuras III.3

y III.4 para cada una de las muestras en estudio. Los valores de los radios hidrodinámicos

(rh) resultantes están recogidos en la Tabla III.2.
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Muestra c / mg/mL rh / nm

BSA agua 2 4.314

BSA agua 1 4.313

BSA Tris/NaCl 2 4.570

BSA Tris/NaCl 1 4.363

Tabla III.2: Valores de radio hidrodinámico (rh) resultantes del análisis con CONTIN

de las muestras estudiadas. El valor del rh elegido es el valor que el programa indica

como promedio Z.

Figura III.3: Funciones de correlación ( A) BSA en agua 1 mg/mL y C) BSA en agua

2 mg/mL) y resultados del análisis con CONTIN del experimento de DLS ( B) BSA

en agua 1mg/mL y D) BSA en agua 2 mg/mL).
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Figura III.4: Funciones de correlación ( A) BSA en TRSI/NaCl 1mg/mL y C) BSA

en TRSI/NaCl 2 mg/mL) y resultados del análisis con CONTIN del experimento de

DLS ( B) BSA en Tris/NaCl 1mg/mL y D) BSA en Tris/NaCl 2mg/mL).

Los valores obtenidos para el rh de la BSA se comparan con los calculados mediante la

ecuación de Stokes-Einstein a partir de los coeficientes de difusión, D20,w, indicados en [75]

para el monómero de BSA y el d́ımero. De acuerdo con [75], D20,w para el monómero

de BSA es 6.15 × 10−7 cm2/s, resultando un rh de 3.49 nm y D20,w para el d́ımero es

4.5×10−7 cm2/s, resultando un rh de 4.77 nm. Se puede observar que los valores obtenidos

en las medidas realizadas se encuentran entre estos dos valores. Esto es aśı, ya que en las

muestras que se están midiendo están presentes ambas especies, además de poder existir

tŕımeros o incluso tetrámeros que hagan que el valor del rh aumente ya que el DLS no es

capaz de distinguir entre estas especies.
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Hay que indicar que en todos los casos aparece un segundo pico con un valor de 2 000

nm para el rh. Dicho pico contribuye muy poco a la totalidad de la muestra (en torno al

2%) y puede deberse a que a pesar de haber filtrado la muestra, haya entrado algo de

polvo o a que las celdas de medida tuviesen polvo.

Experimentos de AUC

Siguiendo con el estudio de la protéına BSA, se realizó un experimento de velocidad de

sedimentación de dicha muestra a tres concentraciones distintas. Para ello se prepararon

tres muestras de BSA (BSA Sigma A7888-10G, lote: 127K0701) de concentraciones 0.2,

0.5 y 0.8mg/mL en Tris 20mM y NaCl 150mM (pH =7). 400µL de cada una de estas

muestras se inyectaron en tres celdas distintas. Análogamente, se inyectaron 400 µL de

referencia en el sector correspondiente. El experimento de velocidad de sedimentación se

llevó a cabo a una velocidad del rotor ω =40000 rpm y a una temperatura de 18oC. La

duración del experimento fue de 16 horas. Se realizaron 142 medidas sin intervalos de

tiempo entre los sucesivos scans de absorbancia.

Al igual que en el caso de la lisozima, la evolución del experimento se siguió realizando

medidas de absorbancia a 280nm.

Con el fin de obtener los valores del coeficiente de sedimentación y la masa molecular de

la BSA, los perfiles de concentración obtenidos experimentalmente fueron analizados con

el anteriormente mencionado software SEDFIT. El valor del volumen espećıfico parcial de

la BSA calculado a partir de la secuencia de aminoácidos mediante el programa SEDNTERP

es de 0.735mL/g (que coincide con el indicado en [5] que ha sido obtenido mediante

medidas experimentales). Los valores de la densidad (1.0054 g/mL) y de la viscosidad

del disolvente (1.07 cP) necesarios para realizar el análisis con SEDFIT se obtuvieron a

partir del mismo programa a partir de los componentes del mismo. De nuevo, se utilizó el

método de distribución continua de c(s) y el algoritmo SIMPLEX para realizar el ajuste

con una resolución de 300 valores equiespaciados para el coeficiente de sedimentación en

el rango de 0 a 15S (a 18oC) y un nivel de confianza de 0.95. Asimismo, se realizó el

ajuste de los datos con el modelo de especies discretas no interactuantes, que es uno de

los modelos opcionales en SEDFIT, con el fin de comprobar lo adecuado de este modelo,

no obteniéndose los resultados esperados ya que se alejaban de los encontrados en la

biblograf́ıa. Además, el tiempo empleado en la realización de los análisis mediante este

método es mucho mayor que al emplear la distribución continua c(s) de SEDFIT.
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En la Figura III.5 se observan las distribuciones c(s) resultantes del análisis con SEDFIT

con el modelo de distribución continua c(s) de los datos de absorbancia correspondientes

a las tres concentraciones utilizadas, las cuales tienen un aspecto similar pero con algunas

diferencias destacables. En todos los casos, aparecen dos picos: un pico principal en torno

a 4.4 S y con un peso molecular estimado sobre 62 kDa y, un pico secundario en torno a

los 7 S y un peso molecular estimado de aproximadamente 130 kDa. Sólo en el caso de la

muestra de 0.8mg/mL se observa un tercer pico a 10S con un peso molecular estimado

de 230 kDa. La contribución al total de la muestra del pico principal (aproximadamente

4.4 S) va disminuyendo conforme aumenta la concentración. Esto se debe a que conforme

aumenta la concentración de la muestra de BSA se favorece la formación de d́ımeros,

tŕımeros e incluso tetrámeros. Por ello, la contribución del pico secundario va aumentando

conforme lo hace la concentración llegando a aparecer un tercer pico en la muestra de 0.8

mg/mL que se corresponde con el tetrámero de BSA. En todos los casos aparece un

pico a valores de coeficiente de sedimentación próximos a cero que se debe a fracciones

de la protéına de bajo peso molecular que pueden existir en la muestra comercial. La

contribución de esas especies a la concentración de la muestra no es relevante.

Con objeto de estudiar la formación de posibles especies que aparezcan a valores

elevados de concentración aśı como la dependencia del coeficiente de sedimentación de

la protéına en función de la concentración de la misma se realizan medidas a mayores

concentraciones que las estudiadas anteriormente.

Aśı, se preparó una disolución de BSA en Tris 20mM / NaCl 150mM de concentración

4mg/mL y se dializaron 4mL de la misma durante 24 horas en tubos de diálisis de

membrana de celulosa (D9277-100 FT) de 10mm de anchura con un tamaño de poro

que retiene especies con un peso molecular mayor de 12.4 kDa. Una vez dializadas se

diluye dicha muestra con el tampón de diálisis hasta conseguir disoluciones de 0.5, 0.8,

1.5mg/mL.

Para poder realizar el estudio de ultracentrifugación anaĺıtica mediante medidas de

absorbancia de estas muestras en condiciones óptimas, se debe elegir una longitud de onda

distinta a la utilizada anteriormente (λ=280nm) para que dichas muestras de elevada

concentración den lugar a absorbancias dentro del rango aconsejado (0.1 a 1.5OD). Por

este motivo, se realiza un espectro de absorbancia de la protéına entre 190 y 390nm y se

decide realizar las medidas a λ=250nm, ya que como se puede observar en la Figura III.6 a

esta longitud de onda la protéına BSA presenta absorbancia pero ésta es lo suficientemente

baja como para permitir medidas de muestras de concentración elevada.
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Figura III.5: Distribución continua c(s) obtenida para tres muestras de BSA de distin-

ta concentración ( A) 0.2mg/mL, B) 0.5mg/mL y C) 0.8mg/mL) mediante el análisis

con SEDFIT de los datos obtenidos del experimento realizado a 18oC a ω = 40000 rpm.
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Aśı, se realizó un experimento de velocidad de sedimentación mediante medidas de

absorbancia (λ=250 nm) con las 4 muestras preparadas a 25oC y 45 000 rpm.

Figura III.6: Espectro de absorbancia de una muestra de BSA de 4 mg/mL realizado

entre 190 y 390nm.

A modo de resumen se muestra la Tabla III.3 en la que quedan recogidos los resul-

tados obtenidos para el coeficiente de sedimentación y el peso molecular tras realizar los

análisis descritos anteriormente para todas las muestras de BSA en estudio. Como puede

observarse, no existe dependencia del coeficiente de sedimentación con la concentración

de protéına. Asimismo, se muestran los valores de la diferencia cuadrática entre los datos

experimentales y los ajustados para cada análisis, rmsd (root-mean square deviation), los

cuales son acepatbles. En dicha tabla también se recogen los valores de f/f0 reportados

por SEDFIT (aunque se trae a colación el ya mencionado “defecto” de SEDFIT de asignar

el mismo f/f0 a todos los componentes, lo cual no es rigurosamente correcto al variar

de uno a otro la conformación global). Como ya se explicó en la sección II.10 (ecuación

II.57), estos valores indican que la protéına es bastante esférica,

Los valores obtenidos para los coeficientes de sedimentación del primer pico son muy

similares para todas las concentraciones estudiadas. En todos los casos aparece un pico

principal con un valor para el coeficiente de sedimentación s20,w en torno a 4.4 S. Asimis-

mo, estos valores muestran un buen acuerdo con el valor experimental de s20,w indicado

en la bibliograf́ıa para esta protéına [76, 77] (en la primera referencia se encuentra entre
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3.8 y 4.62 S en función del disolvente utilizado y en la segunda el valor encontrado en

condiciones similares a las del experimento realizado es de 4.02 S). Lo mismo sucede en

el caso del coeficiente de sedimentación del segundo pico (en torno a 6.6 S) a excepción

del valor encontrado en el caso de la muestra de 0.2mg/mL. El coeficiente de sedimenta-

ción experimental obtenido es similar al encontrado en la bibliograf́ıa para el d́ımero [76]

(s20,w =6.71S). Incluso llegan a aparecer eventualmente especies de mayor peso molecular

pudiéndose llegar a encontrar especies de 215 kDa. El peso molecular calculado desde la

secuencia de aminoácidos con el software SEDNTERP para el monómero de la protéına BSA

es 66 463Da. Se observa entonces que los valores de los pesos moleculares estimados para

el monoméro de BSA con el modelo c(s) de SEDFIT para el primer pico son muy similares

al calculado, excepto para la muestra de 0.2mg/mL y para la de 0.5mg/mL a 40 000 rpm

y 18oC. Asimismo, este valor de M obtenido con SEDFIT muestra un buen acuerdo con el

indicado en la bibliograf́ıa para el monómero de BSA [76,77]. Se concluye también, que el

peso molecular estimado para el segundo pico (M ≈ 120 kDa) se corresponde con el peso

molecular del d́ımero ya que es aproximadamente el doble que el del monómero.

También se comparan los valores obtenidos para el coeficiente de sedimentación de la

BSA con los calculados mediante la ecuación II.27 a partir de los coeficientes de difusión

D20,w indicados en [75] para el monómero y el d́ımero de la protéına y del peso molecular

procedente de la secuencia (M del monómero es 66 463Da, por lo que para el d́ımero

M será igual a 132 926Da). De acuerdo con [75], el valor de D20,w para el monómero

de BSA es 6.19 ×10−7 cm2/s, resultando un coeficiente de sedimentación s20,w =4.38 S,

mientras que el valor de D20,w para el d́ımero es 4.5 ×10−7 cm2/s, obteniendo en este caso

un valor para el coeficiente de sedimentación s20,w =6.4 S. Ambos valores son similares a

los obtenidos mediante los experimentos de velocidad de sedimentación realizados.

Por último, en la bibliograf́ıa [78] pueden encontrarse valores para algunas propiedades

hidrodinámicas de BSA y HSA (albúmina de suero humano, protéına de estructura similar

a la BSA) que han sido calculadas con los programas HYDRO e HYDROPRO, que fueron

mencionados en el Caṕıtulo II. Los valores de s indicados en dicha referencia para el caso

del cálculo de la BSA con HYDRO están entre 4.19–4.85 S, en función de las caracteŕısticas

del modelo utilizadas. En el caso del cálculo con el programa HYDROPRO del coeficiente de

sedimentación de la protéına HSA, los valores que se obtienen están en el rango de 4.27–

4.64 S, en función también de las caracteŕısticas de los parámetros del modelo utilizados

en el cálculo. En ambos casos, los valores de s muestran un buen acuerdo con el resultante

para el monómero de BSA del experimento realizado.
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cmuestra / mg/mL, ω / rpm, T / oC rmsd f/f0 s20,w / S M / kDa

4, 45 000, 25 0.0173 1.31

4.3 64.3

6.65 120

9.24 215

1.5, 45 000, 25 0.0077
1.25

4.3 60

6.67 115

9.15 187

0.8, 45 000, 25 0.059 1.22

4.4 61

6.54 112

9.28 163

0.5, 45 000, 25 0.0136 1.14

4.16 48

6.93 114

0.2, 40 000, 18 0.01 1.25
4.52 50.2

8.04 120

0.5, 40 000, 18 0.0030 1.29
4.42 66.5

6.96 133

0.8, 40 000, 18 0.059 1.22

4.43 61.8

7.09 127

10.5 232

Referencia [76] -
3.8 - 4.621 66.7

6.71 -

Referencia [77] -
4.02 67.0

6.71 -

Calculado con HYDRO Referencia [78] 4.19 - 4.85 -

Calculado con HYDROPRO para HSA Referencia [78] 4.27 - 4.64 -

Calculado a partir de D20,w de la Referencia [75] -
4.38 -

6.4 -

Calculado a partir de la secuencia con SEDNTERP 66.5

Tabla III.3: Valores de s20,w y M obtenidos a partir de los perfiles experimentales de

la BSA mediante el análisis con SEDFIT aśı como los valores de la desviación rmsd de

cada análisis. Se muestra también el valor de M de la protéına calculado a partir de

la secuencia y los valores de s y M de la misma encontrados en la bibliograf́ıa.
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III.3.2.b. Ovoalbúmina

Para terminar los experimentos previos con protéınas, se decidió realizar el estudio de la

ovoalbúmina con dos objetivos. El primero de ellos estudiar la dependencia del coeficiente

de sedimentación de la protéına en función de la concentración de la misma en un rango de

concentraciones pequeñas y, el segundo, estudiar el proceso de dimerización de la protéına

en función de la concentración. La protéına utilizada en este trabajo es ovoalbúmina

de clara de huevo de gallina procedente de Sigma (A5503-10G, Lote: 126K7009). Como

disolvente-tampón se utilizó una disolución de Tris 20mM y NaCl 150mM (pH = 7), que

como se ha comentado anteriormente es t́ıpico para el estudio de protéınas. Se prepararó

una disolución de ovoalbúmina en Tris/NaCl de concentración 2mg/mL. Se dializaron

2mL de esta disolución durante 24 horas en un tubo de membrana de celulosa de 10mm

de anchura con un tamaño de poro que retiene especies con un peso molecular mayor

de 12.4 kDa. Una vez dializada se diluye dicha muestra con el tampón de diálisis hasta

conseguir disoluciones de 2, 1 y 0.5mg/mL.

Figura III.7: Espectro de absorbancia de una muestra de ovoalbúmina de 0.5mg/mL

realizado entre 180 y 450nm. El valor de absorbancia a la longitud de onda seleccio-

nada λ=280nm es 0.3OD.

Los experimentos de ovoalbúmina se siguieron mediante medidas de absorbancia ya

que en su estructura hay aminoácidos con grupos aromáticos responsables de la absorción.
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Aśı, se inyectaron 390µL de cada una de las 3 muestras preparadas en el sector co-

rrespondiente de cada una de las celdas y 400µL de disolución de referencia, siendo ésta

el tampón de la diálisis a la que se sometió la muestra.

Como en los casos anteriores, hay que seleccionar la longitud de onda adecuada para

realizar las medidas de absorbancia. Para ello se realizó un espectro de absorbancia en la

propia ultracentŕıfuga entre 180 y 450nm de las cuatro muestras disponibles. Como puede

observarse, en la Figura III.7 la longitud de onda que produce una absorbancia adecuada

para realizar las medidas de ultracentrifugación anaĺıtica es 280nm ya que el valor de la

absorbancia obtenido se encuentra en el rango adecuado (0.1 a 1.5OD).

Después de realizar el registro del espectro de absorbancia se llevó a cabo el expe-

rimento de velocidad de sedimentación a una velocidad del rotor ω =45000 rpm, a una

temperatura de 25oC y λ=250 nm. Se realizaron 400 medidas sin intervalos de tiempo

entre los sucesivos scans de absorbancia.

A modo de ejemplo, se presenta la Figura III.8 en la que se muestran, para el caso

de concentración de 1 mg/mL medida en modo absorbancia, los perfiles de concentración

experimentales y los perfiles procedentes del ajuste de SEDFIT con el algoritmo SIMPLEX.

Asimismo, se muestran también, la función de distribución continua c(s) obtenidas al

realizar el ajuste de los datos experimentales de la muestra.

Una vez realizados los experimentos se analizan los datos obtenidos con el modelo de

distribución continua c(s) de SEDFIT. Dichos análisis se realizaron con 300 puntos de reso-

lución equiespaciados para el coeficiente de sedimentación en el rango de 0 a 15S y un nivel

de confianza de 0.95. Los valores del volumen espećıfico parcial de la ovoalbúmina de po-

llo (v̄ =0.739mL/g) y de la viscosidad (η =0.009077P) y densidad (ρ=1.0038 g/mL) del

disolvente-tampón fueron obtenidos con SEDNTERP. El valor de v̄ calculado con SEDNTERP

es similar al encontrado en la bibliograf́ıa obtenido mediante medidas experimentales [79].

Los resultados finales se recogen en la Tabla III.4.

En la función de distribución c(s) aparece en todos los casos un pico principal con

un valor para el coeficiente de sedimentación s20,w en torno a 3.4 S que muestra un buen

acuerdo con el valor experimental de s20,w indicado en la bibliograf́ıa para esta protéına

en condiciones similares a las del experimento realizado [77,80] (3.5 S en ambos casos). El

peso molecular M correspondiente a ese pico está en torno a 36 000Da, valor ligeramente

inferior al calculado con el software SEDNTERP (42.9 kDa) a partir de la secuencia de la

protéına y al encontrado en la bibliograf́ıa [77, 80] (43 y 41 kDa, respectivamente). Esta

diferencia puede deberse a que el peso molecular que se obtiene mediante SEDFIT es un
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cmuestra / mg/mL rmsd f/f0 s20,w / S M / kDa

4

0.01 1.1

1.57 11.5

3.40 35.9

5.45 72.8

8.5 155

1 0.006 1.08

1.15 6.84

3.46 35.7

5.65 74.5

8.63 140

0.5 0.005 1.2

3.39 40.2

5.54 80.54

8.6 171

Calculado a partir de la secuencia con SEDNTERP - 42.9

[77] 3.5 41.0

[80] 3.5 43.0

Tabla III.4: Valores de s20,w y M obtenidos a partir de los perfiles experimentales

mediante el análisis con SEDFIT aśı como los valores de la desviación rmsd de cada

análisis. Se muestra también el valor de M de la protéına calculado a partir de la

secuencia y los valores de s y M encontrados en la bibliograf́ıa.

peso molecular aparente que no es muy exacto. Al igual que suced́ıa en el caso de la

BSA aparecen otros picos a mayores valores de coeficiente de sedimentación y con valores

de pesos moleculares atribuibles a oligómeros de dicha protéına. Se puede deducir que

el segundo pico (s20,w en torno a 5.5 S y M en torno a 70 kDa) se corresponde con el

d́ımero y el tercero (s20,w =8.5 S y M =150kDa) con el tŕımero, y aśı sucesivamente.

Por último mencionar que para las concentraciones mayores (4 y 2 mg/mL) aparece un

pico con un coeficiente de sedimentación pequeño (s20,w en torno 1.2 S). Como se comentó

con anterioridad, dicho pico puede corresponderse con impurezas que han contaminado

la muestra en la preparación y manipulación de la misma, pertenecer a componentes del

tampón, o deberse a errores en la determinación de la posición del menisco.
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Figura III.8: A)Perfiles de concentración experimentales (puntos) y ajustados median-

te SEDFIT (ĺıneas continuas) para diferentes tiempos (representados por los distintos

colores) para el caso de la muestra de ovoalbúmina de 1 mg/mL, ω =45 000 rpm y

T =25oC. B) Función de distribución continua c(s) obtenida al realizar el ajuste de

los datos experimentales de dicha muestra.
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III.3.3. Efecto de la polidispersidad: carragenano, pectina y dex-

trano

Una vez estudiadas las muestras de protéınas, se realizaron simultáneamente experi-

mentos con tres macromoléculas distintas, de las cuales dos son polisácaridos (pectina

y carragenano) y la otra es un poĺımero sintético (dextrano), todas ellas muestras poli-

dispersas. Se inyectaron 390µL de cada una de estas muestras en tres celdas distintas y

400µL de referencia (el disolvente de la muestra correspondiente) en los sectores adecua-

dos (posteriormente se detallarán las concentraciones empleadas en cada caso).

La velocidad del rotor elegida fue, ω =45000 rpm y la temperatura, T =23oC. Se

realizaron 900 scans con un intervalo de espera entre los mismos de un minuto, por lo

que el experimento tuvo una duración de 15 horas. Al igual que entonces se realizó un

espectro de absorbancia entre 220 y 700nm para observar si las muestras absorb́ıan y

poder aśı realizar medidas de absorbancia e interferencia. Sin embargo, ninguna de las

muestras presentó señal en el espectro de absorbancia. Por dicho motivo únicamente se

utilizaron medidas de interferencia.

Como se ha comentado al principio de este caṕıtulo, se utilizaron los programas SEDFIT

y DCDT+ para realizar los análisis de los datos procedentes de los experimentos de velocidad

de sedimentación de las tres especies en estudio (carragenano, pectina y dextrano) y

aśı decidir el método de análisis a utilizar para este tipo de muestras en los estudios

posteriores.

Carragenano

Se comienza mostrando los resultados obtenidos para la muestra de carragenano. El

carragenano empleado en este análisis es Sigma C1013 (Gelatin, vegatable; Irish Moss;

Lot: 25H0840). Esta sustancia está compuesta en su mayor parte por κ-carragenano,

aunque presenta trazas de λ-carragenano. La muestra de carragenano utilizada en los

experimentos teńıa una concentración de 0.5mg/mL y estaba disuelta en NaCl 0.2M. Se

realiza un primer análisis de los datos experimentales mediante el método de distribución

continua de c(s) y el algoritmo SIMPLEX para realizar el ajuste con un una resolución de

200 valores equiespaciados para el coeficiente de sedimentación en el rango de 0.5 a 15 S y

un nivel de confianza de 0.95. El valor del volumen espećıfico parcial del carragenano es de

0.51mL/g [81]. Al igual que en el caso anterior, los valores de la densidad y la viscosidad
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del disolvente se calculan con SEDNTERP, obteniéndose en el caso de la disolución de NaCl

0.2M ρ=1.0058 g/mL y η =0.95 cP.

Al realizar el ajuste (rmsd=0.007) de los perfiles de concentración experimentales ob-

tenidos para el carragenano (Figura III.9A) se observa que en la función de distribución

c(s) aparece entre 1 y 12S un pico muy ancho que pertenece a un 90 % de la muestra re-

sultado de la aglomeración de muchos picos superpuestos (Figura III.9B). La irregularidad

de dicho pico es el resultado de que el algoritmo empleado por SEDFIT para determinar la

distribución c(s) se basa en la búsqueda de especies discretas (este modelo está orientado

a la detección de estados de oligomerización de protéınas). Al integrar globalmente los

picos resultantes se obtiene un valor representativo de 4.84 S para s20,w. Del mismo modo,

se observan otros dos picos cuya proporción al total de la muestra es insignificante. El

primero de ellos es un pico estrecho y alto que se encuentra en torno a los 0.5 S mientras

que el segundo es un pico ancho con un valor para s20,w de 13.56 S. Es importante indicar

también el valor de la relación entre los coeficientes de fricción traslacionales, f/f0, ya

que dicho valor, como se dijo en el Caṕıtulo II, es indicativo de la conformación de la ma-

cromolécula en la disolución aśı como de su grado de hidratación. Si este valor es menor

de 1.3 la part́ıcula se encontrará compactada, presentando una forma globular próxima

a la esférica, mientras que si es mayor la conformación de la part́ıcula en disolución será

más alargada y asimétrica. En este caso, el valor que se obtiene para el carragenano es

f/f0 =9.2 lo que indica que dicha macromolécula adopta una conformación estirada en

esa disolución. En todo caso, como se indicó en la sección anterior, el modelo de distribu-

ción continua c(s) puede confundir la dispersión producida por difusión con la debida a

la propia polidispersidad de la muestra, provocando una malinterpretación del valor del

coeficiente de difusión, y por tanto del valor obtenido por este modelo para f/f0, por

tanto se toman las referencias a la asimetŕıa determinada para estas part́ıculas con la

debida cautela, y servirán simplemente como una información orientativa.

Se observa que los picos obtenidos a partir del análisis por método de distribución

continua c(s) no están bien definidos, por este motivo se decidió utilizar el método de

análisis ls-g*(s) ya que la difusión de las moléculas en estudio no se adecúa al tratamiento

que se realiza con las funciones de distribución en SEDFIT. El análisis se lleva a cabo me-

diante el método ls-g*(s) (con regularización Tikhonov-Phillips, P=0.68) y el algoritmo

SIMPLEX para realizar el ajuste con una resolución de 200 valores equiespaciados de

coeficiente de sedimentación en el rango de 0.5 a 15S. En este caso, tal y como se observa

en la Figura III.9C, al realizar el ajuste (rmsd=0.007) se observa un pico muy ancho
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(entre 1 y 12S) en la representación de ls-g*(s) frente al coeficientes de sedimentación

que corresponde casi a la totalidad de la muestra (98% del total) con un coeficiente de

sedimentación representativo para el polisacárido de 4.74 S, valor muy próximo al obteni-

do mediante el método de distribución continua c(s) de SEDFIT. Al igual que en el caso

anterior, se observa otro pico ancho pero de escasa contribución al total de la muestra que

se corresponde con 13.71 S.

Por ambos métodos se llega a la conclusión de que hay un pico principal en torno a 4.8 S

y otros insignificantes en cuanto a la proporción de muestra se refiere. Por este motivo

se centra la atención en el pico principal, siendo el valor obtenido para el coeficiente

de sedimentación de dicho pico (s20,w =4.8 S) muy próximo al correspondiente a una

muestra formada únicamente por κ-carragenano tal y como obtuvieron Slootmaekers y

colaboradores [82] mediante medidas de velocidad de sedimentación (s20,w =4.9 S). Los

resultados obtenidos son adecuados ya que el carragenano empleado en nuestro trabajo

está compuesto por una proporción mayoritaria de κ-carragenano aunque exist́ıan también

pequeñas cantidades de λ-carragenano.

Por último se decidió emplear el programa DCDT+ para realizar los análisis de los expe-

rimentos y aśı compararlos con los obtenidos por SEDFIT. Se recuerda que este programa

emplea el coeficiente de sedimentación “aparente”, mediante el método desarrollado por

Stafford [74] basado en la derivada de la concentración en función del tiempo (dc/dt)

seguido de un ajuste mediante el método de la derivada de la función g*(s), aportando

información acerca del peso molecular y el coeficiente de sedimentación de la muestra en

estudio. El ajuste que se obtiene de los datos de la distribución g*(s) a una sola especie

y utilizando el método mejorado para el mismo tiene una desviación rmsd=0.004. En

la Figura III.10 se observa que aparece un único pico para el que se obtiene un valor

de 4.5 S para el coeficiente de sedimentación. El valor que se obtiene del coeficiente de

sedimentación obtenido con el programa DCDT+ es tan sólo un poco menor que el obtenido

con SEDFIT (4.8 S) pero los ajustes realizados con el primero son muchos mejores.
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Figura III.9: A) Perfiles de concentración experimentales para una muestra de

0.5mg/mL de carragenano a 23oC a ω =45000 rpm para diferentes tiempos repre-

sentados por los distintos colores. B) Función de distribución continua c(s) obtenida

al realizar el ajuste de los datos experimentales de la muestra de carragenano con

SEDFIT mediante el método de distribución continua c(s). C) Representación de la

función ls-g*(s) frente a s procedente del análisis de los datos experimentales de la

muestra de carragenano con SEDFIT mediante el método ls-g*(s).
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Figura III.10: A) Curva de la derivada de la concentración con respecto al tiempo en

función del coeficiente de sedimentación para una muestra de 0.5mg/mL de carrage-

nano a 23oC a ω =45000 rpm. B) Función de distribución g*(s) obtenida al realizar

el ajuste de los datos experimentales de la muestra de carragenano.
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Pectina

En este apartado se discutirán los resultados obtenidos para la pectina. Al igual que en

el caso del carragenano se preparó una muestra de pectina de 0.5mg/mL en NaCl 0.2M.

La pectina utilizada era pectina de limón Sigma 1-9135 (lote: 108H0913). Se realizó un

primer análisis mediante el método de distribución continua c(s) de SEDFIT y el algoritmo

SIMPLEX para realizar el ajuste con una resolución de 200 valores de coeficiente de

sedimentación en el rango de 0 a 15S y un nivel de confianza de 1.2. Teniendo en cuenta

que el valor del volumen espećıfico parcial de la pectina es 0.63mL/g [83] y que los valores

de la densidad y la viscosidad del disolvente calculados con SEDNTERP para la disolución

de NaCl 0.2M son ρ=1.0058 g/mL y η =0.95 cP se obtiene como resultado del ajuste

mediante SEDFIT la distribución continua c(s) que se muestra en la Figura III.11B con

una desviación rmsd=0.008. En dicha función se observan varios picos, entre los que

destacan dos principales. El primero de ellos, con un valor s20,w =0.31S, es el mismo que

aparećıa para el carragenano pero a diferencia de entonces, en este caso contribuye un

40% a la totalidad de la muestra. El otro pico principal es un poco más ancho que el

anterior y al integrarlo se obtiene un valor de 1.86 S para s20,w y un valor estimado del

peso molecular de 48 kDa. Los otros picos aparecen a mayores valores de s20,w pero no son

destacables ya que su contribución al total de la muestra es insignificante. Es importante

destacar también que el valor de la relación entre los coeficientes de fricción, f/f0, es 3.6

lo que indica que la conformación de la pectina en la disolución es bastante alejada de la

esférica.

Asimismo se realizó el análisis mediante el método ls-g*(s) (con regularización Tikhonov-

Phillips, P=0.68) y el algoritmo SIMPLEX para realizar el ajuste con una resolución de

200 valores equiespaciados para el coeficiente de sedimentación en el rango de 0 a 20S.

Como resultado del ajuste (rmsd=0.016) se observa en la Figura III.11C un pico ancho

con s20,w =2.1 S que se corresponde con un 80% de la muestra. Al mismo tiempo se obser-

va otro pico ancho pero de escasa contribución al total de la muestra que se corresponde

con s20,w =5.08S.

Teniendo en cuenta los dos análisis se puede decir que existe una especie cuyo coefi-

ciente de sedimentación, s20,w, está en torno a 2S. Dicho valor muestra un buen acuerdo

con los valores que se indican en el art́ıculo de Morris et al. [84] para el coeficiente de

sedimentación de distintas pectinas con distintos grados de esterificación, los cuales están

entre 2.02 y 2.08 en función del grado de esterificación. No sucede lo mismo con el valor
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de f/f0 ya que los valores mostrados en dicho art́ıculo son aproximadamente el doble (se

encuentran relaciones entre 7 y 8) que el que se ha obtenido (f/f0 =3.65). No es de ex-

trañar esta cirsunstancia, dada la falta de relevancia de f/f0 para macromoléculas lineales

que además, como lo son estas, son propensas a formar agregados.

Al igual que en el caso anterior se realiza un último análisis de la muestra de pectina

con el programa DCDT+. Ajustando los datos de la distibución g(s∗) a una sola especie

y utilizando el método mejorado para el cálculo se observa un pico muy bien definido

(ver Figura III.12) para el que se obtiene un valor de 26.4 kDa para el peso molecular

y de 1.91 S para el coeficiente de sedimentación. El valor obtenido para el coeficiente de

sedimentación se muestra en buen acuerdo con el obtenido con SEDFIT (aproximadamente

2 S) y con el que aparece en la bibliograf́ıa [84]. Sin embargo, el valor para el peso molecular

del polisácarido resultante del análisis con DCDT+ es la mitad que el obtenido con SEDFIT,

si bien hay que tener en cuenta que el método utilizado por DCDT+ para obtener el peso

molecular (a partir del coeficiente de difusión extraido de la anchura del pico de la curva

g∗(s)) provoca que la polidispersidad de la muestra influya en la medida obtenida para la

difusión, y por tanto el valor de peso molecular no es más que orientativo, y en absoluto

un valor a tener en cuenta. Del mismo modo que en el caso anterior el ajuste realizado

con el programa DCDT+ es mejor que el realizado con SEDFIT.
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Figura III.11: A) Perfiles de concentración experimentales para una muestra de

0.5mg/mL de pectina a 23oC a ω =45 000 rpm para diferentes tiempos representados

por los distintos colores. B) Función de distribución continua c(s) obtenida al realizar

el ajuste de los datos experimentales de la muestra de pectina con SEDFIT mediante el

método de distribución continua c(s). C) Representación de la función ls-g*(s) frente

a s procedente del análisis de los datos experimentales de la muestra de pectina con

SEDFIT mediante el método ls-g*(s).
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Figura III.12: A) Curva de la derivada de la concentración con respecto al tiempo en

función del coeficiente de sedimentación para una muestra de 0.5mg/mL de pectina a

23oC a ω =45 000 rpm. B) Función de distribución g(s∗) obtenida al realizar el ajuste

de los datos experimentales de la muestra de pectina.
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Dextrano

Por último, se analizaron los datos obtenidos de los experimentos de velocidad de

sedimentación del dextrano. La muestra de dextrano utilizada fue dextrano Sigma Stan-

dard 80K (Lote: 1413485). Para ello se preparó una disolución de 1mg/mL en 0.1M de

NaNO3 con 2% de azida. Dicha muestra se analizó con el programa SEDFIT mediante los

dos tipos de análisis utilizados en muestras anteriores: modelo de distribución continua

c(s) y ls-g*(s) (Figura III.13). Para ello se deben tener en cuenta los valores del volumen

espećıfico parcial del dextrano que es 0.6 mL/g (página VII/112 en [85]) y los valores de

la densidad y la viscosidad del disolvente calculados con SEDNTERP para la disolución de

NaNO3 0.1M con 2% de azida que son, ρ=1.0033 g/mL y η =0.94 cP.

En primer lugar, se realiza el análisis mediante el método de distribución continua c(s)

y el algoritmo SIMPLEX para llevar a cabo el ajuste con una resolución de 200 valores

equiespaciados para el coeficiente de sedimentación en el rango de 0 a 15S y un nivel de

confianza de 0.95. Se obtiene aśı la función de distribución que se observa en la Figura

III.13B en la que pueden observarse dos picos destacables entre 2 y 5S, aśı como el pico

estrecho a menos de 0.5 S y otros picos a valores mayores de 5 S. La especie que más

contribuye a la concentración total de la muestra (60%) tiene un valor s20,w de 3.1 S y un

peso molecular aproximado de 60 kDa. El otro pico destacado (31% del total) tiene un

valor de 4.38 S para s20,w y 107 kDa para el peso molecular. El valor obtenido para f/f0

es 2.63, lo que indica que al igual que en los casos anteriores, el dextrano muestra una

conformación alargada.

Al analizar los datos experimentales (Figura III.13A) mediante el método ls-g*(s) (con

regularización Tikhonov-Phillips, P=0.68) y el algoritmo SIMPLEX para realizar el ajus-

te con una resolución de 200 valores equiespaciados para el coeficiente de sedimentación

en el rango de 0 a 20S, se obtiene la función mostrada en la Figura III.13C en la que

únicamente se observa un pico ancho de cuya integración resulta s20,w =3.98S.

Como la muestra de dextrano procede de un Standard se dispone de valores de algu-

nas propiedades de dicho compuesto suministradas por el fabricante, como los promedios

de peso molecular y la viscosidad intŕınseca, a partir de los cuales se puede calcular un

coeficiente de sedimentación aproximado promedio y compararlo con el obtenido experi-

mentalmente. El Mw (peso molecular promedio en peso) de la muestra de dextrano es

como ya se anticipó 80 kDa y el Mn (peso molecular promedio en número) es 55 kDa, por

lo que la media geométrica del peso molecular es 67 kDa (también suministrada por el
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fabricante). Este último valor se compara razonablemente bien con el obtenido mediante

los experimentos de velocidad (M aproximadamente 60 kDa).

En lo que se refiere a la viscosidad intŕınseca se puede calcular a partir de ella el

coeficiente de sedimentación conocido el valor de la relación entre el radio equivalente de

la viscosidad ı́ntrinseca y el radio equivalente del coeficiente de fricción, IT [86]. Dado que

f/f0 =1.6, se sabe que el dextrano se encuentra como una cadena flexible en disolución

siendo el disolvente en el que está (NaNO3 0.1M con 2% de azida) un buen disolvente

para el mismo. En estas condiciones IT=1.1. Teniendo en cuenta esto y los valores de

la viscosidad y densidad del disolvente calculados con SEDNTERP, se obtiene a partir de

la viscosidad intŕınseca suministrada por el fabricante ([η] = 31.5 cm3/g) un coeficiente de

sedimentación teórico de 4.47 S. Este valor es similar al obtenido después de realizar el

análisis con el método de la distribución continua c(s) (s20,w =4.38S) a diferencia de lo

que sucede con el obtenido mediante el análisis ls-g*(s) (s20,w =3.98S).

Por último se realiza el análisis con el programa DCDT+ para la muestra de dextrano

siguiendo el mismo procedimiento que en los casos anteriores (ajustar los datos de la

distribución g*(s) a una sola especie y utilizar el método mejorado para el cálculo). Tras

realizar dicho análisis se observa un único pico muy bien definido con un rmsd de 0.0148

(ver Figura III.14) para el que se obtiene un valor de 22.6 kDa para el peso molecular

y de 3.73 S para el coeficiente de sedimentación. En este caso, el valor obtenido para

el coeficiente de sedimentación es similar al obtenido mediante el método de análisis de

ls-g*(s) de SEDFIT (3.98 S) mientras que se aleja del obtenido teóricamente. Del mismo,

modo el peso molecular obtenido con DCDT+ difiere mucho del experimental por la misma

razón expuesta anteriormente de las caracteŕısticas del método de análisis.
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Figura III.13: A) Perfiles de concentración experimentales para una muestra de

0.5mg/mL de dextrano a 23oC a ω =45000 rpm para diferentes tiempos represen-

tados por los distintos colores. B) Función de distribución continua c(s) obtenida al

realizar el ajuste de los datos experimentales de la muestra de dextrano con SEDFIT

mediante el método de distribución continua c(s). C) Representación de la función

ls-g*(s) frente a s procedente del análisis de los datos experimentales de la muestra

de dextrano con SEDFIT mediante el método ls-g*(s).
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Figura III.14: A) Curva de la derivada de la concentración con respecto al tiempo en

función del coeficiente de sedimentación para una muestra de 0.5mg/mL de dextrano

a 23oC a ω =45 000 rpm. B) Función de distribución g(s∗) obtenida al realizar el

ajuste de los datos experimentales de la muestra de dextrano.
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III.3.4. Efecto de la polidispersidad y la fuerza iónica: poliesti-

reno sulfonato

Introducción

El poliestireno sulfonato de sodio (NaPSS) es un ejemplo t́ıpico de polielectrolito

flexible. Además, las muestras estudiadas son polidispersas, con lo que en esta sección

se va a poner de manifiesto tanto el efecto de la carga eléctrica como el efecto de la

polidispersidad en las medidas de AUC. Como complemento, también se van a utilizar

otras dos técnicas de caracterización disponibles en el Grupo de Investigación: DLS y

GPC.

El proceso de sedimentación de estos polielectrolitos está influido, entre otros factores,

por la presencia de cargas en la disolución, lo que dificulta su estudio y hace que la inter-

pretación del comportamiento del polielectrolito bajo la acción de una fuerza centŕıfuga

sea un campo abierto a la especulación. En esta sección se muestra un estudio del com-

portamiento de disoluciones de NaPSS con diferente fuerza iónica.

Métodos y resultados

Con objeto de realizar los estudios indicados, se prepararon disoluciones de dos mues-

tras de NaPSS de diferente peso molecular promedio (en peso), M̄w, una de M̄w =70000Da

(ACROS Organics 222271000, Lote: A0316071) y otra de M̄w =1000 000Da (Aldrich

434574-100G, Lote: MKA3419 V), ambas a una concentración de 0.5 mg/mL de poĺımero.

Como disolvente se utilizó una disolución de nitrato sódico con concentraciones de NaNO3

de 0.01, 0.1, 1 y 5M, con el fin de variar la fuerza iónica en un amplio rango.

cNaNO3
/ mg/mL ρ / g/mL η / cP

0.01 0.9974 0.89051

0.1 1.0028 0.89398

1 1.0524 0.94164

5 1.2574 1.60208

Tabla III.5: Valores de ρ en g/mL y de η en cP de las distintas disoluciones de NaNO3

obtenidos con SEDNTERP.
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Las densidades y viscosidades de las distintas disoluciones de NaNO3 a la temperatura

de trabajo 25oC, que se necesitan para realizar el análisis de los datos obtenidos, fueron

calculadas con SEDNTERP y se muestran en la Tabla III.5.

Experimentos de DLS

Se comenzó por la realización de los estudios de las muestras de NaPSS mediante

la técnica de dispersión de luz dinámica utilizando el instrumento Zetasizer nano-ZS de

Malvern. Para ello, se tomó 1 mL de cada una de las muestras preparadas y se filtró con

un filtro de jeringa de 0.2µm de tamaño. Una vez filtradas las muestras se introdujeron

en la cubeta y se realizaron 5 medidas, cada una de ellas consistente en 10 repeticiones

de 20 segundos, lo que lleva a un tiempo de adquisición de datos total de 3 minutos. La

temperatura a la que se realizaron los experimentos fue 25 oC.

M̄w =70000Da M̄w =1000 000Da

cNaNO3
/ M rh / nm rh / nm

0.01 15 ± 2 35 ± 2

0.1 11 ± 1 35 ± 1

1 18.5 ± 4.5 33 ± 2

5 6.6 ± 0.1 22 ± 2

Tabla III.6: Radios hidrodinámicos promedio de las muestras de NaPSS de

M̄w =70 000Da y M̄w =1 000000Da a 0.5mg/mL en distintas fuerzas iónicas.

Del análisis de los datos mediante el algoritmo CONTIN incorporado al software que

posee el aparato, se obtiene la distribución de tamaños e intensidades. Aśı, en la Tabla

III.6 se recogen los valores del radio hidrodinámico medio, rh, de las muestras de NaPSS de

M̄w =70000Da y M̄w =1000 000Da para distintas fuerzas iónicas. Como puede observarse

en la Figura III.15, la distribución por intensidad del radio hidrodinámico muestra en

todos los casos una banda ancha, lo que demuestra la polidispersidad de las muestras de

NaPSS. Para ambos pesos moleculares, a valores altos de la fuerza iónica (5M de NaNO3)

esa banda se estrecha y se desplaza hacia valores más bajos de diámetro, lo que se debe

a que a esos valores de fuerza iónica las conformaciones de las moléculas de NaPSS son

más uniformes y ovilladas, como consecuencia del apantallamiento de las cargas, por lo

tanto de menor tamaño que a valores menores de fuerza iónica.
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CAPÍTULO III. EXPERIMENTOS DE ULTRACENTRIFUGACIÓN ANALÍTICA

Figura III.15: Distribución de tamaños (por intensidad) resultante del análisis con

CONTIN del experimento de DLS realizado para la muestras de NaPSS de 0.5mg/mL

en distintas fuerzas iónicas de: (A) M̄w =70000Da, y (B) M̄w =1000 000Da.

Experimentos de SEC

Cuando la muestra es polidispersa, como en este caso, la técnica cromatográfica de-

nominada SEC proporciona valiosa información sobre la polidispersidad de la misma, lo

que supone un buen complemento a los resultados obtenidos mediante AUC y DLS.
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Figura III.16: A) Picos cromatográficos provenientes de distintos detectores para la

disolución de NaPSS de M̄w = 70000Da y fuerza iónica 0.1M. Detector de ı́ndice de

refracción: ĺınea roja y eje y interior. Detector de dispersión de luz a 90o: ĺınea azul y

eje y intermedio. Detector de viscosidad: ĺınea verde y eje y exterior. B) Función de

distribución del peso molecular para dicha muestra.

Por ello, se decidió realizar un estudio de las muestras de NaPSS mediante esta técnica.

La temperatura a la que se realizaron las medidas fue 25 oC. A continuación se muestran

algunos de los resultados obtenidos mediante dicha técnica.

El primer caso corresponde a una disolución de NaPSS de M̄w =70000Da a una

concentración de 1mg/mL y con una fuerza iónica I =0.1M. La Figura III.16A muestra

una superposición de los datos experimentales tal y como son registrados por los distintos

detectores. En el eje x se representa el denominado volumen de retención o elución, que

es proporcional al instante de tiempo al cual eluyen las distintas especies de la columna
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cromatográfica. Para una mejor visualización de las gráficas, se ha restringido dicho eje

a la zona donde aparece el pico cromatográfico. En el eje y se representan, en escalas

independientes, las señales que se generan en cada uno de los detectores. La anchura de

los picos es indicativa de la polidispersidad de la muestra.

Figura III.17: A) Picos cromatográficos provenientes de distintos detectores para la

disolución de NaPSS de M̄w = 1000 000Da y fuerza iónica 0.1M. Detector de ı́ndice

de refracción: ĺınea roja y eje y interior. Detector de dispersión de luz a 90o: ĺınea azul

y eje y intermedio. Detector de viscosidad: ĺınea verde y eje y exterior. B) Función de

distribución del peso molecular para dicha muestra.

Tras el análisis de los datos experimentales por el propio software del GPC (OmniSEC

4.7) se obtienen propiedades caracteŕısticas de la muestra. A partir de la señal en bruto

(Figura III.16A) se obtiene la funcion de distribucion del peso molecular que aparece en

la Figura III.16B. Por ejemplo, para el caso que se está tratando, se obtiene como peso
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molecular promedio en peso M̄w ≈ 68 300Da (próximo al especificado por el fabricante,

M̄w =70000Da) y un ı́ndice de polidispersidad IP ≈ 2.7. Como se ha indicado en apartado

III.1.2, el GPC utilizado permite obtener la ecuación viscosimétrica o de Mark-Houwink-

Sakurada. Para el caso que se muestra, se obtiene el siguiente valor para el exponente de

dicha ley: aη ≈ 0.73. Éste es un valor caracteŕıstico de ovillos al azar muy expandidos, como

debe corresponder al polielectrolito NaPSS en un medio con fuerza iónica intermedia.

El segundo caso corresponde a una disolución de NaPSS de M̄w =1000 000Da a una

concentración de 1mg/mL y con una fuerza iónica I =0.1M. Como en el caso anterior,

la Figura III.17 A muestra una superposición los datos experimentales en bruto registra-

dos por los distintos detectores, en el rango en el que aparece el pico cromatográfico. En

este caso, se obtiene M̄w ≈ 793 000 Da (algo menor del especificado por el fabricante,

M̄w =1000 000Da) y un ı́ndice de polidispersidad IP ≈ 2.0. En la Figura III.17B se ob-

serva la funcion de distribucion del peso molecular que se obtiene después del tratamiento

de los datos mostrados en la Figura III.17A. Para este caso, se obtiene un valor del expo-

nente de la ecuación viscosimétrica aη ≈ 0.65, t́ıpico de ovillos al azar expandidos. Este

valor es menor que en el caso anterior porque la mayoŕıa de las cadenas son mucho más

largas y por tanto también más flexibles.

Experimentos de AUC

Se realizaron dos experimentos de velocidad de sedimentación a distitas fuerzas iónicas,

uno para cada una de las muestras de NaPSS de distinto M̄w. Todas las medidas se

realizaron en modo interferencia, por lo que es conveniente dializar las disoluciones de

NaPSS preparadas antes de ser utilizadas en los experimentos. Se dializó 1mL de cada

una de estas disoluciones durante 24 horas en un tubo de membrana de celulosa de 10mm

de anchura con un tamaño de poro que retiene especies con un peso molecular mayor de

12.4 kDa.

Para cada experimento, 400µL de cada una de las muestras dializadas se inyectaron en

celdas distintas. Análogamente, se inyectaron 400 µL de disolución de NaNO3 procedente

de la diálisis en el sector de referencia. El experimento de velocidad de sedimentación se

llevó a cabo a una velocidad del rotor ω =40000 rpm y a una temperatura de 25oC. Se rea-

lizaron 900 scans de un minuto cada uno de ellos siendo la duración de cada experimento

de 15 horas.
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Con el fin de obtener los valores del coeficiente de sedimentación y la masa molecular

de las muestras de NaPSS se analizaron los perfiles de concentración obtenidos con el

software SEDFIT. Para el volumen espećıfico parcial del poliestireno sulfonato de sodio

se tomó un valor de 0.62mL/g [87]. Los valores de la densidad y de la viscosidad del

disolvente necesarios para realizar el análisis con SEDFIT se obtuvieron con el programa

SEDNTERP a partir de los componentes del mismo y son los que se mostraban en la Tabla

III.5.

Debido a la polisipersidad de la muestra, el análisis mediante el método c(s) de SEDFIT

no da resultados concluyentes, por lo que se optó por utilizar el método de análisis ls-g*(s)

(con regularización Tikhonov-Phillips, P=0.68) y el algoritmo SIMPLEX para realizar el

ajuste con una resolución de 300 valores equiespaciados para el coeficiente de sedimenta-

ción en el rango de 0 a 20S. Los resultados obtenidos de este análisis se muestran en la

Tabla III.7.

M̄w =70000Da M̄w =1000 000Da

cNaNO3
/ M s / S s20,w / S rmsd s / S s20,w / S rmsd

0.01 3.32 3.31 0.026 5.53 5.52 0.012

0.1 3.98 4.0 0.021 9.09 9.46 0.008

1 4.46 4.89 0.031 9.08 9.95 0.053

5 2.74 4.74 0.022 4.54 7.94 0.069

Tabla III.7: Resultados del análisis con el modelo ls-g*(s) de SEDFIT de los ex-

perimentos de AUC realizados para la muestras de NaPSS de M̄w =70000 Da y

M̄w =1 000000 Da a 0.5mg/mL en distintas fuerzas iónicas.

Aśı, se observó (ver Figura III.18) que para todas las muestras estudiadas aparećıa un

pico principal muy ancho en la representación de la función ls-g*(s) frente a s. La anchura

del pico es debida a la elevada polidispersidad de la muestra. Como puede observarse en

la Figura III.18A, en el caso de la muestra de M̄w =70000Da el pico se extiende desde

aproximadamente 1 S hasta 8 S. Para el caso de M̄w =1000 000Da (ver Figura III.18B) el

pico observado es más ancho y está desplazado hacia valores más elevados de coeficiente

de sedimentación lo que es esperable debido a su mayor M̄w. También hay que destacar

que en ambos casos, los picos obtenidos en la representación de la función ls-g*(s) frente

a s son más estrechos para las fuerzas iónicas menor (0.01M NaNO3) y mayor (5M

NaNO3), es decir para los casos ĺımite estudiados. Esto es aśı debido a que en estos casos
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la variabilidad conformacional es menor. A 0.01M de NaNO3 la mayoŕıa de las moléculas

de NaPSS se encuentran muy estiradas mientras que a 5M la mayor parte de las moléculas

están, como se ha comentado anteriormente, en forma de ovillo.

Figura III.18: Representación de las funciones ls-g*(s) frente a s procedente del análisis

con SEDFIT mediante el método ls-g*(s) de las muestras de NaPSS de 0.5mg/mL:

A) M̄w =70000 Da y B) M̄w =1 000000Da en distintas fuerzas iónicas (0.01M ĺınea

negra, 0.1M ĺınea verde, 1 M ĺınea amarilla y 5 M ĺınea roja).

Es interesante observar que el coeficiente de sedimentación obtenido a mayor fuerza

iónica es menor que el resto, siendo, sin embargo, el que corresponde al caso en que las
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cadenas poliméricas están más ovilladas y presentan un menor tamaño. Esto es debido

a que la viscosidad del disolvente aumenta significativamente con la concentración de

sal, y el coeficiente de sedimentación es inversamente proporcional a la viscosidad del

medio. Este efecto del disolvente desaparece al transformar los valores del coeficiente de

sedimentación a los valores standard de 20oC agua, como se observa en la Tabla III.7.

Por último señalar que los valores de los coeficientes de sedimentación obtenidos para

ambos pesos moleculares están en muy buen acuerdo con los valores obtenido en otros

trabajos experimentales para pesos moleculares de NaPSS y fuerzas iónicas parecidas

[87, 88].

III.4. Experimentos con otras protéınas

Una vez puesta a punto la ultracentŕıfuga anaĺıtica y comprobada la validez de la

metodoloǵıa empleada en el análisis de los datos experimentales, se estudiaron una serie de

protéınas aisladas recientemente por otros grupos de investigación con los que se colabora.

III.4.1. Protéına HPrbs

Introducción

Los experimentos de ultracentrifugación anaĺıtica que se describirán en esta sección

son parte de un trabajo conjunto con el Instituto de Bioloǵıa Molecular y Celular de la

Universidad Miguel Hernández de Elche [23]. El objetivo de este estudio es la detección

de posibles oligómeros de la protéına “histidina fosfotransportadora” procedente de la

bacteria Bacillius sphaericus, HPrbs. La sensibilidad de la ultracentrifugación anaĺıtica

para detectar la presencia de oligómeros hace de ella una técnica ideal para este propósito.

En este trabajo también se ha utilizado la técnica de dispersión de luz dinámica como

apoyo para interpretar las medidas provenientes de la ultracentrifugación anaĺıtica.

Para la realización de los experimentos de DLS y AUC se dispońıa de una muestra

de la protéına HPrbs dializada y disuelta en 90% H2O y 10% D2O, siendo su concentra-

ción aproximadamente 2mM. A simple vista se observaron en dicha muestra part́ıculas

precipitadas por lo que antes de realizar las medidas mediante ambas técnicas se filtró la

muestra a través de filtros micrométricos. Como consecuencia, la concentración disminuyó

llegando a alcanzar el valor de 0.07mM, la cual está por debajo del ĺımite de detección de
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la técnica de ultracentrifugación anaĺıtica lo que podŕıa causar problemas en las medidas

y en el análisis de los datos obtenidos.

Experimentos de DLS

Para realizar el experimento de dispersión de luz se tomó 1 mL de la muestra filtrada y

se realizaron 12 medidas, cada una de ellas consistente en 11 repeticiones de 30 segundos,

lo que lleva a un tiempo de adquisición de datos total de 11 minutos. La temperatura

a la que se realizaron los experimentos fue 20oC y la viscosidad del disolvente a esa

temperatura obtenida por SEDNTERP fue η =1.0031 cP.

En la Figura III.19 se muestran las distribuciones de tamaños (por intensidad y por

volumen) obtenidas al realizar las medidas indicadas. Como puede observarse, la distribu-

ción por intensidad muestra un pico con una cierta anchura en el rango de 200 a 500 nm,

lo que demuestra la tendencia de la part́ıcula a agregar, pero también aparece un pico a

1.77±0.06 nm, que claramente corresponde a la protéına monomérica. En la distribución

por volumen, solo se observa un pico centrado a 1.7 nm, también ancho, correspondiente

al monoméro de protéına. La ausencia del segundo pico (que aparećıa en la distribución

por volumen en torno a 200–500nm) indica que el volumen de muestra que ocupan los

posibles agregados es insignificante. Por último indicar que las anchuras de los picos pue-

den ser atribuidas al análisis mediante CONTIN ya que este algoritmo tiende a dar picos

artificiales, incluso para muestras absolutamente monodispersas.

A partir del peso molecular de la protéına obtenido desde la secuencia de aminoácidos,

10 921Da, se puede hacer una estimación del radio hidrodinámico, rh, con la teoŕıa clásica

de la hidrodinámica de part́ıculas hidratadas elongadas (teoŕıa que ya se introdujo en el

Caṕıtulo II):

rh = ranh,sph

(

1 +
δ

v̄ρ

)1/3

F (p) (III.1)

donde ranh es el radio de la part́ıcula si ésta fuese esférica y anhidra,

ranh,sph =
(

3Mv̄

4πNA

)1/3

(III.2)

Con un grado de hidratación t́ıpico δ =0.3 g(agua)/g(protéına) y los valores de v̄ =

0.736mL/g (calculado desde la secuencia de aminoácidos utilizando SEDNTERP) y ρ=

1.0089 g/mL, se obtuvo un valor para el radio hidrodinámico de una esfera hidratada
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(para la que F (p)= 1) de 1.65 nm. Este valor es próximo al obtenido experimentalmente

mediante medidas de DLS. Sin embargo, si se considera que la forma de esta protéına no es

esférica, el valor calculado se puede hacer coincidir exactamente con el valor experimental.

Figura III.19: Resultados del análisis con CONTIN del experimento de DLS realizado

para la muestra de protéına. Distribución de tamaños: A) mediante intensidad y B)

mediante volumen.

Experimentos de AUC

Para caracterizar de manera completa la protéına, se realizó un experimento de veloci-

dad de sedimentación por ultracentrifugación anaĺıtica mediante medidas de absorbancia
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e interferencia para una muestra de concentración 0.07mM a 20oC y a una velocidad

ω =45000 rpm. Para ello, 390µL de la muestra se introdujeron en el sector adecuado

de la celda correspondiente y 400µL de referencia (disolvente de diálisis en el que está

disuelta la muestra 90% H2O/10% D2O) en el otro sector. Se realizaron 400 scans sin

intervalo de tiempo entre medidas de absorbancia sucesivas.

Para calcular el coeficiente de sedimentación de la muestra se utilizó el modelo de

distribución continua c(s) de SEDFIT. Con objeto de expresar los resultados de manera

estándar s20,w hay que suministrar a SEDFIT los valores de la densidad (ρ=1.0089 g/mL)

y la viscosidad (η =1.002 cP) del disolvente a 20oC, los cuales fueron estimados desde

la composición del mismo usando el software SEDNTERP. Asimismo, es necesario el volu-

men espećıfico parcial de la protéına que, calculado desde la secuencia de aminoácidos

utilizando SEDNTERP, fue 0.736mL/g.

Debido a la baja concentración de la muestra después de ser filtrada (7mM) la señal

registrada en los experimentos de ultracentrifugación anaĺıtica (tanto de absorbancia co-

mo de interferencia) fue demasiado pequeña. Los agregados que pudiesen quedar en la

muestra tras filtrar sedimentaron inmediatamente debido a su gran tamaño (según las

medidas de DLS entre 200–500 nm) y no fue posible detectarlos, siendo entonces la pro-

téına monomérica la única especie significante y detectable. Por otro lado, debido a la

poca intensidad de la señal, el ruido en los perfiles de concentración era muy acusado.

Como ejemplo, se puede observar el perfil de concentración que aparece en la Figura

III.20A donde la absorbancia inicial detectada era 0.08OD, cuando el ĺımite inferior que

se considera usualmente adecuado es 0.1OD.

De todas maneras, los perfiles de concentración obtenidos mediante medidas de absor-

bancia e interferencia pudieron ser analizados con el modelo de distribución continua c(s)

de SEDFIT. En el caso del análisis del perfil de absorbancia que se muestra en la Figura

III.20 se obtiene un pico (que no se muestra aqúı) muy ancho con un valor de s20,w entre

0.8 y 2.0 S, coincidente con el valor del coeficiente de sedimentación procedente de los

análisis de las medidas de interferencia. La anchura del pico puede atribuirse a la baja

relación señal/ruido de los datos en bruto ya que como puede observarse en la Figura

III.20B, los residuales resultantes del ajuste se distribuyen aleatoriamente. Esto quiere

decir que, aparte del problema de la baja concentración mencionado, el experimento no

se vió afectado por ningún otro artefacto.

A partir del valor obtenido por DLS del rh se puede calcular el valor del coeficien-

te de sedimentación de la protéına a partir de la ecuación II.58, obteniéndose un valor

99
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s20,w =1.5 S, que se encuentra dentro de los valores obtenidos en los experimentos de

ultracentrifugación anaĺıtica (' 1.7 S).

Analizando los resultados de ambos tipos de experimentos, se puede concluir que

se ha detectado una protéına de 1.7 nm de radio hidrodinámico que es compatible con

una forma globular, ligeramente elongada, de 10 kDa. Debido a la baja resolución de los

resultados de ultracentrifugación anaĺıtica consecuencia de la baja concentración de la

muestra disponible, no se puede confirmar la presencia de oligómeros. Si bien tampoco

puede descartarse, ya que los valores de s20,w correspondientes a los posibles oligómeros

no difieren mucho de los encontrados para el monómero. Por ejemplo, la relación entre los

valores de s20,w de un d́ımero y un monómero esférico es, como mucho 1.5.

Figura III.20: A) Perfil de concentración obtenido mediante un experimento de AUC

de la muestra de HPrbs. B) Residuales procentes del ajuste de dicho perfil con la

función de distribución continua c(s) de SEDFIT.
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III.4.2. Rabfilina-3A

Introducción

Este trabajo es una colaboración con el Grupo de Investigación de Biomembranas del

Departamento de Bioqúımica y Bioloǵıa Molecular A de la Universidad de Murcia. En

este caso, se realizó el estudio mediante experimentos de ultracentrifugación anaĺıtica de

la protéına rabfilina-3A.

La rabfilina-3A es una protéına citosólica efectora de las protéınas Rab3 y Rab27 [89]

todas ellas involucradas en el tráfico de veśıculas en distintos tipos de células como las

del sistema nerviosos, sistemas endocrino y exocrino, e incluso el sistema inmune [90].

La función de la rabfilina-3A está relacionada con estadios espećıficos en el proceso de

reciclado de veśıculas como pueden ser la interacción con el citoesqueleto de actina [91],

su anclaje en la membrana plasmática [92], su recuperación después de la liberación de

neurotransmisores u hormonas [93], o incluso la endocitosis [94].

La rabfilina-3A es una protéına que posee una región rica en cistéınas o dominio efector

de Raben en su extremo amino-terminal [95], una región central con sitios consenso para

fosforilación por diferentes protéınas quinasa y un extremo carboxilo-terminal que posee

dos dominios C2 localizados en tandem [96,97].

Se ha demostrado que los dominios C2 son esenciales para la función de la rabfilina-3A

en el proceso de tráfico vesicular. Se ha descrito que interaccionan con diversas protéınas

como SNAP-25 (4), β-adducin [98], CASK [99] y annexin A4 [100]. Otras dianas muy

importantes en la función de estos dominios son el Ca2+ y los ĺıpidos de membrana fos-

fatidilserina y fosfatidil-inositol-4,5-bifosfato. Sin embargo, la forma en que cada una de

estas interacciones modula la función de la rabfilina-3A es hoy en d́ıa totalmente desco-

nocida y por eso es necesario un estudio detallado de todas ellas a nivel molecular.

Medidas de ultracentrifugación anaĺıtica

Con el objetivo indicado anteriormente y con el fin de obtener un estudio completo de

la protéına de interés, se decidió realizar dos experimentos de velocidad de ultracentrifu-

gación anaĺıtica. Uno de ellos mediante medidas de interferencia y otro mediante medidas

de absorbancia. Para finalizar se realizó un experimento de equilibrio de sedimentación

mediante medidas de interferencia. Las caracteŕısticas de cada uno de estos experimentos

aśı como los resultados obtenidos se indican a continuación.
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En primer lugar se realizaron los experimentos de velocidad de sedimentación, inicial-

mente midiendo en modo interferencia. Para ello, 400µL de cada una de estas muestras

se inyectaron en tres celdas distintas. Análogamente, se inyectaron 400µL del disolvente-

tampón referencia en el sector correspondiente. Antes de comenzar el experimento se

realiza un scan a 3 000 rpm para ciertos ajustes del sistema óptico requeridos por el proto-

colo de medida. Se realizaron 900 scans de interferencia de un minuto de duración siendo

entonces la duración total del experimento de 15 horas.

Una vez terminado el experimento de interferencia se realizó el de absorbancia. Aśı,

390µL de cada una de estas muestras se inyectaron en tres celdas distintas. Análogamente,

se inyectaron 400µL de referencia en el sector correspondiente. En este caso, a 3 000 rpm, se

registró en la propia ultracentŕıfuga el espectro de cada una de las tres muestras entre 220 y

700nm con el objetivo de averiguar la longitud de onda adecuada para realizar las medidas

de absorbancia. La longitud de onda elegida para realizar las medidas de absorbancia es

de 280nm, ya que es donde la absorbancia de la protéına alcanza su máximo (ver Figura

III.21). Se realizaron 400 scans de un minuto de duración sin intervalo de tiempo entre

los mismos.

Figura III.21: Espectro de absorbancia de una muestra de protéına de 0.6mg/mL

realizado entre 220 y 700nm. Se observa el máximo a 280nm, correpondiente a 0.3OD.

El pico de mayor intensidad corresponde al tampón.
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Con el fin de obtener los valores del coeficiente de sedimentación y la masa mole-

cular de la protéına, los perfiles de concentración obtenidos experimentalmente fueron

analizados con SEDFIT utilizando el método de distribución continua c(s) y el algoritmo

SIMPLEX para realizar el ajuste con una resolución de 300 valores equiespaciados pa-

ra el coeficiente de sedimentación en el rango de 0 a 10S y con un nivel de confianza

de 0.95. Para expresar los resultados de manera estándar (s20,w) hay que suministrar al

programa SEDFIT, los valores de ρ y η del disolvente, y v̄ de la protéına. La densidad

del disolvente (ρ=1.067 g/mL) y la viscosidad (η =1.613 cP) a 4oC fueron estimados a

partir de la composición del mismo usando el software SEDNTERP. El volumen espećıfico

parcial de la protéına fue calculado a partir del volumen total de la misma, 44 023 Å, y

su peso molecular, 36 401Da (obtenido mediante espectrometŕıa de masas), dando como

resultado v̄ =0.73mL/g.

Tras realizar los análisis con SEDFIT, los resultados obtenidos para todos los casos se

recogen en la Tabla III.8. Es necesario indicar que los perfiles experimentales obtenidos en

los dos modos de medida (absorbancia e interferencia) para la concentración de 0.1mg/mL

no tienen una resolución adecuada para poder analizarse correctamente. Sin embargo,

en el caso de los experimentos de absorbancia, los perfiles experimentales pudieron ser

analizados con SEDFIT obteniéndose unos resultados razonables.

A modo de ejemplo, en la Figura III.22 se muestran, para el caso de concentración

de 0.3 mg/mL medida en modo interferencia y absorbancia, los perfiles de concentración

experimentales (con los ruidos correspondientes (TI, RI) sustráıdos) junto con los perfiles

procedentes del ajuste de SEDFIT con el algoritmo SIMPLEX. Asimismo, se muestran

también las funciones de distribución continua c(s) obtenidas al realizar el ajuste de los

datos experimentales de la muestra.

Analizando la Tabla III.8 se observa que el coeficiente de sedimentación no depende de

la concentración (las diferencias observadas son muy escasas e interpretables como meras

fluctuaciones). Aśı, para todos los casos existe un pico muy acusado en torno a 1.7 S que

corresponde al coeficiente de sedimentación de la protéına en las condiciones de trabajo

(T =4oC y, HEPES 25mM, NaCl 100mM y EGTA 1mM), resultando un valor para el

coeficiente de sedimentación de la protéına en condiciones estándar s20,w =3.3 S. La masa

molecular aparente que resulta del análisis correspondiente a ese pico está en torno a

40 kDa.

Hay que indicar que se observaron eventualmente algunos picos secundarios a valores

de coeficiente de sedimentación y pesos moleculares mayores cuya contribución a la con-
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Figura III.22: Perfiles de concentración experimentales (puntos) y ajustados mediante

SEDFIT (ĺıneas continuas) para diferentes tiempos (representados por los distintos

colores) para el caso de la muestra de rabfilina-3A de 0.3mg/mL, ω =40 000 rpm

y T = 4oC: A) modo interferencia y C) modo absorbancia. Función de distribución

continua c(s) obtenida al realizar el ajuste de los datos experimentales de la muestra:

B) modo de interferencia y D) modo absorbancia.

centración de la muestra era irrelevante. La aparición de estos picos puede deberse a la

presencia de cantidades despreciables de especies oligoméricas.

Se puede concluir entonces que existe una especie con un valor medio de s20,w de

3.29±0.06 S y un peso molecular aparente de 40 000±2 000 Da. El valor de peso molecular

estimado mediante el experimento de velocidad de sedimentación es ligeramente mayor

que el obtenido a partir de la secuencia (M =36383Da) y por espectrometŕıa de masas

(M =36401Da). De todos modos la diferncia es razonablemente escasa y está dentro del

rango esperable en experimentos de velocidad de sedimentación, que no es una técnica

que suministre pesos moleculares con alta precisión. La calidad de los ajustes a tenor de

los valores de la desviación rmsd es plenamente aceptable.
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cmuestra / mg/mL modo de detección rmsd s / S s20,w / S Maparente / Da

0.6
IF 0.01 1.66 3.27 40233

ABS 0.003 1.71 3.35 43130

0.3
IF 0.005 1.58 3.11 34779

ABS 0.003 1.68 3.30 44674

0.1
IF -

ABS 0.003 1.74 3.42 39382

Tabla III.8: Valores de los parámetros de interés resultantes del análisis con SEDFIT

de los perfiles experimentales obtenidos de las muestras estudiadas de rabfilina-3A.

Si con el valor del peso molecular obtenido por espectrometŕıa de masas (M =36401Da)

y el valor medio de s20,w (3.29±0.06 S) se calcula f/f0 a partir de la ecuación II.24, se

obtiene un valor de 1.16. Este valor indica que la forma global de la protéına es casi

esférica, es decir, esta protéına es poco elongada.

Por último se realizó un experimento de equilibrio de sedimentación mediante medi-

das de interferencia de las tres muestras estudiadas por velocidad (0.6, 0.3 y 0.1mg/mL

en HEPES 25mM, NaCl 100mM y EGTA 1mM). Para estimar la velocidad y el tiem-

po de duración de dicho experimento se realizaron simulaciones con SEDFIT a distintas

velocidades y distintos tiempos. Aśı, se estimó un valor para la velocidad de 15 000 rpm.

Conocida la velocidad, se inyectaron 180µL de cada una de las muestras y del disolvente-

tampón en las celdas correspondientes y se inició el experimento de equilibrio a 4oC. Se

realizaron los scans suficientes a intervalos de 8 horas hasta que dos scans sucesivos fueran

superponibles. En total se realizaron 20 scans.

Los datos procedentes de este tipo de experimento se analizaron con el software

SEDPHAT utilizando el modelo de especies individuales no interactuantes. La Figura III.23

muestra un ejemplo de los análisis llevados a cabo. En ella se muestra el perfil experimen-

tal correspondiente al último scan junto con el perfil procedente del ajuste con SEDPHAT

para la muestra de concentración 0.6mg/mL.

Los análisis realizados con las muestras de concentración 0.3 mg/mL y 0.1 mg/mL

dieron resultados anómalos para el peso molecular (M ' 120 000Da y M ' 250 000Da,

respectivamente), lo cual es esperable en el caso de la concentración de 0.1 mg/mL según lo

visto en el experimento de velocidad de sedimentación. La anomaĺıa del valor encontrado
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Figura III.23: Perfil de concentración experimental correspondiente al último scan

(puntos azules) y ajustado mediante SEDPHAT (ĺınea continua rosa) para el caso de la

muestra de rabfilina-3A de 0.6mg/mL, ω =15 000 rpm y T =4oC.

en los experimentos correspondientes a las muestra de 0.3mg/mL podŕıa tener la misma

causa. No obstante, en el caso de 0.6mg/mL se obtiene un excelente ajuste a un sistema

monodisperso con un valor del peso molecular M =44368Da que coincide en gran medida

con el obtenido mediante los experimentos de velocidad.

III.4.3. Protéına TtCarH

Introducción

Este trabajo forma parte de una colaboración con el Área de Genética del Departa-

mento de Genética y Microbioloǵıa de la Universidad de Murcia [22]. Se va a trabajar

sobre una variedad de la protéına enzimática CarH que ha sido extráıda de la bacteria

Thermus thermophilus por primera vez y a la que se denominará TtCarH. Se pretend́ıa

demostrar, como ya se sugeŕıa en algunos trabajos [101, 102], que su actividad depende

del ligando AdoB12 y de la presencia de luz. La sensibilidad de la AUC para detectar

oligómeros hace de ella una técnica ideal para este propósito.

La TtCarH es un regulador transcripcional del ADN que controla la śıntesis de caro-

tenoides. Para realizar esta función, estas protéınas fotoreceptoras usan la 5’- desoxiade-
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nosilcobalamina (AdoB12) como un cromóforo sensible a la luz visible. En la oscuridad,

éste se une a la TtCarH fomentando la oligomerización, mejorando su unión con el ADN

y bloqueando la transcripción. Por el contrario, la luz dificulta la oligomerización debido

a la fotolisis del AdoB12.

Por un lado, se realizó el estudio de las autoasociaciones de la protéına TtCarH en

presencia y ausencia de AdoB12, y en presencia y ausencia de luz. Por otro lado, se

estudiaron las asociaciones de la protéına TtCarH con ADN, también en presencia y

ausencia de luz y de AdoB12. Para ello se llevaron a cabo experimentos de velocidad y

equilibrio de sedimentación tanto en interferencia como en absorbancia. En el caso de

interferencia, se utilizó luz en el rango del rojo (655 nm) donde el AdoB12 no absorbe ni

es fotosensible, mientras que en absorbancia se utilizaron longitudes de onda en el rango

de UV a azul/verde para las que el AdoB12 presenta absorbancia.

Método

Todas las muestras de la protéına TtCarH estaban disueltas en una disolución de

NaCl 150 mM y fosfato de sodio 50mM de pH =7.5. Los estudios de esta protéına se

realizaron a 20oC, a excepción de casos concretos que se comentarán más adelante. Las

concentraciones utilizadas en los experimentos se encontraban en el rango de 8µM hasta

160µM de protéına H6TtCarH y 0.005, 0.1 y 0.2µM de ADN. La preparación de las

disoluciones aśı como el llenado de celdas y posterior manipulación se realizaron en la

oscuridad o en presencia de luz según el fin del experimento.

Con el software SEDNTERP se calcularon la densidad (ρ=1.0099 g/mL) y la viscosidad

(η =0.0103Poise) del tampón a 20oC. Del mismo modo se calculó el volumen espećıfico

parcial de TtCarH (v̄ =0.739mL/g) a partir de su secuencia de aminoácidos. Para el

fragmento de ADN de 177 pares de bases se estima un valor de v̄ =0.55mL/g. La masa

molecular de la protéına (M =330 141Da) se determinó tanto a partir de la secuencia

de aminoácidos, sin tener en cuenta el extremo N-terminal, como con espectrometŕıa

de masas. La masa del fragmento de ADN de 177 pares de bases (M =109 414Da) fue

calculada desde la secuencia de nucleótidos.

Como ya se adelantó, se realizaron medidas de absorbancia e interferencia. Las me-

didas de absorbancia se realizaron a tres longitudes de onda distintas: 260 nm, 280nm y

522nm, a excepción de los casos que se comentarán posteriormente. Los experimentos de

velocidad de sedimentación se realizaron a 45 000 rpm usando 400µL tanto de las mues-
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tras como de la referencia. Para cada muestra, se realizaron 300 scans sin intervalo de

tiempo entre scans sucesivos. Los datos resultantes de los experimentos fueron analiza-

dos con SEDFIT utilizando el modelo de distribución continua c(s). Los experimentos de

equilibrio de sedimentación se realizaron a tres velocidades distintas comenzando por la

menor y terminando por la mayor. Para cada velocidad se realizaron los scans suficientes

a intervalos de 6 horas hasta que dos scans sucesivos fueran superponibles. En este caso

se utilizó menos cantidad de muestra que en el caso de los experimentos de velocidad de

sedimentación, 180µL. Los datos procedentes de este tipo de experimento se analizan con

el software SEDPHAT. Se utilizó bien el modelo de especies individuales no interactuantes

o el modelo de especies individuales, según el caso, para obtener el peso molecular.

El programa HYDROSUB [59] (mencionado en el Caṕıtulo II) fue empleado para el cálculo

de las propiedades hidrodinámicas de los complejos TtCarH-ADN, y el programa WORMCYL

[103] se utilizó para la simulación de propiedades hidrodinámicas de un fragmento corto

de ADN a partir de los modelos ciĺındrico y vermiforme.

Resultados

En presencia de luz, TtCarH muestra la misma conformación y estado de

oligomerización (monómeros) tanto en ausencia como en presencia de AdoB12

Con objeto de estudiar el comportamiento de TtCarH en las condiciones en las que se

ha supuesto que era inactiva (presencia de luz), se realizaron experimentos de velocidad

de sedimentación mediante medidas de absorbancia e interferencia tanto en ausencia de

AdoB12 (apo-TtCarH) como en presencia de AdoB12.

Se prepararon disoluciones de TtCarH de tres concentraciones distintas (30µM, 15µM

y 8µM) y se realizaron medidas de velocidad de sedimentación a 20oC, 45 000 rpm y a

una longitud de onda de 280nm. Al realizar el análisis de los perfiles de sedimentación

obtenidos se observa (ver Figura III.24A), para las tres concentraciones, un único pico

que se corresponde con un valor para el coeficiente de sedimentación s20,w =2.59 ± 0.04 S.

Además la calidad del ajuste es buena, como puede observarse en la Figura III.24B. Por

otro lado, el peso molecular obtenido mediante la solución de la ecuación de Lamm incluida

en el modelo c(s) de SEDFIT fue 32.1 ± 0.8 kDa, valor que coincide con el calculado a partir

de la secuencia de aminoácidos de un monómero de TtCarH (M =33.14 kDa). Utilizando

los valores de M y s20,w en las ecuaciones II.58 y II.57, y tomando un valor t́ıpico para

la hidratación δ =0.3 g/g, el valor obtenido de la función de Perrin es P =1.1, lo que
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lleva a concluir que los monómeros tienen una forma ligeramente alargada. Estos valores

aparecen recogidos al final de esta sección en la Tabla III.9.

Como los complejos AdoB12-TtCarH son los que interesan, se añadió AdoB12 a la

muestra y se purificó el complejo obtenido. Luego, se expuso la muestra durante 5 minu-

tos a la luz blanca y se midió en las mismas condiciones que la forma apo-TtCarH. Se

prepararon 3 concentraciones, 160µM, 40µM y 15µM, en el mismo tampón y a la misma

temperatura que la muestra anterior (20 oC). La velocidad del rotor también es la misma

(ω =45000 rpm). De igual modo, tanto para los experimentos de absorbancia como para

los de interferencia se observa en la distribución c(s) un único pico a s20,w =2.64S con

un buen ajuste de los perfiles de concentración (ver Figura III.24 B y Tabla III.9). De

nuevo, se obtiene un valor para el peso molecular aproximado de 31.5 ± 0.8 kDa, lo que

es indicativo de que la única especie presente a esa concentración y en esas condiciones es

el monómero. La función de Perrin obtenida en este caso es P =1.15, lo que corresponde

también a una estructura alargada.

Para confirmar los resultados obtenidos se calculó el coeficiente de sedimentación de

la protéına TtCarH suponiendo que la molécula de dicho compuesto fuera esférica, lo que

proporciona una cota superior al valor de dicho coeficiente para un peso molecular dado.

Si se considera una hidratación δ de 0.3 g(agua)/g(protéına), el coeficiente de sedimen-

tación seŕıa 3.1 S, que es mucho mayor que el obtenido experimentalmente, lo que indica

nuevamente que la molécula de TtCarH se encuentra en la disolución de manera alargada

y en estado monomérico.

La conclusión general que se puede extraer de los experimentos de velocidad de sedi-

mentación realizados con apo-TtCarH y AdoB12-TtCarH, es que ambas especies son, en

gran parte, idénticas, con un peso molecular similar, lo que indica que cualquier contri-

bución del ligando es pequeña.

Como ya se ha comentado, la longitud de onda elegida para la realización de los

experimentos fue 280nm. Sin embargo, TtCarH es fotosensible a 360, 438 y 540nm,

observándose que interrumpe la oligomerización después de ser irradiada con luz de esas

longitudes de onda. Con motivo de eliminar cualquier posible efecto en la enzima por su

exposición a la luz de 280nm empleada en el sistema de detección, y determinar si la

intensidad del láser empleado en el sistema de la ultracentŕıfuga anaĺıtica es demasiado

alta para la muestra, se repitieron los experimentos realizando la detección mediante

interferencia, donde la exposición a la luz es mucho menos prolongada, y la longitud de

onda utilizada es 655nm (CarH no absorbe a esa longitud, como se muestra en [101]).
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Figura III.24: A) y B) Experimentos de velocidad de sedimentación (ω =45 0000 rpm y T =20oC) en

modo absorbancia (λ=280 nm) con la protéına TtCarH: A) en ausencia de AdoB12 (apo-TtCarH) y

B) en presencia de AdoB12 (AdoB12-TtCarH) tras haber sido expuesta a luz blanca. A la izquierda se

muestran los perfiles de concentración para: A) 30µM y B) 40µM. Debajo de dichas figuras se muestran

los residuales. A la derecha se muestran las distribuciones c(s) correspondientes a las muestras de

concentración: A) 30 µM (rojo), 15µM (azul) y 8µM (negro), y B) 40 µM (rojo) y 10 µM (azul). C)

Experimentos de equilibrio de sedimentación en modo interferencia (655 nm) con 22µM de apo-TtCarH

a 20oC y a tres velocidades: 10 000 rpm (ćırculos naranjas), 15 000 rpm (ćırculos verdes) y 20 000 rpm

(ćırculos morados). Las ĺıneas continuas se corresponden con el mejor ajuste obtenido con SEDPHAT

(modelo de especies discretas para dos especies). Los residuales se muestran en la parte de abajo.
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Las distribuciones del coeficiente de sedimentación reproducen exactamente las obte-

nidas mediante los experimentos de absorbancia en todos los casos, con lo que se concluye

que el tamaño y la forma de la part́ıcula no se ven afectadas por la radiación de 280nm

utilizada para las medidas de absorbancia, siendo ambos métodos adecuados para la rea-

lización de estudios de ultracentriguación anaĺıtica de apo-TtCarH y AdoB12-TtCarH

en presencia de luz. Esto, como se verá posteriormente, es más evidente en el caso del

tetrámero, al ser esta forma oligomérica sensible a la radiación de la luz azul.

Además de los experimentos de velocidad de sedimentación, se realizaron experimentos

de equilibrio con el objetivo de determinar de una manera más exacta el peso molecular

flotante de TtCarH en esas condiciones.

Se realizaron experimentos de equilibrio de sedimentación a varias velocidades, donde

se analizan tanto la forma apo-TtCarH a concentraciones diferentes (30µM y 22µM) como

los complejos formados entre TtCarH y AdoB12 después de la exposición a la luz blanca a

dos concentraciones distintas (50µM y 38µM). Los valores para el peso molecular fueron

calculados con SEDPHAT directamente del ajuste global de los tres perfiles de concentración

en equilibrio a las tres velocidades. La media de dichos valores fue, 32.6 ± 0.3 kDa y

30 ± 3 kDa para apo-TtCarH y TtCarH con AdoB12 y luz, respectivamente (ver Tabla

III.9). Estos resultados muestran un excelente acuerdo con los valores estimados mediante

experimentos de velocidad aśı como con los calculados a partir de la secuencia para una

especie monomérica. En la Figura III.24C se muestra un experimento de equilibrio de

sedimentación, realizado a varias velocidades, de la muestra de la forma apo-TtCarH de

concentración 22µM.

TtCarH es un tetrámero en presencia de AdoB12 solo cuando no está expuesto

a la luz azul

Una vez realizado el estudio de la protéına TtCarH en ausencia de AdoB12 y con

AdoB12 en presencia de la luz, se estudió el comportamiento de la misma en condiciones

de oscuridad mediante experimentos de ultracentrifugación anaĺıtica, con el fin de evaluar

si es estable como monómero o forma estados de alto nivel de oligomerización.

Los estudios de velocidad de sedimentación tanto de interferencia como de absorbancia

fueron realizados con un cuidado extremo para que la muestras no tuviesen exposición

alguna a la luz. Debido a ello todo el proceso de manipulación de las mismas, de carga

de las celdas y de la alineación de éstas con el rotor, se realizó con una lámpara de luz
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roja (λ > 650 nm) de baja intensidad, evitando aśı la exposición a la luz que podŕıa

causar la fotolisis de AdoB12 y que consecuentemente afectaŕıa a la oligomerización de

AdoB12-TtCarH.

Figura III.25: A) Experimentos de velocidad de sedimentación (ω =45 000 rpm y T =20oC) en modo

absorbancia (λ= 522nm) con AdoB12-TtCarH en condiciones de oscuridad. En la parte izquierda se

muestran los perfiles de concentración para una muestra de 40µM. Debajo de dichas figuras se muestran

los residuales. A la derecha se muestran las distribuciones c(s) correspondientes a las muestras de

concentración 160µM (rojo), 40µM (azul) y 10 µM (negro). Las ĺıneas de puntos se corresponden con

la distribución mostrada en la Figura III.24 para la forma apo-TtCarH (30 µM) y AdoB12-TtCarH

tras exposición a la luz (40µM). B) Experimentos de equilibrio de sedimentación de la muestra de

50µM de TtCarH en presencia de AdoB12 en condiciones de oscuridad a tres velocidades: 10 000 rpm

(ćırculos morados), 15 000 rpm (ćırculos naranjas) y 20 000 rpm (ćırculos verdes). Las ĺıneas continuas

se corresponden con el mejor ajuste obtenido con SEDPHAT (modelo de especies discretas para dos

especies). Los residuales se muestran en la parte de abajo.

112



III.4. EXPERIMENTOS CON OTRAS PROTEÍNAS

El proceso de sedimentación de las part́ıculas se siguió mediante medidas de absor-

bancia a tres longitudes de onda. A 260nm para comparar los resultados obtenidos con

los de la siguiente sección; a 280nm a la que absorben protéına y ligando, y a 522nm,

longitud de onda a la que únicamente absorbe el ligando AdoB12. Al igual que en los

estudios anteriores, para confirmar que esas longitudes de onda no afectan al proceso se

repiten los experimentos con interferencia y se observan las diferencias en los resultados

para el número de especies o la distribución de pesos moleculares.

Las concentraciones de AdoB12-TtCarH utilizadas para los experimentos de velocidad

de sedimentación fueron 160µM, 40µM y 10µM. Estos experimentos fueron analizados

con el software SEDFIT utilizando la distribución c(s). En las funciones de distribución

c(s) que se muestran en la Figura III.25A se observa un pico en torno a 6.2–6.4 S para las

tres concentraciones, por lo que no aparece una dependencia con la concentración. Para

la mayor concentración utilizada (160µM) aparecen otros picos a mayores coeficientes

de sedimentación que probablemente se deban a agregados pero que están en muy poca

proporción.

Hay que destacar que los resultados que se obtienen para las medidas de absorbancia a

522nm (Figura III.25A) son similares a los obtenidos para 260nm y 280nm. Solo AdoB12

absorbe en esta región. La intensidad de la señal depende de la concentración y también

del coeficiente de absorción a esa longitud de onda, pero la posición del pico no cambia

con respecto a las de 260 y 280nm. Esto indica que las especies que se observan son las

mismas a 522nm, por tanto la complejación entre AdoB12 y TtCarH es total y la única

especie disponible a esa concentración sedimenta conjuntamente con AdoB12 como un

tetrámero de TtCarH (s20,w =6.2 S).

Utilizando un valor medio de 6.25 S para s20,w y un peso molecular de 138 kDa, cuatro

veces el peso molecular del monómero (M =35.4 kDa), se realiza el análisis de la función

de Perrin como en los casos anteriores, obteniéndose P =1.6. La anisotroṕıa de la forma

tetramérica es, por tanto, semejante a la de las formas monoméricas (apo-TtCarH y

AdoB12-TtCarH con luz). Esto permite suponer que el tetrámero no debe ser mucho

más elongado que el propio monómero. Del conocimiento previo de la hidrodinámica de

oligómeros compuestos por subunidades esférico-elipsoidales [104–107], se sospecha que

una disposición en la que estas subunidades se agrupen lateralmente entre śı seŕıa más

probable que una disposición lineal de las mismas.

Esto demuestra que el pico principal observado en la distribución de los coeficientes de

sedimentación se corresponde, con un alto grado de precisión, con una especie tetramérica,
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y que esta especie es estable en el rango de concentraciones estudiado, desde 10µM a

60µM, dando esto una idea de la fuerte estabilidad del tetrámero cuando TtCarH está en

presencia de AdoB12. La especie tetramérica adopta una forma más esférica y compacta

que la monomérica, lo que se comprueba por el buen acuerdo entre el modelo esférico y

el coeficiente de sedimentación observado.

Con objeto de definir las especies tetraméricas y confirmar los resultados de los ex-

perimentos de velocidad de sedimentación, se realizaron experimentos de equilibrio de

sedimentación de cinco muestras de 125µM, 50µM, 40µM, 20µM y 10µM de TtCarH a

múltiples velocidades (10 000, 15 000 y 20 000 rpm) en condiciones de oscuridad y a 20oC.

Después de 6 d́ıas, los equilibrios se analizaron con el modelo de una y dos especies dis-

cretas de SEDPHAT encontrando una única especie de 122 ± 11 kDa (ver Figura III.25B y

Tabla III.9).

Los análisis de los datos de experimentos de equilibrio de sedimentación obtenidos

mediante el modo de absorbancia a 280nm o 522nm y para concentraciones de protéına

de 40µM y 10µM indican la existencia de una sola especie con un peso molecular de

121 ± 14 kDa similar al obtenido por interferencia a 655nm. Esto sugiere que el modo de

absorbancia es adecuado para realizar estudios de ultracentrifugación anaĺıtica en la oscu-

ridad de la especie sensible a la luz AdoB12-TtCarH. Este peso molecular estimado desde

experimentos de equilibrio de sedimentación para AdoB12-TtCarH en la oscuridad es algo

menor que el calculado para un tetrámero aśı como al estimado mediante experimentos de

velocidad. Una posible razón de la disminución del peso molecular de la protéına puede ser

la tendencia de la protéına a degradarse parcialmente. Este hecho ocurre ocasionalmente

durante los experimentos de equilibrio debido a su larga duración.

La unión de TtCarH a un fragmento de ADN en la oscuridad tiene lugar en

su estado tetramérico

Por último, se realizó el estudio mediante ultracentrifugación anaĺıtica, en presencia

y ausencia de luz, del comportamiento en disolución de AdoB12-TtCarH cuando está

presente un fragmento de ADN (que contiene la secuencia del operador TtCarH). Se

decidió realizar experimentos de velocidad de sedimentación en las mismas condiciones

que los realizados anteriormente: 45 000 rpm, 20oC y medidos en modo absorbancia a

258nm y 280nm (no se realizó a 522nm porque el ADN no absorbe a dicha longitud

de onda). Los casos estudiados fueron los siguientes: a) fragmento de ADN, b) ADN en
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presencia de 10µM de AdoB12-TtCarH tanto en la oscuridad como expuesto a la luz, y c)

ADN en presencia de apo-TtCarH. En todos los casos se utilizaron dos concentraciones

de ADN, 0.1µM y 0.2µM.

Tras realizar el análisis con el modelo de distribución continua c(s) de SEDFIT de los

datos procedentes de los experimentos de velocidad de sedimentación de las dos muestras

de ADN (caso “a”) a las dos longitudes de onda utilizadas, se observó un único pico

estrecho (ver Figura III.26A), lo que indica la existencia de una única especie. Dicho pico

se corresponde con un valor de s20,w =5.2 ± 0.1 S.

Para comprobar si el coeficiente de sedimentación del fragmento de ADN obtenido

a partir de nuestros experimentos coincide con el predicho mediante modelado compu-

tacional, se utilizaron dos modelos hidrodinámicos alternativos, el ciĺındrico y el de ca-

dena vermiforme, junto con los programas desarrollados por el Grupo de Investigación

HYDROSUB y WORMCYL. El ADN utilizado en el experimento realizado contiene 177 pares

de bases y puede ser caracterizado por los siguientes parámetros del modelo vermiforme:

longitud de contorno L=60nm y longitud de persistencia a=55nm. Como puede com-

probarse, la relación entre dichos valores es próxima a la unidad, por lo que el ADN se

comporta como una varilla muy larga pero todav́ıa ŕıgida que puede modelarse como un

cilindro [108]. Además, para cualquier ADN doble-helicoidal, la masa por unidad de longi-

tud es ML =1950Da/nm y el diámetro hidrodinámico es d=23nm [108]. Con los valores

de d, L, a, ML y la teoŕıa de cilindros [109] se obtiene un coeficiente de sedimentación de

5.3 S, lo que confirma que el pico observado en los resultados de nuestros experimentos

se corresponde con el fragmento de 177 pares de bases de ADN. Asimismo, el peso mole-

cular estimado a partir de nuestros experimentos de velocidad de sedimentación, 112 kD,

muestra un buen acuerdo con el valor obtenido para el fragmento de 177 pares de base de

ADN, que es aproximadamente 109 kDa.

Tal y como puede observarse en las Figuras III.26B y III.26C, los resultados obtenidos

después del análisis de los perfiles de concentración procedentes de los experimentos de

las muestras de ADN con AdoB12-TtCarH (caso “b”) son más complejos. En todos ellos

pueden observarse dos picos con s20,w =6.11S y s20,w =7.90S. Además, existe la evidencia

de una tercera especie con coeficiente de sedimentación de s20,w =11.0 S.
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Figura III.26: Experimentos de velocidad de sedimentación (ω =45000 rpm, T =20oC, λ=260nm)

de: A) fragmento de ADN de 177 pares de bases en presencia del operador TtCarH, B) muestra de

AdoB12-TtCarH y del fragmento de ADN de 177 pares de bases, y C) misma muestra que en B) en

condiciones de oscuridad. A la izquierda se muestran los perfiles de concentración para: el caso A) de

0.1µM de ADN; los casos B) y C) de 10µM de protéına y 0.1µM de ADN. Debajo de dichas figuras

se muestran los residuales. A la derecha se muestran las distribuciones c(s) correspondientes a: el caso

A) para muestras de concentración 0.1µM (azul) y 0.2µM (rojo); los casos B) y C) para muestras

medidas a 260nm (ĺınea roja) y 280 nm (ĺınea azul).
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Debido a la falta de resultados concluyentes, se realizó un cálculo con HYDROSUB para

estimar el coeficiente de sedimentación de las especies presentes. Para realizar dicho cálculo

se consideró AdoB12-TtCarH en su estado tetrámerico modelado como una esfera de radio

equivalente 37.7 Å (estimado a partir del peso molecular del tetrámero añadiendo un gra-

do de hidratación δ =0.3 g/g) unido a una molécula de ADN ciĺındrica de 600×22 Å. La

Figura III.27 muestra una imagen del modelo que se acaba de describir, el cual fue gene-

rado y utilizado por HYDROSUB para realizar el cálculo del coeficiente de sedimentación del

complejo de ADN con AdoB12-TtCarH en las mismas condiciones en las que se realizó el

experimento de ultracentrifugación anaĺıtica resultando s20,w =8.00S. Este resultado per-

mite deducir que la segunda especie observada en nuestros experimentos (s20,w =7.90S)

se corresponde con el complejo formado entre el tetrámero de AdoB12-TtCarH y el frag-

mento de ADN de 177 pares de bases. De la misma manera se concluye que el valor de

s20,w =6.11S se correspondeŕıa con el exceso de protéına añadido mientras que el valor de

s20,w =11.4 S puede ser asignado a distintas especies remanentes. Probablemente hay una

especie de mayor estado de oligomerización de AdoB12-TtCarH que está unida al ADN.

Figura III.27: Imagen del modelado del complejo de ADN con AdoB12-TtCarH nece-

sario para realizar el cálculo del coeficiente de sedimentación del mismo con el soft-

ware HYDROSUB. El cilindro representa el segmento de ADN y la esfera a la protéına

AdoB12-TtCarH en su estado tetramérico.

Los análisis de los experimentos de velocidad de sedimentación de las muestras que

contienen 0.1µM de ADN y 10µM de AdoB12-TtCarH expuesto a la luz (Figura III.26C)

revelan la existencia de una especie con s20,w =2.47S que podŕıa ser la protéına libre

sin unirse a ADN, ya que es un valor próximo al obtenido para AdoB12-TtCarH (Figura

III.26B y Tabla III.9). También puede detectarse una significativa población de especies

con s20,w =6.43S, y otra con s20,w =4.7 S. Ninguno de esos picos aparece en las muestras

de ADN solo (s20,w ≈ 5.2 S) o en la protéına sola expuesta a la luz (Figura III.26C). La

aparición únicamente en la muestra que contiene ADN junto con el exceso de protéına

sometida a la luz sugiere que estas especies puedan ser complejos de ADN-protéına de

menores tamaños que el tetrámero formado en la oscuridad. La especie de 6.4 S puede

corresponderse con un complejo de ADN con dos monómeros de protéına. El cálculo
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con HYDROSUB, donde se modelan los dos monómeros de protéına como esferas de radio

24.2 Å ligados a un cilindro de ADN, muestra un coeficiente de sedimentación de 6.49 S.

Muestra

V E

c / µM
s20,w/ S

c / µM M / kDa
ABS IF

apo-TtCarH

30 2.60 2.59 30 32.6 ± 0.3

15 2.57 2.58 22

8 2.58 2.62

0 s20,w=2.59

P = 1.11 p ≈ 3.0

AdoB12-TtCarH (luz)

160 2.56 ± 0.14 - 50 30 ± 3

40 2.63 ± 0.13 2.76 38

10 2.61 ± 0.12 2.68

0 s20,w=2.64

P = 1.15 p ≈ 3.5

AdoB12-TtCarH (oscuridad)

160* 6.39 6.24 50c, 40c 122 ± 11c

40* 6.34 6.21 20c, 10c

10 6.31 125d 121 ± 14c

0 s20,w=6.25 38d

P = 1.16 p ≈ 3.7

ADN

0.1 5.19 - 122 ± 6

0.2 5.16 -

Modelo ciĺındrico, predicción:

s20,w=5.3

apo-TtCarH + ADN

10a 2.31 2.29

0.05b 4.40 4.50

6.87 6.83

Ver texto

AdoB12-TtCarH + ADN (luz)

10a 2.47 2.46

0.1b 4.67 4.80

6.43 6.49

Ver texto

AdoB12-TtCarH + ADN (oscuridad)

10a 6.11f

0.1b 7.90g

11

HYDROSUB

s20,w=8.0

Tabla III.9: Resumen de los resultados obtenidos en los análisis de los experimentos de

velocidad y equilibrio de sedimentación para la protéına TtCarH. V: experimentos de

velocidad de sedimentación. E: experimentos de equilibrio de sedimentación. *10 % de

especies con s20,w (promedio) = 9.4. a TtCarH; b ADN; c Interferencia; d Absorbancia;
f Asignado a AdoB12-TtCarH; g Asignado a AdoB12-TtCarH + complejo de ADN.
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Los experimentos de velocidad de sedimentación de las disoluciones que contienen

0.1µM de ADN y 10µM apo-TtCarH (caso “c”) dan resultados similares. Una especie

mayoritaria que se puede asignar a la protéına libre (s20,w =2.31S), y una segunda pobla-

ción significativa con s20,w =6.87S que puede ser un complejo de ADN con dos monómeros

de apo-TtCarH. Además, aparecen en menor cantidad especies indeterminadas con s20,w

en torno 4.4 S.

En resumen, los experimentos de ultracentrifugación anaĺıtica sugieren que tanto apo-

TtCarH y el complejo AdoB12-TtCarH en presencia de luz pueden unirse con el ADN,

pero el complejo que se forma es significativamente más pequeño que el complejo que se

forma en la oscuridad entre el tetrámero de AdoB12-TtCarH y el ADN.

Como conclusión, se muestra a modo de resumen la Tabla III.9, en la que quedan

recogidos los valores de los coeficientes de sedimentación y los pesos moleculares proce-

dentes de los experimentos de velocidad y de equilibrio de sedimentación realizados para

la protéına TtCarH.
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Caṕıtulo IV

Predicción de experimentos de

sedimentación. I. Sistemas

homogéneos

En este caṕıtulo y en el siguiente se describirán procedimientos para predecir teórica-

mente el resultado de un experimento de sedimentación. En éste, los principios y métodos

básicos se describen para el caso de un sistema homogéneo con un solo tipo de soluto.

Aśı, las concentraciones másica y molar son proporcionales entre śı, y a su vez ambas

son proporcionales a cualesquiera formas de expresar la señal óptica. Las relaciones de

proporcionalidad involucran los valores de M y/o q, que son fijos para el único solu-

to. La relación señal-concentración (ecuación II.13) es trivialmente una proporcionalidad

z(r, t) = [q/Mα] c(r, t) donde el factor [q/Mα] viene dado por las caracteŕısticas del soluto

y el tipo de detección; por ejemplo, z(r, t) = lεc(r, t) en absorbancia (ecuación II.2), o

z(r, t) = (l/λ) (dn/dc) c(r, t) en interferencia (ecuación II.4). Por tanto, se hace referencia

genéricamente a una concentración c(r, t) que represente a cualquiera de las concentracio-

nes, másica o molar, o de las señales.

El planteamiento básico en la explicación de los experimentos de centrifugación anaĺıtica

estriba, como ya se ha descrito en el Caṕıtulo II, en el balance entre un transporte deter-

minista asociado a la centrifugación y un transporte asociado a la difusión browniana que,

necesariamente, ha de ocurrir de manera simultánea. El primero de ellos tiene un trata-

miento relativamente trivial, el de la velocidad de sedimentación. En cuanto al proceso

difusivo, de manera clásica – y que se sepa, hasta el presente trabajo – se ha caracterizado
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mediante las leyes de Fick que están asociadas al gradiente macroscópico de concentración

que la sedimentación provoca. La conjunción de estos dos enfoques da lugar a la ecuación

de Lamm (ecuación II.53), descrita en el Caṕıtulo II, en cuya solución (que no tiene so-

lución anaĺıtica explićıta, y cuya solución numérica es extremadamente problemática) se

han basado hasta ahora todos los métodos de tratamiento de datos de ultracentrifugación

anaĺıtica.

En el presente trabajo se va a introducir una novedad conceptual, que modifica to-

talmente la metodoloǵıa. Consiste en tratar la difusión como un proceso microscópico

regido por las leyes del movimiento browniano. El conjunto del fenómeno de sedimenta-

ción es tratado con este enfoque: las moléculas de soluto son part́ıculas que se mueven

bajo el efecto simultáneo de (a) una fuerza centŕıfuga, determinista, y (b) un movimiento

aleatorio, browniano, independiente del anterior y superponible con él.

Con el objeto de evaluar los resultados para los perfiles de concentración c(r, t) ob-

tenidos por nuestros nuevos procedimientos de dinámica browniana, que se expondrán a

continuación, se va a usar como referencia los que se obtienen de una solución numérica ri-

gurosa de la ecuación de Lamm. Como ya se indicó, a efectos de comparación y validación,

son muchos los protocolos que se han propuesto para esta solución [46], pero el que nos

parece más apropiado es el que, con base en una idea original de Claverie [32] ha sido im-

plementado por Schuck y colaboradores en el amplio paquete de software SEDFIT [27,110],

presentado en la última sección del Caṕıtulo II. Para algunos propósitos en los que in-

terese un cálculo rápido, se podrá utilizar también la ecuación de Faxén (ecuación II.56),

recordando lógicamente cuáles son sus diversas limitaciones.

IV.1. Simulación de dinámica browniana

En nuestra concepción del método de simulación de dinámica browniana para predecir

la evolución de un sistema de part́ıculas al ser centrifugado, se considera el sistema como

un gran número de part́ıculas que, inicialmente (t = 0), están distribuidas en la celda de

una forma determinada (lo más habitual es que estén distribuidas uniformemente, salvo

en experimentos especiales).

Las part́ıculas se moverán bajo la influencia de la fuerza centŕıfuga y del movimiento

browniano. Como se están considerando part́ıculas no interactuantes, la trayectoria de

una part́ıcula es independiente de las demás, siendo función del coeficiente de difusión, D,
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y de la fuerza, F , que actúa sobre la misma. Se trata de encontrar un algoritmo que genere

la trayectoria de cada una de estas part́ıculas, evaluando su posición en cada momento.

Aśı se podrá determinar, en cada momento, como están las part́ıculas distribuidas en la

célula y calcular los perfiles de concentración c(r, t) y de la señal registrada, z(r, t).

IV.1.1. Dinámica browniana: version lineal-monodimensional

Se considera el movimiento de las part́ıculas a lo largo de una coordenada, x, que

después se identificará con la dirección radial. Se puede empezar a afrontar el presente

problema con un procedimiento basado en un algoritmo simple en el cual la duración

de un paso es bastante pequeña, dt. Es habitual en dinámica browniana que el paso sea

suficientemente pequeño para que las condiciones en las que se encuentra la part́ıcula

en ese paso discreto – que en este problema se concretan en la fuerza centŕıfuga que

experimenta – no cambien mucho, pues en la centrifugación dicha fuerza vaŕıa con la

posición, F = ω2mbr. Entonces, la dinámica de una part́ıcula individual (que no interactúa

con las demás) puede simularse mediante el algoritmo:

x(t + dt) = x(t) + dxsed + dxbrow (IV.1)

donde x(t + dt) es la posición después de un paso browniano de duración dt, a partir

de una posición inicial x(t), y donde el desplazamiento sedimentante viene dado por el

término

dxsed = sω2xdt (IV.2)

donde sω2x es la velocidad en el instante inicial del paso. El segundo sumando es un

desplazamiento aleatorio browniano monodimensional, que según la ley de Einstein en una

dimensión será un número aleatorio con distribución gaussiana de media cero y varianza

〈(dxbrow)2〉 = 2Ddt (IV.3)

Aunque se han tenido en cuenta, los efectos terminales en los ĺımites de la celda

(menisco y fondo) no tienen demasiada importancia. Para el problemático movimiento

browniano cerca de los ĺımites y de las paredes, se adopta un criterio ad hoc. En cuanto

al menisco, si para una part́ıcula resultase x < rm (“se ha salido de la disolución”), se

tomará x = rm. Nótese que esto ocurrirá raras veces, sólo al principio de la sedimentación
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y con las part́ıculas que se encontrasen muy próximas al menisco (solo afectará a t ' 0 y

x ' rm). En cuanto al fondo de la celda, se asume que las part́ıculas rebotan en el fondo

de la misma. Cuando para una part́ıcula se hace x > rb, se la introduce hacia dentro tanto

como se ha salido, tomando en lugar de esa x el valor x− 2(x− rb) o, lo que es lo mismo,

2rb − x. Se anticipa aqúı que, en los procesos de análisis de perfiles de sedimentación

experimentales, los tiempos iniciales y los valores de x (posteriormente denotados como

r) próximos a los ĺımites suelen ser descartados.

Es habitual en simulaciones de dinámica (molecular, browniana, etc) usar pasos dt

cortos para evitar efectos asociados con la discretización del tiempo, y por si hubiera

alguna magnitud que, durante un paso largo, variase apreciablemente. Sin embargo, esto

no ocurre – por lo menos en este primer planteamiento – con nuestro problema. La ecuación

diferencial estocástica IV.1 contiene la adición de dos términos bien diferenciados, que se

pueden integrar por separado, de acuerdo con su naturaleza, por lo cual será posible

utilizar una duración del paso más grande, ∆t, y escribir el desplazamiento a lo largo de

ese paso de larga duración como la suma de dos términos:

x(t + ∆t) = x(t) + ∆xsed + ∆xbrow (IV.4)

En cuanto al desplazamiento debido a sedimentación (determinista, no estocástico), se

integra fácilmente para un intervalo de tiempo entre t y t + ∆t resultando

∆xsed = x(t)
[

1− exp(sω2∆t)
]

(IV.5)

Por otro lado, gracias a la naturaleza fractal del movimiento browniano, los pasos

brownianos siguen la misma ley a lo largo del tiempo independientemente de cuan larga

sea su duración, de manera que la ecuación IV.3 sigue siendo aplicable en un intervalo

largo. Por tanto, ∆xbrow será un número aleatorio con media cero y varianza:

〈(∆xbrow)2〉 = 2D∆t (IV.6)

Por ello, el algoritmo basado en las ecuaciones IV.4, IV.5 y IV.6 puede ser aplicable

arbitrariamente para pasos de larga duración (incluso para pasos tan grandes como el

intervalo de tiempo, τ , entre los registros del perfil en un experimento real). Tan solo

hay un detalle que puntualizar: cuando la molécula está muy próxima al menisco o al

fondo de la célula es cuando el paso largo puede introducir errores. Esto afectará a los

valores del perfil de concentración en puntos próximos a uno de esos dos extremos. Pero
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se insiste en que en el análisis práctico de los experimentos reales, estas zonas extremas de

la célula no son tenidas en detallada consideración, pues también hay efectos terminales

experimentales, por lo que esta excepción es irrelevante.

IV.2. Método de simulación

IV.2.1. Aspectos generales

Se considera que la célula se carga inicialmente de manera homogénea, con una diso-

lución de concentración c0, de manera que c(r, 0) = c0.

En la simulación el soluto está representado por un gran número de part́ıculas, Npart.

Sus posiciones estarán comprendidas entre el menisco, rm, y el fondo de la celda, rb.

Se considera este rango dividido en un elevado número de intervalos, Nr, de anchura

χ = (rb − rm)/Nr . El intervalo i estará situado entre ri − χ y ri, siendo ri = iχ + rm. La

simulación durará un tiempo trun, y será discretizada en un número suficiente de instantes,

Nt, correspondiendo el instante j al tiempo tj = jτ , siendo τ el intervalo entre instantes,

τ = trun/Nt. La concentración en función de la posición y del tiempo, c(ri, tj), estará

relacionada con el número de moléculas que se encuentran en el intervalo i a tiempo j,

n(i, j).

Para cada part́ıcula, se asigna una posición inicial como se describirá después. En

t = 0 arranca la centrifugación con una velocidad angular, ω. Mediante el algoritmo antes

descrito se determina su trayectoria. Aśı, para cada instante de tiempo considerado, j, se

determina en qué intervalo de la célula, i, se encuentra la part́ıcula a partir de su posición,

acumulándose una unidad en el contador de part́ıculas: n(i, j)← n(i, j) + 1. (Nótese que

en cualquier instante j, se deber cumplir que la suma de los números de part́ıculas que

hay en cada intervalo es
∑

i n(i, j) = Npart).

Siendo éstos aspectos generales del método, los dos siguientes son espećıficos de la geo-

metŕıa de la célula: la asignación de posiciones iniciales a las part́ıculas y cómo relacionar

n(i, j) con c(ri, tj).

IV.2.2. Versión simplificada monodimensional

Si se considerase una célula con forma de paraleleṕıpedo (sección trasversal A) y con

las trayectorias de las moléculas no dirigidas en direcciones radiales, sino todas paralelas
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(como si la sedimentación transcurriera en una cubeta cuadrada bajo la acción de la

gravedad), esos aspectos restantes son extremadamente sencillos.

En primer lugar, siendo constante la sección transversal, la posición inicial de las

part́ıculas es uniformemente aleatoria entre rm y rb. Entonces, el valor a asignar seŕıa

r0 = rm + u(rb − rm), siendo u un número aleatorio con distribución uniforme u ∈ (0, 1).

Además, la concentración en cada intervalo seŕıa proporcional al número de part́ıculas

que hay en él. En una célula de sección constante (independientemente de r) igual a A

y de longitud rb − rm, la relación inicial entre la concentración y el número de part́ıculas

por unidad de volumen es:

c0 = Q
Npart

A(rb − rm)
(IV.7)

siendo Q cierta constante de proporcionalidad. Esta misma proporcionalidad se aplicaŕıa

a una franja de grosor χ, de manera que:

c(ri, tj) = Q
n(i, j)

Aχ
(IV.8)

de donde se desprende:

c(ri, tj)

c0
=

(rb − rm)n(i, j)/Npart

χ
(IV.9)

IV.2.3. Versión rigurosa, con geometŕıa radial

Como se indica en la Figura II.10, la celda de la ultracentŕıfuga tiene forma de sector

truncado de un disco, lo que provoca el efecto de la dilución radial. La sección transversal

de la célula, a una distancia ri del rotor, ahora depende de r, siendo igual a A = φhri,

donde φ es el ángulo del sector que comprende la celda, y h su altura (Figura II.10). Si,

como se ha indicado, el rango de distancias r se ha dividido en intervalos de anchura χ, y h

es la altura de la célula, el volumen de una porción situada a una distancia ri (i = 1, ...Nr)

comprendida entre ri y ri + χ es φhχri.

En función de esta geometŕıa de la célula se introducen variantes en cuanto a los dos

aspectos señalados al final del apartado IV.2.1. En primer lugar, en cuanto a la distribución

inicial de las part́ıculas, antes de centrifugar, cuando la concentración es uniforme en toda

la celda, la cantidad de moléculas que hay a una distancia r es proporcional al volumen de

la franja comprendida entre r y r+dr, que es φhrdr, y por ello dicho número de moléculas,
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o la probabilidad p(r) de que una molécula se encuentre inicialmente a la distancia r, es

proporcional a r. Aplicando la condición de normalización,

∫ rb

rm

p(r)dr = 1 = const
∫ rb

rm

rdr (IV.10)

resulta

p(r) =
2

r2
b − r2

m

r (IV.11)

En este caso, para generar la posición inicial de una part́ıcula de manera que se obedez-

ca esta densidad de probabilidad, se sigue el procedimiento general para una distribución

arbitraria, consistente en considerar la función de distribución acumulativa,

F (r) =
∫ r

rm

p(r)dr =
r2 − r2

m

r2
b − r2

m

(IV.12)

Se genera un número aleatorio uniforme u ∈ (0, 1), se iguala a F (r) y se obtiene el r

correspondiente,

r =
√

u(r2
b − r2

m) + r2
m (IV.13)

apreciándose que resultará r ∈ (rm, rb).

Sabiendo cómo generar la posición inicial de la una part́ıcula, su trayectoria browniana

se genera como en el caso monodimensional. La coordenada x es ahora la distancia radial

r. Cabe indicar que en tres dimensiones hay también difusión en las otras dos dimensiones;

sin embargo, esta difusión no produce cambios en la distribución radial del número de

moléculas o de la concentración, por lo que se puede ignorar. El algoritmo de generación

de la trayectoria es el indicado en el apartado IV.1.1, con las ecuaciones IV.1, IV.2 y

IV.3 para pasos cortos, o las ecuaciones IV.4, IV.5 y IV.6 para pasos largos, poniendo r

en lugar de x. Como alĺı se indicó, para cada part́ıcula de un total de Npart se hace la

simulación, tras lo cual se dispone de la distribución de las moléculas en los intervalos de

la célula a lo largo del tiempo, n(i, j).

La otra variante debida a la geometŕıa de sector es que, al tener en cuenta la dilución

radial, la concentración no es simplemente proporcional a n(i, j). Dado que el volumen

de la franja de grosor χ a la distancia ri es φhχri, el número de part́ıculas simuladas por

unidad de volumen valdrá n(i, j)/φhχri, y la concentración ha de ser proporcional a este

valor,
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CAPÍTULO IV. PREDICCIÓN DE EXPERIMENTOS DE SEDIMENTACIÓN. I.
SISTEMAS HOMOGÉNEOS

c(ri, tj) = Q
n(i, j)

φhχri
(IV.14)

siendo Q cierta constante de proporcionalidad. Inicialmente, antes de centrifugar, la con-

centración es c(r, 0) = c0, uniforme en toda la célula, y el número de part́ıculas por unidad

de volumen se obtiene dividiendo el número de part́ıculas Npart por el volumen de la célula,
1
2
φh(r2

b − r2
m). En este caso la relación de proporcionalidad es:

c0 = Q
2Npart

φh(r2
b − r2

m)
(IV.15)

y combinando la ecuación IV.14 con la ecuación IV.15 se obtiene finalmente,

c(ri, tj)

c0
=

(r2
b − r2

m)

2χ

n(i, j)/Npart

ri
(IV.16)

que establece la relación entre la fracción de las part́ıculas simuladas que se encuentran

en el intervalo, n(i, j)/Npart, y la concentración relativa al valor inicial, c(ri, tj)/c0. Nótese

cómo, aparte de diversas constantes instrumentales o de simulación, la concentración no

está determinada por n(i, j) sino por n(i, j)/ri.

Una verificación apropiada de la ecuación IV.16 es la siguiente. Inicialmente (t = 0),

el número de moléculas en cada franja, n(i, 0) es igual al número de moléculas Npart

multiplicado por la probabilidad de que una molécula se encuentre en esa franja, p(ri)dr,

o p(r)χ en forma discreta. Según la ecuación IV.11 dicho número vale, 2Npartχri/(r
2
b−r2

m).

Sustituyendo en la ecuación IV.16 se encuentra c(ri, tj)/c0 = 1, como debe ser.

IV.2.4. Procedimiento y parámetros de la simulación

Si trun es el tiempo total del experimento (normalmente, algunas horas), la simulación

para cada part́ıcula consiste en un número de pasos Nsteps = trun/∆t. Para fines en los

que se necesite registrar el perfil de concentración, el número de registros que hay que

utilizar (scans en experimentos de ultracentrifugación anaĺıtica) es igual a Nscans = trun/τ .

Nscans puede ser igual a Nsteps si se registran todos los pasos, o un divisor entero con

Nsteps/Nscans = τ/∆t, debiendo ser τ igual o multiplo entero de ∆t. Aśı, en un instante j

se observa la distancia radial, y por lo tanto el ı́ndice i, del tramo en el que la part́ıcula

se encuentra en ese instante, acumulándose una unidad en el contador n(i, j). Repitiendo

esto para muchas part́ıculas, al final el contador n(i, j) indicará el número de part́ıculas

que estaban en la posición ri en el instante tj. Habiendo prefijado la concentración inicial
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c0, mediante la ecuación IV.16 se determina c(ri, tj), y a partir de ésta, se calcula la

contribución a la señal, z(ri, tj) mediante la ecuación II.13.

Los datos empleados en las simulaciones reflejan los utilizados en experimentos reales

de ultracentrifugación anaĺıtica. La geometŕıa de la celda viene dada por rm =5.80 cm,

rb =7.20 cm, y un ángulo del sector φ=3grados (0.052 radianes). La velocidad del rotor, ω,

y la duración del experimento, trun, dependen tanto de la molécula que se está simulando

como del modo (velocidad o equilibrio) del experimento. Se ha encontrado que Npart =105

es un número de part́ıculas suficiente para obtener un nivel de ruido bastante bajo, como

puede observarse en las comprobaciones que se expondrán a continuación.

IV.3. Programas para predicción de experimentos de

ultracentrifugación

IV.3.1. Programa SIMUSED. Versión para un componente

Con base en la exposición teórica de las anteriores secciones, y de acuerdo a nuestro

nuevo método de dinámica browniana para simular experimentos de ultracentrifugación

anaĺıtica, se ha desarrollado un programa, SIMUSED, para predecir lo que se observaŕıa en

un experimento de sedimentación.

En su modo más simple, para un componente único, los principales datos que el pro-

grama requiere son los datos f́ısicos de la muestra (s, M , v̄ y ρ), los del instrumento y los

del experimento (rm, rb, φ, ω, trun), los números Nsteps y Nscans, el número de posiciones

ri (Nr), y otros datos de trabajo del programa. El programa presenta las opciones de

utilizar nuestro método browniano (con un Npart especificado) o la ecuación de Faxén.

La extrema simplicidad del algoritmo browniano utilizado para simular la trayectoria

de una molécula hace que el esquema de simulación pueda ser fácilmente paralelizado, lo

que presenta un enorme beneficio para plataformas de múltiples núcleos multi-core ya que

cada trayectoria puede ser generada en un hilo/núcleo independiente y simultánea a las

que corren en los demás. Se han implementado directivas OpenMP a nuestro código en

Fortran90 (Intel Fortran Compiler sobre Windows XP). En un ordenador DELL T5500

con dos procesadores Intel Xeon X5660, de seis núcleos cada uno, con Hyperthreading

activado, de manera que el equipo funciona con 24 hilos, el tiempo necesario para generar

una simulación con Npart =105 es de 0.05 segundos aproximadamente (de hecho, la prueba
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consistió en realizar 1000 simulaciones repetitivas (independientes), para que el tiempo

de CPU no fuera demasiado pequeño, tardando en hacerlas 46.5 segundos).

Una gran ventaja de nuestro método consiste en hacer factible esa paralelización, con

la consiguiente rebaja en el tiempo de cálculo. Tiempos tan pequeños, para una simple

predicción, como las que se realizan en el programa SIMUSED, son de poca relevancia, pero

resultan muy ventajosos para la metodoloǵıa de análisis de datos experimentales, en los

que hay que hacer ajustes que requieren muchas simulaciones consecutivas para ajustar

los parámetros que se buscan, como se describirá en un caṕıtulo posterior.

El resultado del programa SIMUSED es el conjunto de valores de la señal, z(ri, tj),

i = 1, ...Nr, j = 1, ...Nt, para las posiciones y tiempos requeridos. Se produce la salida

en archivos de diversos formatos, dependiendo del uso que se pretenda. En el programa

SIMUSED se ha incorporado el programa de dominio público GNUPLOT [111], que presenta

al final de su ejecución una gráfica de los perfiles señal-posición para tiempos sucesivos,

z(r, t) vs. r para sucesivos t. Uno de los formatos de archivo de salida está preparado para

ser post-procesado o representado mediante utilidades tales como EXCEL o SigmaPlot.

También se produce un archivo con trayectorias de part́ıculas individuales, a partir del

cual mediante el programa realizado por el Grupo de Investigación MovieBeads [112] (que

produce animaciones del movimiento de un conjunto de part́ıculas), se pueden realizar

videos que ilustran como se mueven las part́ıculas durante la sedimentación.

IV.3.2. El programa SEDFIT

SEDFIT contiene la posibilidad de simular experimentos de sedimentación, por lo que

resulta de utilidad a efectos de verificar nuestros resultados. En esta modalidad, el con-

junto de datos es el mismo que para SIMUSED. Igual que éste está adaptado para muestras

paucidipersas, como después se indicará, SEDFIT también puede predecir un experimento

con hasta cuatro componentes independientes.

Es necesario puntualizar que esta herramienta de simulación de perfiles de concen-

tración o señal a partir de datos de la muestra que contiene SEDFIT no es la principal

utilidad de este paquete de software, cuya principal finalidad es, como ya se describió en

el Caṕıtulo II, analizar perfiles experimentales para extraer de ellos información acerca

de la muestra. Esta es también la finalidad del programa ANASED, que será descrito en el

Caṕıtulo VI.
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En lo que sigue, se va a utilizar SEDFIT en dos modos: i) para comparar los perfiles

de concentración obtenidos con SIMUSED y ii) para analizar las predicciones de SIMUSED

verificando que los parámetros que SEDFIT produce coinciden con los que se emplearon

en SIMUSED.

IV.4. Comprobaciones de la metodoloǵıa de simula-

ción browniana

IV.4.1. SIMUSED vs. SEDFIT

Se analizan, en primer lugar, algunas caracteŕısticas de nuestro programa, tomando

SEDFIT como referencia.

En la Figura IV.1A se muestra un ejemplo relativo al efecto de optar por el algoritmo

de pasos largos (ecuación IV.4) o el de pasos cortos (ecuación IV.1). Se superponen las

curvas de referencia, tomadas de SEDIFT y de la ecuación de Faxén. Excepto en las zonas

terminales, en el menisco principalmente, y solo en una zona muy reducida, se aprecia como

el algoritmo de pasos largos da unos resultados tan buenos como el de pasos cortos, con un

número de pasos extraordinariamente inferior. Dado que el tiempo de cálculo en ordenador

es proporcional al número de pasos, el algoritmo de pasos largos es extraordinariamente

más rápido. Además, los pasos se pueden hacer tan largos como se quiera; esto es, se puede

identificar un paso de simulación ∆t con los intervalos entre los perfiles para tiempos

sucesivos (el número de pasos seŕıa igual al número de tales tiempos), aunque en algunos

casos, por prudencia o seguridad, se pueden probar ∆t algo menores. Con esto queda

confirmada la eficiencia del algoritmo de pasos de larga duración por lo que dicho algoritmo

será el empleado en las simulaciones realizadas con SIMUSED a partir de este momento.

Es de destacar también la excelente concordancia de los resultados de SIMUSED con la

referencia, la de los cálculos de SEDFIT, y en cuanto a la ecuación de Faxén es de notar

su muy buen comportamiento en este caso, aun con el consabido defecto de no describir

apropiadamente la parte final (fondo) de la célula.

En la Figura IV.1B se estudia, para el mismo caso de ejemplo, el efecto del número de

part́ıculas, Npart en los resultados finales. También el tiempo de cálculo es proporcional a

dicho número.
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Figura IV.1: Representación de los perfiles de concentración obtenidos mediante

simulaciones de experimentos de velocidad de sedimentación con dinámica brow-

niana para una muestra de lisozima de c0 =1 mg/ml con rm = 5.8 cm, rb =7.2 cm,

trun =36000 s, ω = 40000 rpm para los siguientes tiempos (de izquierda a derecha):

0 s, 7 200 s, 14 400 s, 21 600 s, 28 800 s y 36 000 s. A) Estudio de la influencia de la lon-

gitud de los pasos en los perfiles de concentración simulados con Npart =100000. B)

Estudio del número de part́ıculas en los perfiles de concentración.

Es evidente que la tendencia de los resultados es la misma en todos los casos, de-

pendiendo de Npart la fluctuación o error estad́ıstico. Si se toman como referencia los
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resultados para el mayor valor de Npart, 106, para los que la fluctuación es casi inapre-

ciable, se ve que con Npart =105 los errores son bastante pequeños, del orden de los que

se suelen observar en los experimentos reales, por lo que éste valor será el que se adopte

habitualmente.

IV.4.2. Sistemas

Se han realizado simulaciones tanto de experimentos de velocidad de sedimentación

como de equilibrio de cuatro especies distintas que abarcan un amplio rango de coeficien-

tes de sedimentación y difusión (es decir, que abarcan una gama muy amplia de masa

molecular). Se ha simulado una molécula bastante pequeña (γ-ciclodextrina), una pe-

queña protéına globular (lisozima), un poĺımero moderadamente largo y flexible (óxido

de polietileno, PEO), y una muestra muy larga y ŕıgida de ADN (ADN de bacteriofágo

T7).

La muestra de PEO elegida como ejemplo para realizar las simulaciones es una muestra

monodispersa. Para poĺımeros de peso molecular, M , variable, la ecuación que permite

relacionar el coeficiente de sedimentación, s, con el peso molecular es del tipo s = KsM
as .

Para este poĺımero, según [113], Ks =6.14 ×10−3 y as =0.47.

Los valores de s, D y M se han tomado de la literatura [4, 43, 113–115] y se muestran

en las Tablas IV.1 y IV.2. En dichas tablas también pueden observarse los valores del

tiempo de duración del experimento simulado y de la velocidad del rotor para cada una

de las muestras en ambos tipos de experimentos de sedimentación, velocidad y equilibrio.

Se supone por sencillez que la señal es proporcional a la concentración másica, c, por

lo cual la relación z/z0 es igual entre concentraciones c/c0. Numéricamente, se trabaja con

c0 =1mg/mL, con lo cual el valor numérico de c es idéntico al de z/z0. En las siguientes

figuras, c(r, t) es numéricamente equivalente a z(r, t)/z0.

IV.4.3. Resultados

Con el objeto de evaluar la precisión en la predicción de perfiles de concentración

de experimentos de velocidad de sedimentación, se comparan los resultados calculados

con las simulaciones realizadas con SIMUSED con los calculados con SEDFIT ya que como

se indicó anteriormente con esta herramienta se pueden predecir fiablemente perfiles de

concentración. Como se muestra en la Figura IV.2, los perfiles procedentes de nuestras

133
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simulaciones y los predichos por SEDFIT muestran un buen acuerdo, lo que manifiesta

que, al menos en la capacidad predictiva, nuestro programa es equivalente a SEDFIT.

Además de la comparación exitosa entre las predicciones de SIMUSED y SEDFIT, se

ha adoptado una segunda v́ıa de validación de las predicciones de SIMUSED, consistente

en considerarlas como si de datos experimentales se tratasen, tratándolas mediante la

herramienta de análisis de SEDFIT para deducir los valores de los datos de la muestra,

s, D y M , que deben ser prácticamente coincidentes con los de partida de SIMUSED. El

modelo elegido para realizar estos análisis es el modelo de part́ıculas no interactuantes.

Los análisis con SEDFIT se realizan con 50 scans (valores de t) y 50 posiciones radiales

(valores de r).

Molécula γ-ciclodextrina Lisozima PEO ADN T7

1-vρ 0.333 0.298 0.170 0.450

10−3M× / g/mol 1.50 14.3 300 26 000

s (S) 0.53 1.89 2.30 31.8

107D / cm3/g 27.0 10.8 1.10 0.066

ω / rpm 55000 40 000 40 000 10 000

trun / s 54 000 54 000 54 000 54 000

10−3Mcalc / g/mol 1.44 (-4) 13.9 (-3) 300 (0) 23 278 (-10)

scalc (S) 0.54 (+2) 1.84 (-3) 2.26 (-2) 31.4 (-1)

107Dcalc / cm3/g 27.4 (+1) 10.8 (0) 1.08 (-2) 0.073 (+11)

Referencia [114] [4, 43] [113] [115]

Tabla IV.1: Moléculas y propiedades experimentales usadas como datos en las si-

mulaciones de experimentos de velocidad de sedimentación, y propiedades obtenidas

a partir de los perfiles simulados después del análisis con SEDFIT. Los números en-

tre paréntesis son las desviaciones en tanto por ciento de los valores obtenidos con

respecto a los usados para la simulación.

En la Tabla IV.1 se muestran los valores de s, M , D para las cuatro muestras conside-

radas. Se observa una alta precisión en los resultados obtenidos para estos tres parámetros,

lo que se refleja en las pequeñas desviaciones de los valores obtenidos, particularmente en

el caso de los valores de s, con respecto a los empleados en la simulación. El acuerdo es

bueno para los cuatro casos, concluyendo aśı que el algoritmo browniano implementado

en SIMUSED puede ser utilizado en un amplio rango de la relación sedimentación-difusión y

134



IV.4. COMPROBACIONES DE LA METODOLOGÍA DE SIMULACIÓN
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masa molecular, incluyendo experimentos de velocidad de sedimentación de una molécula

tan pequeña como la ciclodextrina.

Molécula γ-ciclodextrina Lisozima PEO

ω / rpm 30000 15 000 5 000

trun / s 300 000 500 000 500 000

10−3Mcalc / g/mol 1.27 (-16) 12.6(-12) 250.0 (-17)

Tabla IV.2: Condiciones para las simulaciones de los experimentos de equilibrio de

sedimentación, y peso molecular obtenido mediante análisis de los perfiles de con-

centración usando la ecuación II.50. Los números entre paréntesis tienen el mismo

significado que en la Tabla IV.1.

Las simulaciones de equilibrio se realizaron durante un tiempo largo, siguiendo la

evolución del perfil de concentración para asegurarnos de que una nueva prórroga del

tiempo de ejecución no cambiaŕıa el resultado final, confirmando aśı que se hab́ıa llegado

al equilibrio. Un ejemplo se presenta en la Figura IV.3. Para los análisis de los resultados

procedentes de las simulaciones de equilibrio se realizó el tratamiento clásico indicado en

el Caṕıtulo II, que utiliza la ecuación clásica linealizada II.51:

ln c(r) = ln cm +
ω2M(1− vρ)

2RT
(r2 − r2

m)

Aśı, como los datos procedentes de las simulaciones de experimentos de equilibrio de

sedimentación realizados se ajustan al modelo establecido, al realizar la representación de

ln c(r) frente a r2 − r2
m se obtiene para todos los casos una ĺınea recta de cuya pendiente

(ω2M(1−vρ)/2RT ) se calcula el valor de M . Los resultados se muestran en la Tabla IV.2.

Aqúı se observa que los valores de M obtenidos no son tan buenos como los obtenidos en

las simulaciones de experimentos de velocidad, siendo las desviaciones de un 15%. Entre

otras razones (como la menor cantidad de información resultante de los experimentos

de equilibrio, y los errores inherentes a la determinación de la pendiente en el ajuste

linealizado de la ecuación) esto puede deberse a que la ecuación II.50 no considera la

dilución radial.
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Figura IV.2: Comparación de los perfiles de concentración obtenidos para simulaciones

de experimentos de velocidad de sedimentación para las cuatro especies estudiadas

con los datos que se indican en la Tabla IV.1: A) γ-ciclodextrina, B) lisozima, C)

PEO y D) ADN de bacteriófago T7. Los perfiles están realizados para los tiempos 0

(gris) 10 800 s (negro), 21 600 s (rojo), 32 400 s (verde), 43 200 s (amarillo) y 54 000 s

(azul). Los valores de ω de cada caso están en la Tabla IV.1. Pueden observarse

los resultados de las simulaciones con Nsteps =50 (triángulos abiertos) junto con los

perfiles predichos por SEDFIT (ĺıneas finas).
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Figura IV.3: Comparación de los perfiles de concentración obtenidos para simulaciones

de experimentos de equilibrio de sedimentación para tres especies de las estudiadas

con los datos que se indican en la Tabla IV.2: A) γ-ciclodextrina, B) lisozima y C)

PEO. Los perfiles están realizados para los tiempos 111 111 s (negro), 277 778 s (rojo)

y 500 000 s (verde). Los valores de ω de cada caso están en la Tabla IV.2. Al igual

que en la Figura IV.2, se observan los resultados de las simulaciones con Nsteps = 50

(ćırculos abiertos). Las ĺıneas continuas representan los perfiles obtenidos aplicando

la ecuación clásica de la sedimentación II.50.
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Caṕıtulo V

Predicción de experimentos de

sedimentación. II. Sistemas

heterogéneos

V.1. Generalidades sobre sistemas heterogéneos

La mayoŕıa de los poĺımeros en disolución, a diferencia de los compuestos de bajo peso

molecular, no aparecen como especies qúımicas puras ya que no tienen un peso molecular

único, sino que poseen una distribución de pesos moleculares. Esto es aśı debido a que los

poĺımeros que se obtienen mediante una reacción de polimerización están formados por

distintas cadenas macromoleculares (uniones de monómeros entre śı), cada una con un

grado de polimerización y un peso molecular determinado, Mk.

Las macromoléculas biológicas son en muchos casos monodispersas, debido a que la

biośıntesis tiene un estricto control (genético); tal es el caso habitual de protéınas y ácidos

nucleicos. Pero esto no es aśı en otros casos, como en los polisacáridos, que suelen tener

una distribución ancha de pesos moleculares.

También propia del campo de las biomacromoléculas es una situación consistente en

que una muestra heterogénea contiene un número pequeño de especies; por ejemplo una

protéına con un peso molecular, M , bien definido, puede coexistir con sus oligómeros

(d́ımero, tetrámero, etc), o simplemente casos en los que hay una mezcla, contaminación,

etc. Este tipo de heterogeneidad, con una distribución discreta de pesos moleculares se
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denomina paucidispersidad y el término genérico de polidispersidad se sobreentiende a

menudo para distribuciones continuas.

En uno u otro caso se debe hablar de peso molecular promedio, que puede calcularse de

diferentes maneras a partir de distintas técnicas experimentales, cada una de las cuales da

lugar a un tipo de promedio diferente. Aśı, se tiene el peso molecular promedio en número

(Mn), que se obtiene a partir de osmometŕıa; peso molecular promedio viscoso (M v), que

se obtiene mediante medidas de viscosidad capilar (no considerado en este trabajo); peso

molecular promedio en peso (Mw), que se obtiene a partir de experimentos de difusión

de luz; y peso molecular promedio en z (Mz), que es accesible en ciertas variantes del

análisis de equilibrio de sedimentación [36]. Los más utilizados son los promedios en peso

y en número que se pueden calcular con las siguientes expresiones:

Mn =
∑

k

xkMk (V.1)

y

Mw =
∑

k

wkMk (V.2)

siendo xk y wk, respectivamente, las fracciones en número y en peso de la fracción de

muestra de peso molecular Mk. El promedio en número puede también obtenerse como:

Mn =
1

∑

k wk/Mk
(V.3)

Se denomina ı́ndice de polidispersidad al cociente entre el peso molecular promedio en

peso y el peso molecular promedio en número, esto es:

IP =
Mw

Mn

(V.4)

El valor de IP refleja la falta de homogeneidad en los tamaños moleculares que com-

ponen el poĺımero, es decir, la anchura de la distribución. Puede demostrarse que sea

cual sea la distribución de pesos moleculares, se verifica que Mw ≥ Mn, de manera que

IP ≥ 1. Si todas las cadenas tuviesen igual longitud, IP = Mw/Mn seŕıa igual a la uni-

dad, estando entonces ante un poĺımero monodisperso o de tamaño molecular homogéneo.

Por el contrario, si las cadenas son de diversa longitud, IP = Mw/Mn es mayor que la

unidad y se desv́ıa tanto más de ésta cuanto más heterogénea es la mezcla de longitudes,

es decir cuanto más polidisperso es el poĺımero [116].
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V.2. Distribuciones de peso molecular

En la sección anterior se ha tratado un caso particular de polidispersidad: el caso de

una muestra paucidispersa compuesta por un cierto número de especies discretas (con

ı́ndice k). En el caso de muchos poĺımeros sintéticos y algunos biológicos (polisacáridos),

están presentes en la muestra, en mayor o menor proporción, moléculas de una amplia

gama de pesos moleculares, por lo que presentan una polidispersidad continua. Para ca-

racterizarlas, en lugar de las fracciones de especies discretas, xk o wk, se emplean funciones

de distribución continuas.

Según [117], la distribución en peso, W (M) dM , se define como la fracción de masa de

la muestra total de poĺımero cuyo valor de peso molecular, M , se encuentra en el rango de

M a M +dM . Otra forma de expresar la distribución en peso de un poĺımero es a través

de la fracción en número, N(M). Aqúı, N(M) dM es el número de moléculas (cadenas

de poĺımeros), cuyo valor de peso molecular se encuentra en el rango de M a M +dM ,

cabiendo expresar ese número como fracción del número total de moléculas que componen

el poĺımero muestra. Estas dos funciones, W (M) dM y N(M) dM , son dos modos distintos

de expresar la misma realidad y no son independientes, estando relacionados entre śı a

través de:

W (M) =
M

Mn

N(M) (V.5)

siendo Mn el promedio en número del peso molecular de la muestra de poĺımero. Este

promedio, además de calcularse por medio de la ecuación V.3, se calcula de la siguiente

manera:

Mn =
∫

∞

0
MN(M)dM (V.6)

La función W (M) se utiliza con más frecuencia que N(M) porque la distribución

en masa es más práctica que la distribución en número. El peso molecular promedio en

número se puede obtener también a partir W (M):

Mn =

[

∫

∞

0

W (M)

M
dM

]

−1

(V.7)

que se deduce de la ecuación V.5, dividiendo por M e integrando. Del mismo modo, el

peso molecular promedio en peso, Mw, también puede calcularse como:
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Mw =
∫

∞

0
MW (M)dM (V.8)

Con el objeto de describir la distribución en peso de los poĺımeros polidispersos reales

se han propuesto diversas formas funcionales. Para dotar a dichas funciones de mayor

versatilidad y aumentar el rango de aplicación, suelen hacerse depender de, al menos,

dos parámetros. Son varias las ecuaciones que se adaptan bien a las distribuciones de

pesos moleculares reales. Una utilizada frecuentemente es la distribución log-normal, que

emplea escala logaŕıtmica para el peso molecular. Esta distribución es una función normal,

gaussiana, que tiene la siguiente forma:

W (lnM) =
1√
2π

1

σ
exp

[

−(lnM − lnMm)2

2σ2

]

(V.9)

donde lnMm es el valor máximo de lnM , y σ la desviación estándar. Los promedios de

peso molecular para esta distribución son [2]:

Mn = Mme−σ2/2 (V.10)

Mw = Mmeσ2/2 (V.11)

Mw

Mn

= eσ2

(V.12)

Hay que advertir que si M se maneja en escala lineal, la distribución contiene un término

1/M :

W (M) =
1√
2π

1

σ

1

M
exp

[

−(lnM − lnMm)2

2σ2

]

(V.13)

Un ejemplo, entre muchos otros, de distribución log-normal es la de quitosanos despoli-

merizados enzimáticamente [118].

Otra distribución de dos parámetros frecuentes es la de Zimm-Schulz:

W (M) = constMZe−ymM (V.14)

donde const es una constante de normalización. Los promedios para esta distribución son:

Mn =
Z

ym
(V.15)

Mw =
Z + 1

ym
(V.16)

Mw

Mn

=
Z + 1

Z
(V.17)
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V.3. Sedimentación de un sistema heterogéneo

Como se puso de manifiesto en el Caṕıtulo II, el perfil de sedimentación de una especie

depende, aparte de parámetros instrumentales (velocidad angular del rotor) y de la di-

solución (temperatura, densidad), de parámetros moleculares de la propia especie. Éstos

son, en primer lugar, el coeficiente de sedimentación s y, en segundo lugar, el coeficiente

de difusión D, si bien éste puede reemplazarse por el conocimiento del peso molecular M

y del volumen espećıfico parcial v̄, ya que mediante ambos se puede calcular D mediante

la ecuación de Svedberg (ecuación II.27). Se prefiere ahora adoptar la segunda alternativa

para basar la descripción en pesos moleculares. Sobre los parámetros instrumentales, se

tendrá en cuenta expĺıcitamente la velocidad rotacional, ω, ya que cabe que se hagan

series de experimentos en los que ésta cambie. Por los métodos que se han descrito ante-

riormente, es posible hacer la predicción de los perfiles de sedimentación (en términos de

la señal) z(r, t). De manera general, se podŕıa expresar su dependencia con las distintas

magnitudes como z(r, t; ω, v̄, M, s), indicando con esta notación la dependencia, además

de con las variables r y t, con el parámetro instrumental ω y con los parámetros molecu-

lares v̄, M y s. Ya se ha visto que el peso molecular interviene combinado con el factor de

flotación en el término M(1− v̄ρ) = Mb, que se denomina peso molecular flotante, y en

términos de éste, v̄ y ρ no intervienen, quedando la dependencia de la señal en la forma

z(r, t; ω, Mb, s).

La variabilidad de M y de s (que dependerá a su vez de M) será el aspecto primordial

(además de v̄) en sistemas heterogéneos. El sistema polidisperso estará compuesto por

una distribución, discreta o continua, de componentes (k), variando de uno a otro tanto

el peso molecular (Mk) como el coeficiente de sedimentación (sk), pudiendo ser el factor

de flotación (1− v̄kρ) igual o diferente, según los casos. Como se apreciará más adelante,

una manera de eliminar la dependencia separada, con Mk por un lado y (1 − v̄kρ) por

otro, es utilizar como variable combinada el peso molecular flotante Mb,k = M(1 − v̄kρ).

Si es un sistema paucidisperso, la distribución es realmente discreta, estando formada por

una serie de componentes 1, 2, ... k,...nc. Si se trata de una distribución continua, estaŕıa

caracterizada por una cierta función de distribución en número N(M ; p1, p2, ...) o en peso

W (M ; p1, p2, ...), donde p1, p2, etc son, como se ha comentado anteriormente, parámetros

caracteŕısticos de la distribución relacionados con la probabilidad. La relación entre las

dos distribuciones es W (M ; ...) = const ×M × N(M ; ...) donde la constante será una u

otra según las funciones hayan sido normalizadas.

143
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En la práctica, las muestras con polidispersidad continua se suelen discretizar, supo-

niéndolas comprendidas entre un mı́nimo y un máximo, elegidos con el único criterio de

que abarquen de manera prácticamente completa el rango de la distribución, y dividiendo

ese rango en un número bastante elevado de intervalos, Mk, de manera que los cálculos

relacionados con polidispersidad se pueden hacer, como para las muestras paucidispersas,

en términos de fracciones en peso o en número según lo indicado en la sección V.1.

En la sección II.4 ya se indicaba que cuando se tiene un sistema heterogéneo, con

diversos tipos de part́ıculas, la señal registrada en la ultracentŕıfuga era una suma de

contribuciones de cada uno de esos tipos, dependiente de su concentración y cómo ésta

influye en la señal. Quedaba esto reflejado en la ecuación II.14, que ahora se re-escribe

como

z(r, t; ω) =
nc
∑

k=1

qk

Mαk

k

c(r, t, ω, v̄k, Mk, sk) (V.18)

para expresar la dependencia en los diversos parámetros propios de cada especie, k.

V.4. Predicción de perfiles de sedimentación. Consi-

deraciones generales

Dado que es cierta señal óptica, pero no la concentración, lo que se detecta, hay

que tener en cuenta que cada componente de un sistema heterogéneo contribuye a la

señal con una relación señal/concentración diferente. La señal inicial correspondiente a la

distribución uniforme a lo largo de la célula de los componentes de la muestra antes de

comenzar la centrifugación (t = 0), se calcula como la superposición de las contribuciones

correspondientes a cada uno de los componentes,

z0 =
nc
∑

k=1

z0,k (V.19)

donde, como ya se ha establecido en la ecuación II.13,

z0,k =
qkc0,k

Mαk

k

(V.20)
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y se puede definir, como se ha hecho hasta ahora para la fracción en número o en peso,

una fracción contribúıda por cada componente a la señal inicial:

yk =
z0,k

z0
=

qkc0,k/M
αk

k
∑nc

k=1 qkc0,k/M
αk

k

(V.21)

tal que
∑nc

k=1 yk = 1, de manera que uno de los yk no es independiente, sino que está

determinado por todos los demás. El valor yk es una fracción de cierta “concentración

efectiva”, entendiendo por tal la concentración, sea ésta en peso o en número de moles,

multiplicada por la constante qk.

Nótese que si las constantes qk de todos los componentes son idénticas, como en el

caso de una mezcla de componentes oligo- o poliméricos con la misma unidad repetitiva

(no ocurriŕıa aśı para una mezcla de dos protéınas, o protéına con ADN, etc), entonces

yk coincide con la fracción en peso si la señal es proporcional a la concentración másica,

yk =
c0,k

∑nc

k=1 c0,k
= wk (αk = 0) (V.22)

o con la fracción en número si la señal es proporcional a la concentración molar,

yk =
c0,k/Mk

∑nc

k=1 c0,k/Mk

= xk (αk = 1) (V.23)

Para el planteamiento de un cálculo de perfiles de sedimentación con nc componentes,

se necesitaŕıan nc datos iniciales:

Bien, la señal inicial global, z0, y todas menos una, las fracciones yk, k = 1, ...nc−1,

de lo cual se pueden obtener las contribuciones a la señal inicial correspondiente a

cada componente, z0,k, k = 1, ...nc.

O bien, partir directamente de dichas contribuciones z0,k, k = 1, ...nc.

Considérese ahora el caso en el que la predicción se realiza en términos de funciones,

F , como en el caso de la ecuación de Lamm, ecuación II.12 o II.13, o cualquier otro

procedimiento numérico que involucre una expresión del tipo:

ck(r, t) = c0F (r, t; sk, Dk, ω, rm, ...) (V.24)

donde

F (r, t; sk, Dk, ω, rm, ...) =
ck(r, t)

c0
(V.25)
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es una función, expĺıcita o numérica, de las caracteŕısticas de la especie sedimentante,

sk, Dk, de las caracteŕısticas instrumentales ω, rm, y quizás de otros datos instrumentales.

En el caso de la ecuación de Faxén, se tendŕıa

F (r, t; sk, Dk, ω, rm, ...) =
[

e−2skω2t

2

][

1− Φ
(

rm[skω
2t + ln rm − ln r]

2
√

Dkt

)]

(V.26)

En otros casos, F se obtendrá por otros métodos: solución númerica de la ecuación de

Lamm según ciertos autores, simulación browniana en este trabajo, etc. Dado que el

conciente ck(r, t)/c0 es el mismo tanto si las concentraciones son másicas como molares,

F coincide con el coeficiente de valores de la señal,

zk(r, t)

z0
= F (r, t; sk, Dk, ω, rm, ...) (V.27)

Aśı, las ecuaciones expresadas para concentración se transforman, por el mero cambio de

c por z, en ecuaciones para la señal.

V.5. Sobre el número de part́ıculas en simulaciones

brownianas

V.5.1. Elección del número de part́ıculas

Una particularidad de las simulaciones de dinámica browniana de un sistema mul-

ticomponente estriba en cómo elegir el número de part́ıculas Npart,k a emplear en la

simulación para cada especie, del total de Npart part́ıculas. Ya se ha indicado que dicho

número, con tal de que sea suficientemente grande (se sugeŕıa Npart =105 para una es-

pecie individual), es bastante irrelevante, incidiendo únicamente en la incertidumbre o

error estad́ıstico del número part́ıculas de la especie k que se encuentran en el intervalo

de posición i en el instante de tiempo j, nk(i, j), y por consiguiente, en el correspondiente

valor de la concentración de la especie k, ck(ri, tj). Podŕıa elegirse el mismo número Npart,k

para todas las especies, pero esto parece un criterio inapropiado, ya que originaŕıa incer-

tidumbres similares para la distribución numérica de cada especie, esto es para nk(i, j),

cuando la contribución de cada una a la señal global z(ri, tj), es decir zk(ri, tj), va a ser

diferente. Es por ello conveniente diseñar un procedimiento de elección de Npart,k que

tenga en cuenta tales distintas influencias.
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Como cuestión previa, se puede fijar el número total de part́ıculas

Npart =
nc
∑

k=1

Npart,k (V.28)

a un valor determinado, por ejemplo Npart =105, dándose por otra parte la relación obvia

(para cualquier instante tj):

Npart,k =
∑

i

nk(i, j) (V.29)

El error o ruido estad́ıstico (absoluto) de los números de part́ıculas nk(i, j), como se

ha podido apreciar en los ejemplos anteriores, no depende apreciablemente de la posición

(i) o del instante (j). La estad́ıstica de este error e(nk) es la propia de un ruido gaussiano,

verificándose la t́ıpica proporcionalidad del error con el tamaño de la muestra

e(nk) =
E

√

Npart,k

(V.30)

donde la constante E es la misma para los distintos tipos de part́ıculas k. La concentración

(para un intervalo de posición e instante determinados) se obtiene a partir del número

de part́ıculas a partir de la ecuación IV.16, si se tiene en cuenta la dilución radial, o

bien mediante la ecuación IV.9 si no se considerase la dilución radial. Se va a elegir ésta

última para el presente propósito por ser más simple y porque ya sabemos el escaso efecto

de la dilución radial. Se reescribe entonces la ecuación IV.9 en la siguiente forma (por

simplicidad se omite la dependencia obvia de zk, ck, y nk con la posición y el tiempo),

ck ± e(ck) = c0,k
(rb − rm)

χ

1

Npart,k

[nk ± e(nk)] (V.31)

Si se tiene en cuenta la relación de la concentración de cada especie con la señal, ecuación

II.13, incluyendo los errores, la ecuación anterior puede escribirse como:

zk ± e(zk) =
qk

Mαk

k

[ck ± e(ck)] (V.32)

Esto conduce a:

zk ± e(zk) =
qk

Mαk

k

c0,k
(rb − rm)

χ

1

Npart,k

[

nk ±
E

√

Npart,k

]

(V.33)

Por tanto,
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zk =
qk

Mαk

k

c0,k
(rb − rm)

χ

1

Npart,k

nk (V.34)

y

e(zk) =
qk

Mk
α
k

c0,k
(rb − rm)

χ
(V.35)

De manera que el error de la señal total, z =
∑nc

k=1 zk, será e(z) =
∑nc

k=1 e(zk) (el error

absoluto de la suma es la suma de los errores absolutos), es decir

e(z) =
nc
∑

k=1

qk

Mαk

k

c0,k
(rb − rm)

χ

E
√

Npart,k

(V.36)

Se introduce ahora una fracción en número referida al número de part́ıculas simuladas:

φk = Npart,k/
nc
∑

k=1

Npart,k = Npart,k/Npart (V.37)

de manera que
nc
∑

k=1

φk = 1 (V.38)

De lo anterior se deduce:

e(z) =
(rb − rm)E

χ
√

Npart

nc
∑

k=1

c0,k(qk/M
αk

k )√
φk

∝
nc
∑

k=1

z0,k√
φk

(V.39)

Otra ĺınea de razonamiento, más simplificada, que conduce al mismo resultado es la

siguiente. En la simulación del reparto en las posiciones de las part́ıculas simuladas, el

valor que debiera salir, nk, lleva asociado un error, e(nk): nk ± e(nk). El error relativo

es inversamente proporcional a la ráız del número de part́ıculas, e(nk)/nk ∝ 1/
√

Npart,k.

Como la contribución de una especie a la señal es directamente proporcional al número

de part́ıculas de esa especie, se tiene

e(nk)

nk
=

e(z0,k)

z0,k
∝ 1
√

Npart,k

(V.40)

de donde

e(z0,k) ∝
z0,k

√

Npart,k

(V.41)

El error global en z0 seŕıa la suma de estos errores para cada componente, por tanto
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e(z) ∝
nc
∑

k=1

z0,k√
φk

(V.42)

que es de la misma forma que la ecuación V.39.

Una función de las variables φk como la ecuación V.39, con la condición de norma-

lización de la ecuación V.38, se minimiza por el método de multiplicadores de Lagrange

obteniéndose como resultado que los valores óptimos satisfacen

φk =
z

2/3
0,k

∑nc

k=1 z
2/3
0,k

=
y

2/3
k

∑nc

k=1 y
2/3
k

(V.43)

Con estos φk se hará el reparto entre las distintas especies del total de part́ıculas simuladas.

V.5.2. Relación entre el número de part́ıculas y la señal

Como resultado primario de la simulación browniana, se tiene, para cada instante de

tiempo tj considerado, una distribución, sobre los intervalos de posición ri, de las Npart,k

part́ıculas simuladas para cada especie, es decir, se tiene una colección de valores nk(i, j).

Sobre la base de que la contribución a la señal de una especie y el número de part́ıculas

de esa especie son proporcionales, en una franja situada a una distancia ri, de pequeña

anchura χ, la relación de la señal a tiempo tj respecto a señal a tiempo t = 0, que es

el valor uniforme z0,k, debe ser igual a la relación entre los números de part́ıculas en esa

franja para t y para t = 0:

zk(ri, tj)

z0,k
=

nk(i, j)

nk(i, 0)
(V.44)

Como a t = 0 todas las part́ıculas están distribuidas uniformemente, la relación entre el

número de part́ıculas de la especie k en la franja i, ni,0, y el total de ellas, Npart,k, es

igual a la relación entre el volumen de la franja y el volumen total de la célula (pues la

concentración en ella es uniforme):

nk(i, 0)

Npart,k
=

hφrχ

hφ(r2
b − r2

m)/2
=

2rχ

r2
b − r2

m

(V.45)

Combinando ambas relaciones se obtiene

zk(ri, tj) =
[

z0,k

Npart,k

r2
b − r2

m

2rχ

]

nk(i, j) (V.46)
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siendo el término
[

z0,k

Npart,k

r2
b − r2

m

2rχ

]

(V.47)

el que permite transformar el número de part́ıculas de la especie k en cada posición y

tiempo en valores de la señal.

Nótese que en este razonamiento se ha considerado la dilución radial. Si ésta fuese

ignorada, el término seŕıa
[

z0,k

Npart,k

rb − rm

χ

]

(V.48)

V.6. Ejemplos de muestras paucidispersas

V.6.1. Sistema bicomponente de protéınas: lisozima y fibrinógeno

Como primer ejemplo para la simulación se elige una muestra paucidispersa formada

por dos componentes (protéınas) con valores muy distintos para el peso molecular y el

coeficiente de sedimentación: lisozima y fibrinógeno. Tal y como se indica en la Tabla

12 del caṕıtulo 5 del libro de Van Holde [36], la lisozima tiene un valor del peso mo-

lecular de 1.44 × 104 Da y un coeficiente de sedimentación, s, de 1.91 S. El fibrinógeno

tiene valores más altos para estas mismas propiedades, peso molecular 33.0 × 104 Da y

coeficiente de sedimentación s=7.9 S. Sin embargo, dichas protéınas tienen un volumen

espećıfico parcial similar, siendo el valor que se toma para realizar las simulaciones de

0.705 cm3/g (para lisozima v̄ =0.703 cm3/g y para fibrinógeno v̄ =0.706 cm3/g). Teniendo

en cuenta los valores de los coeficientes de difusión y sedimentación mencionados para

la lisozima y fibrinogéno, aśı como los valores de rb (7.2 cm), rm (5.8 cm) y tiempo de

duración del experimento (15 h), se realiza la simulación para un valor de la velocidad

angular, ω =40000 rpm, t́ıpica de un experimento de velocidad. Por simplificar, se supone

que se realizan las medidas con detección de interferencia, siendo entonces la contribución

de cada especie proporcional a su masa (αk =0), y que el ı́ndice de refracción diferen-

cial dn/dc es similar (pues lo es para muchas protéınas), por lo que las constantes qk

también son idénticas. Como el valor adoptado unicamente implica la escala del eje de

ordenadas en los perfiles z(r, t) se toma q1 = q2 = 1, de manera que z coincida con la

concentración total de protéına. El número total de moléculas utilizado en esta simulación

fue Npart =105, repartidas entre las dos especies de acuerdo con la ecuación V.48 siendo

yk en este caso la fracción en peso, de acuerdo con la ecuación V.22. Los perfiles de con-
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centración correspondientes a los resultados mediante la simulación pueden observarse en

la Figura V.1.

Figura V.1: Perfil de concentración de la muestra paucidispersa formada por lisozima

y fibrinógeno con rm =5.8 cm, trun =54000 s y velocidad angular ω =40 000 rpm. Los

perfiles están realizados para los tiempos 0 s (gris), 10 800 s (negro), 21 600 s (rojo),

32 400 s (verde), 43 200 s (amarillo) y 54 000 s (azul). Pueden observarse los resultados

de las simulaciones con Nsteps =50 (ćırculos abiertos) junto con los perfiles predichos

por SEDFIT (ĺıneas finas). La fracción en peso de la lisozima es 0.6 y la del fibrinógeno

0.4.

Los perfiles de concentración mostrados en la Figura V.1 tienen forma de escalón,

sobre todo a tiempos altos, pudiéndose distinguir claramente las partes que corresponden

a cada una de las dos especies presentes en la muestra. Dicha forma se debe a la impor-

tante diferencia que existe entre los coeficientes de sedimentación de ambas moléculas.

Se recuerda que la lisozima tiene un coeficiente de sedimentación de 1.91 S mientras que

el del fibrinógeno es de 7.9 S. Aśı, la parte superior del escalón se corresponde con el fi-

brinógeno. Dicha protéına, debido a su mayor coeficiente de sedimentación, consigue llegar

al fondo de la célula (sedimenta) mucho antes que la lisozima, traduciéndose esto en una

mayor separación entre las curvas z(r, t) para tiempos consecutivos. Este efecto se hace

más intenso para tiempos largos, ya que todo el fibrinógeno de la muestra ha sedimentado

mientras que la lisozima todav́ıa no.
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Para finalizar se comparan los resultados obtenidos de las simulaciones de experi-

mentos de velocidad de sedimentación realizadas con SIMUSED con los calculados con el

software SEDFIT [27]. Al igual que en el caso de muestras monodispersas, el objetivo de

esta comparación es la determinación de lo precisos que son los resultados obtenidos con

nuestro programa.

Como se muestra en la Figura V.1, los perfiles procedentes de nuestras simulaciones

tanto de velocidad como de equilibrio y los predichos por SEDFIT son superponibles, lo

que indica que, al menos en la capacidad predictiva, nuestro programa es equivalente al

conocido SEDFIT.

V.6.2. Sistema tricomponente de fragmentos cortos de ADN.

En este apartado se van a considerar sistemas de moléculas cuya conformación pue-

de asemejarse a una varilla ŕıgida. Este modelo puede considerarse una simplificación

del modelo vermiforme, el cual se explicará detalladamente en la siguiente sección. Co-

mo ejemplos pueden citarse, complejos moleculares como el virus del mosaico del taba-

co [119] o pequeños fragmentos de ADN [120]. Se considera que estas moléculas tienen

una conformación ŕıgida, alargada y rectiĺınea adaptándose aśı al modelo de cilindro,

incluido en las metodoloǵıas desarrolladas previamente por el Grupo de Investigación e

implementadas en el conjunto de programas HYDRO. Las moléculas que se adaptan a este

modelo quedan totalmente descritas por dos parámetros, d y ML, a partir de los cuales,

y utilizando la metodoloǵıa HYDRO, se pueden obtener los valores de los coeficientes de

sedimentación necesarios para simular los perfiles de concentración de un experimento

de AUC. Concretamente, se muestran aqúı simulaciones de experimentos de velocidad de

un sistema tricomponente formado por tres fragmentos cortos (menos de 100 pares de

bases) de ADN. La conformación de cada uno de estos fragmentos puede asemejarse a

una varilla ŕıgida. Los parámetros del modelo ciĺındrico que se han usado son: d=2.3 nm

y ML =1950Da/nm. La Figura V.2 ilustra un ejemplo de los perfiles de concentración

predichos por SIMUSED para el sistema indicado.
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Figura V.2: Perfiles de concentración obtenidos para una muestra paucidispesa de tres

componentes: ADN de 20 pares de bases (fracción en peso 0.30), de 40 (fracción en peso

0.40) y de 60 (fracción en peso 0.30) con Npart = 100000, rm =5.8 cm, trun = 54000 s

y velocidad angular ω =40 000 rpm. Los perfiles, de izquierda a derecha, corresponden

a tiempos entre 0 a 54 000 s en intervalos de 5400 s.

V.7. Ejemplos de muestras polidispersas

V.7.1. Poĺımero sintético (PEO) con una relación s-M potencial

En este caso, se escoge como ejemplo para realizar las simulaciones una muestra po-

lidispersa de óxido de polietileno (PEO). El tipo de distribución elegida para generar

los valores de Mk para un rango de pesos moleculares suficientemente elevados del tipo

potencial, es una distribución log-normal del tipo de la ecuación V.9, y la ecuación que

permite relacionar si con Mk es s = KsM
as . Como se ha indicado en la sección IV.4,

para este poĺımero Ks =6.14 ×10−3 y as =0.47, y el valor del volumen espećıfico parcial

es 0.83 cm3/g [113].

Teniendo en cuenta el valor de las variables comentadas aśı como los valores de rb

(7.2 cm), rm (5.8 cm) y tiempo de duración (trun =54000 s) se realiza la simulación para

un valor t́ıpico de velocidad de sedimentación en la velocidad angular, ω =40000 rpm.

Tratándose de un homopoĺımero, la señal es proporcional a la concentración de las unida-
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des monoméricas. La contribución a la señal de todas las cadenas de cierto peso molecular

Mk es proporcional al número de monómeros incorporados en ellas, y proporcional por

tanto a su concentración másia, ck, con lo cual según la ecuación V.20 se está de nuevo en

el caso αk =0, y qk es el mismo para todos ello. El número total de moléculas utilizado en

esta simulación fue Npart =105 repartidas entre las sucesivas fracciones de acuerdo con la

ecuación V.48. Los perfiles de concentración correspondientes a los resultados mediante

la simulación pueden observarse en la Figura V.3.

Observando la Figura anterior se infiere que existen diferencias entre los tres perfiles

de concentración que se han obtenido variando parámetros de la curva de distribución del

peso molecular que se suministra al programa desarrollado para realizar las simulaciones

(ecuación V.9), que son Mm (valor de máxima probabilidad, en peso) y σ (anchura de

la curva de distribución). El propósito de la simulaciones de estos “perfiles ficticios” es

observar cómo se modifican los perfiles al cambiar los valores de esos parámetros. Para

realizar la simulación de la que se obtienen como resultados los perfiles del caso B se ha

aumentado el valor del lnMm. Se observa que, en las Figuras V.3B y V.3C se alcanza

antes el fondo que en la Figura V.3A, es decir, las muestras B y C sedimentan antes

que la A debido a que esta última muestra posee un peso molecular menor que las otras

dos. La anchura de las curvas se mantiene prácticamente invariable en los casos A y B

ya que σ, que es la magnitud que mide dicha anchura, es la misma, mientras que en la

curva C los perfiles son más horizontales (sobre todo a tiempos altos) debido a la menor

polidispersidad (menor valor para σ).
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Figura V.3: Perfiles de concentración para tres muestras de PEO con rm =5.8 cm,

trun =54000 s y velocidad angular ω =40000 rpm. Los perfiles están realizados para

tiempos que van (de derecha a izquierda) desde 0 a 54 000 s en intervalos de 5400 s. Los

valores de Ks y as son 6.14 ×10−3 y 0.47, respectivamente. El número de intervalos

elegidos para la distribución de peso molecular es 21, siendo el valor más pequeño

8 000Da y el mayor 500 000Da, siendo la escala logaŕıtmica. A) ln(Mm = 59900)= 11,

σ = 0.8; B) ln(Mm =162700)=12, σ =0.8; C) ln(Mm =162700)= 12, σ =0.1.
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V.7.2. Cadenas de ADN vermiforme

Por último, se realizaron simulaciones de experimentos de velocidad de sedimenta-

ción mediante ultracentrifugación anaĺıtica de moléculas sedimentantes que se adaptan

al modelo de cadena vermiforme. Dicho modelo cubre desde varillas ŕıgidas a cadenas

totalmente flexibles.

Las propiedades de algunos poĺımeros sintéticos aśı como ciertas macromoléculas

biológicas quedan bien descritas mediante el modelo de cadena vermiforme [121]. Según la

terminoloǵıa estándar, el modelo de cadena vermiforme se utiliza para representar “una

macromolécula hipotéticamente lineal compuesta por una cadena infinitamente delgada

con curvatura constante, siendo la dirección de la curvatura aleatoria en cualquier direc-

ción”. El modelo describe todo el espectro de cadenas con diferentes grados de rigidez,

desde varillas ŕıgidas a cadenas totalmente flexibles, y se usa particularmente para re-

presentar cadenas ŕıgidas. En la literatura algunas veces se refieren a esta cadena como

cadena de Porod-Kratky [122]. Un ejemplo t́ıpico de molécula vermiforme es la doble

hélice de ADN. Asimismo, también representa de manera adecuada a otros biopoĺımeros

como polisacáridos. Todo ello demuestra la importante aplicabilidad de este modelo.

Figura V.4: Representación de los valores calculados y experimentales de la sedimen-

tación de la molécula de ADN con a =56 nm, d =2.3 nm y ML =1950 Da/nm frente

al peso molecular. Las referencias completas de los datos experimentales se encuentran

en [103].
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En un trabajo previo [103], el Grupo ha desarrollado una metodoloǵıa para determi-

nar las propiedades en disolución, entre ellas el coeficiente de sedimentación, de macro-

moléculas vermiformes de un cierto peso molecular, en términos de los valores de los tres

parámetros del modelo: longitud de persistencia (a), diámetro hidrodinámico (d), y masa

por unidad de longitud (ML) (ver Figura V.4). Aśı, el coeficiente de sedimentación de

cada una de las fracciones de la muestra, si, puede considerarse como una función, S, del

peso molecular Mi, con esos tres parámetros:

si = S(Mi; a, ML, d) (V.49)

La rutina para evaluar esta función ya fue construida en el mencionado estudio reali-

zado por el Grupo de Investigación sobre macromoléculas vermiformes.

Figura V.5: Distribución log-normal que viene descrita por una ecuación del tipo V.9

utilizando como parámetros: lnMm = 12.5 y σ =0.7.

Considerando que si no es realmente una variable sino una función de Mi, en lugar de

c(r, t; ω; Mi, si) se puede poner c(r, t; ω; a, ML, d; Mi), y escribir la forma general del perfil

de concentración como la suma sobre todas las especies

c(r, t; ω; W ; a, ML, d) ≡ c(r, t; ω; p1, p2, ...; a, ML, d) =
∑

wic(r, t; ω; a, ML, d; Mi) (V.50)
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En resumen, la predicción de los perfiles de sedimentación de macromoléculas vermi-

formes polidispersas requiere:

Información sobre la distribución de pesos moleculares. Bien la serie de valores

(wi, Mi) directamente, o bien calculada mediante una función W , con los parámetros

p1, p2,...

Parámetros del modelo vermiforme, a, ML, y d, y la mencionada rutina de cálculo

de s.

La rutina para calcular el perfil c(r, t; ω; Mi, si) mediante dinámica browniana desa-

rrollada en este trabajo.

Figura V.6: Perfiles de concentración obtenidos mediante simulación de dinámica

browniana de una muestra de ADN con Npart = 100 000, rm = 5.8 cm, trun = 54000 s

y velocidad angular ω =20 000 rpm. Los perfiles, de izquierda a derecha, se correspon-

den a tiempos entre 0 a 54 000 s en intervalos de 5400 s. Los parámetros del modelo

vermiforme son: a =56 nm, d =2.3nm y ML = 1950 Da/nm. El número de inter-

valos elegidos para la distribución es 21, siendo el valor más pequeño 25 000 y el

mayor 3 200 000Da, siendo la escala logaŕıtmica. Los parámetros de la distribución

log-normal utilizados son: lnMm =12.5 y σ = 0.7 .

Tal y como se ha comentando anteriormente, el mejor ejemplo de la aplicabilidad del

modelo vermiforme es la doble hélice de ADN. Por este motivo, esta molécula es la elegida
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para mostrar los resultados procedentes de nuestras simulaciones de dinámica browniana

que implementan dicho modelo. El tipo de distribución elegida para generar los valores de

Mi es una distribución log-normal del tipo de la ecuación V.9. La distribución elegida se

muestra en la Figura V.5. Los parámetros del modelo vermiforme para la molécula de ADN

son, como se menciona en [103], a =56nm, d=2.3 nm y ML =1950Da/nm. Utilizando

estos parámetros, la relación s − M para ADN es la que se muestra en la Figura V.4,

tomada de un trabajo del Grupo de Investigación [103].

La Figura V.6 muestra perfiles de concentración para cadenas largas de ADN que

adoptan el modelo vermiforme.
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Caṕıtulo VI

El problema inverso

VI.1. Generalidades

Como se ha indicado en caṕıtulos anteriores, el objetivo de las medidas de ultracen-

trifugación anaĺıtica es obtener información sobre la composición (pesos moleculares, M ,

coeficentes de sedimentación, s), y las caracteŕısticas moleculares (conformación, flexibi-

lidad, relaciones s–M , etc) de la muestra sedimentante.

En las secciones anteriores de esta Tesis se ha descrito cómo predecir perfiles de sedi-

mentación, esto es, el valor de la señal óptica z en cada posición radial de la celda r y en

cada instante de tiempo t: z(r, t). El objetivo es, sin embargo, el problema inverso: obtener

información a partir de los perfiles z(r, t). Ya se ha visto cómo, en casos muy sencillos

como el de una única especie, se puede hacer algo en este sentido: determinar el coefi-

ciente de sedimentación, s, por velocidad de sedimentación a partir del avance del frente

sedimentante en una muestra monodispersa, o determinar el peso molecular M mediante

los perfiles en equilibrio de sedimentación. Pero hay situaciones más complicadas, como

puede ser la polidispersidad, o el análisis del efecto de la difusión, en los que se deseaŕıa

obtener más información que un simple valor de s, y estas situaciones requieren métodos

más complejos.

Como continuación del desarrollo de un método original para la predicción de z(r, t),

se emprendió el desarrollo de métodos de análisis basados en la simulación de dinámica

browniana expuesta en IV.1, lo cual se presenta en este Caṕıtulo.
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VI.2. Planteamiento

De un experimento de ultracentrifugación anaĺıtica (o de cada una de las celdas que

se pueden montar en el rotor y monitorizar en un experimento), resultan una serie de

scans o perfiles de sedimentación, dados por valores de la señal para diversas posiciones

radiales en una serie de instantes, z(e)
exp(ri, tj). El supeŕındice e hace referencia a los diversos

experimentos que se van a analizar conjuntamente. El ajuste de los datos experimentales

se hace, como es habitual, por un procedimiento de mı́nimos cuadrados, en el que se

minimiza el valor cuadrático de la diferencia entre esos valores experimentales, z(e)
exp(ri, tj),

y los calculados, z
(e)
cal(ri, tj), debidamente normalizada sobre el conjunto de datos, cuyo

número viene determinado por el número de valores de r y de t, Nr y Nt respectivamente,

que son tenidos en cuenta en el ajuste. De este modo, el número total de datos para el

ajuste será NrNt y la función a minimizar para un experimento determinado definido por

el supeŕındice (e), se puede escribir

[∆(e)(p1, p2...)]
2 =

1

NtNr

Nt
∑

j=1

Nr
∑

i=1

[z
(e)
cal(ri, tj; p1, p2...)− z(e)

exp(ri, tj)]
2/[z

(e)
0 ]2 (VI.1)

Nótese que la desviación cuadrática media se hace relativa a un valor de referencia ca-

racteŕıstico del experimento considerado: el valor de la señal inicial uniforme z
(e)
0 . Nótese

también que el valor de la señal calculada z
(e)
cal(ri, tj; p1, p2...) depende de los valores que

tomen los parámetros p1, p2, ... que caracterizan la muestra (coeficiente de sedimentación,

peso molecular, etc); el objetivo del ajuste es, por tanto, obtener el conjunto de valores de

esos parámetros que minimizan la función desviación cuadrática media, [∆(e)(p1, p2...)]
2.

El valor ∆(e) =
√

[∆(e)]2 puede considerarse como un error relativo en el ajuste de ese

experimento.

Como en nuestro procedimiento se pueden analizar conjuntamente varios experimen-

tos, se ha de considerar una desviacion cuadrática global, ∆2, que se formula en términos

de unos pesos estad́ısticos, Ge, que se dan a cada experimento en el ajuste:

[∆(p1, p2...)]
2 =

1

Ne

Ne
∑

e=1

Ge[∆
(e)(p1, p2...)]

2 (VI.2)

donde Ne es el número de experimentos considerados en el ajuste y los pesos estad́ısticos

están normalizados a la unidad,
∑Ne

e=1 Ge = 1. El valor 100∆ = 100
√

∆2 puede considerarse
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como un error relativo (en tanto por ciento) correspondiente al ajuste global de todos los

experimentos.

La desviación cuadrática ∆2 es, por tanto, una función de un conjunto de parámetros

p1, p2, ... correspondientes a propiedades de la muestra, que son comunes a todos los expe-

rimentos y que se especificarán según los casos. El cálculo de los perfiles de sedimentación

para cierto conjunto de valores de los parámetros, es decir, el cálculo de z
(e)
cal(ri, tj; p1, p2...),

se realiza con el mismo procedimiento que emplea el programa SIMUSED, según se ha ex-

plicado en los caṕıtulos anteriores. El problema ahora se centra en encontrar el mı́nimo

de una función ∆2(p1, p2...) cuyas variables son los parámetros.

VI.3. Método de ajuste y minimización

Se trata, pues, de un complicado problema de minimización, de una función no li-

neal, no expĺıcita, y con un número de variables que puede ser bastante considerable, con

caracteŕısticas diferentes según se trate de una muestra paucidispersa o de polidispersi-

dad continua. Para abordarlo se ha elegido el método conocido como SIMPLEX [68], ya

mencionado al tratar con SEDFIT. En concreto, se utiliza la subrutina AMOEBA tomada

de Numerical Recipes [123], que implementa un famoso algoritmo diseñado por Nelder

y Mead [124]. El método se inicializa dando una estimación inicial de cada parámetro,

p
(0)
i (i = 1, 2, ...) donde el supeŕındice (0) indica estimación inicial, aśı como la anchura

del rango de valores en el que se realizará la exploración de mı́nimos, λi. Como los di-

versos parámetros tendrán diferentes órdenes de magnitud, una elección conveniente es

λi = λp
(0)
i , donde λ es una constante, la misma para todos ellos (se ha encontrado que va-

lores de λ en el rango 0.5 – 0.1 son adecuados). La subrutina trata, en sucesivas iteraciones,

de efectuar nuevas estimaciones de p1, p2, ... que reduzcan el valor de ∆2(p1, p2...). Aunque

obvio, es de notar que en cada iteración ha de realizarse un cálculo de zcal(ri, tj; p1, p2...),

equivalente a una ejecución completa del programa de simulación SIMUSED. Las iteraciones

de AMOEBA se detienen cuando, tras cierto número de iteraciones sucesivas, ∆2 apenas

se reduce (reducción inferior a cierta tolerancia que es la diferencia relativa, en “tanto por

uno”, en ∆2). Es necesario indicar que este método presenta apreciables inconvenientes,

tales como un procedimiento muy simplista de búsqueda, poca eficacia en dirigirse hacia

el mı́nimo, y la posibilidad de detenerse en un mı́nimo local que puede ser muy lejano del
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mı́nimo absoluto que se desea encontrar. Por contra, la ventaja es su gran generalidad y

su gran insensibilidad a la elección de los valores iniciales de los parámetros, p
(0)
i .

En el caso de una muestra paucidispersa con nc componentes, el conjunto de parámetros

lo forman el coeficiente de sedimentación de cada componente k, sk, el peso molecular de

cada componente k, Mk, y la contribución fraccional a la señal inicial de cada componente

k, yk = zk/z0. Aśı, el número de parámetros a determinar, o variables de la función ∆2,

es 3nc − 1 ya que uno de los yk es determinado por el resto de ellos dado que
∑

k yk = 1.

En el caso de la muestra polidispersa, p1, p2, ... será el conjunto de los parámetros que

determinan la función de distribución de pesos moleculares, junto con los parámetros que

intervienen en la relación s–M .

VI.4. Programa ANASED

Con base en todo lo anterior, se ha desarrollado un programa de ordenador, ANASED,

para el análisis de los perfiles de sedimentación. El programa admite dos variantes, una

para sistemas multicomponentes paucidispersos, y otra para sistemas con polidispersidad

continua. Se adjunta al programa un manual de usuario con información completa sobre

su uso, por lo se describirán aqúı solamente los datos más importantes requeridos por el

programa (otros de menor relevancia se indican en el manual).

En primer lugar, el programa require que se le indique:

Número de experimentos a analizar (o, más habitualmente, número de células en

un experimento con múltiples células).

A continuación, para cada célula o experimento, un bloque de datos que contiene:

Peso estad́ıstico de ese experimento en el ajuste, Ge.

Velocidad angular del rotor en ese experimento, ω.

Posiciones del menisco y fondo de la célula, rm y rb.

El rango de valores de r que se utilizarán en el análisis, rmin y rmax (lógicamente, el

primero igual, o habitualmente superior, a rm, y el segundo igual, o habitualmente

inferior, a rb).
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El rango de valores de tiempo de los scans que se incluirán en el análisis, tmin y

tmax (siendo éste último, lógicamente, igual o inferior a la duración del experimento,

trun).

(Nótese que estos rangos determinarán los valores de r y t, y por tanto, el número

total de puntos incluido en el ajuste, NrNt).

El valor inicial de la señal uniforme en toda la célula (absorbancia o número de

franjas).

A continuación se indican los datos para el cálculo de perfiles:

Número total de part́ıculas a emplear en la simulación browniana, Npart.

Semilla de números aleatorios para dicha simulación.

Sigue un bloque de datos a emplear en el ajuste por la subrutina AMOEBA:

Número máximo de iteraciones (ITERMAX).

Tolerancia para detener las iteraciones (TOL).

Factor que define el rango de valores de los parámetros a explorar, λ.

A continuación, un indicador del modo de análisis, según el tipo de muestra:

1 - Sistema paucidisperso , 2 - sistema polidisperso.

El siguiente bloque de datos depende del modo de análisis. Para muestras paucidispersas:

Número de componentes, nc.

Para cada componente, k, un subbloque con tres valores correspondientes a estima-

ciones iniciales de: 1) el peso molecular flotante, M
(0)
b,k , 2) el coeficiente de sedimen-

tación s
(0)
k , y 3) la fracción de contribución a la señal y

(0)
k = z

(0)
0,k/z0. (El supeŕındice

(0) indica estimación inicial).

Para muestras polidispersas:

Rango de valores Mmin y Mmax, elegidos de manera que con seguridad queden entre

ellos los M que componen la muestra.
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Tipo de distribución de pesos moleculares, y parámetros de la misma. Por ejemplo:

tipo 1: distribución de Schulz, parámetros Z e ym; tipo 2, distribución log-normal,

parámetros log Mm y σ; etc.

Tipo de relación s–M , y sus parámetros. Por ejemplo, tipo 1: relación potencial,

s = KsM
as , parámetros Ks y as; tipo 2: varilla ciĺındrica, parámetros ML y d; tipo

3: cadena vermiforme, parámetros ML, d y a; etc.

ANASED produce un informe con los valores de los parámetros obtenidos en el ajuste,

junto a información sobre el mismo tal como el número de iteraciones que ha realizado,

ITER, y las desviaciones cuadráticas en la señal ajustada, ∆2. Además, se ha incorporado

en el programa una llamada a la herramienta gráfica GNUPLOT [111], como ya se hizo en

el programa SIMUSED, que permite visualizar inmediatamente un gráfico para cada expe-

rimento, con los valores de z
(e)
cal(r, t) superpuestos a los valores de z(e)

exp(r, t), representados

frente a r para un cierto conjunto de valores de t (scans), aśı como las diferencias (resi-

duales). La calidad de los gráficos y la capacidad de controlarlos es reducida con GNUPLOT,

por lo que nuestro programa también produce un archivo con todos estos valores para

que puedan ser post-procesados o graficados mediante utilidades más avanzadas como

SigmaPlot.

VI.5. Resultados. I. Sistemas paucidispersos, con da-

tos experimentales “sintéticos”

Se realizaron una serie de ensayos del programa ANASED sobre perfiles “sintéticos”

previamente generados con el programa SIMUSED. Todos esos perfiles “sintéticos” están

realizados con la siguiente serie de datos comunes:

Disolvente agua a T =20oC, ρ=1.0 g/cm3.

Posiciones de menisco y fondo de célula: rm =5.80 cm, rb =7.20 cm.

Ángulo del sector de la célula: φ=3o.

Número de intervalos en los que se discretizan las posiciones y el tiempo: Nr =50,

Nt =50.
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Número de part́ıculas empleadas en la simulación de los perfiles: Npart =107, de

manera que la señal simulada tenga un ruido bastante bajo, como es t́ıpico en

modalidad de interferencia.

Señal total inicial uniforme en la muestra: z0 =1.5 (unidades arbitrarias).

El protocolo de ajuste consiste en una serie de pruebas sucesivas en las que se va

aumentando el número de componentes. En los ajustes, se ignoran las zonas más próximas

al menisco y al fondo de la célula, tomando rmin =6.0 cm, y rmax =7.0 cm. El número de

part́ıculas empleadas en las simulaciones llevadas a cabo por ANASED para realizar los

ajustes fueron Npart =105 o Npart =106, de forma que se pueda evaluar la influencia de

Npart en la precisión de los resultados.

VI.5.1. Ajuste monocomponente

Se describe, en primer lugar, cómo realizar un análisis monocomponente. Como norma

general se toma, sea cual sea la muestra, una estimación inicial s
(0)
1 =10S y M

(0)
b,1 =1.0×

105. Es conveniente advertir que para obtener resultados con sentido bajo unas condiciones

de ajuste poco severas (por ejemplo, cuando se impone una tolerancia TOL mayor que

0.1) puede ser necesario utilizar valores inicales de M
(0)
b,1 más ajustados a la realidad que

1.0 × 105. Como resultado, ANASED produce unos valores ajustados finales s1 y Mb,1. Se

juzga el grado de bondad del ajuste según el valor de 100∆ y a la vista del gráfico.

VI.5.1.a. Lisozima

Como datos de partida de una muestra monodispersa t́ıpica, se consideraron los pro-

cedentes de simular la sedimentación de lisozima (s1 =1.91S, y Mb,1 =4250Da, valores

tomados del libro de Van Holde [4]) mediante SIMUSED en dos condiciones experimenta-

les: 1) régimen de velocidad, con velocidad angular ω =40000 rpm, y duración trun =8h,

y 2) régimen de aproximación al equilibrio, con ω =10000 rpm, y duración trun =180h.

Cuando se realiza el ajuste teniendo en cuenta ambos experimentos conjuntamente, lo

que se designará con la nomenclatura (v+e), se asignan los pesos estad́ısticos, Ge, 0.6 y

0.4 para las condiciones 1 y 2, respectivamente. Se hace notar que la lisozima es suficien-

temente pequeña como para que en los experimentos de velocidad sea notable el efecto

de la difusión, y por tanto la posibilidad de detectar en ellos el peso molecular.
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experim. Npart TOL ITER s1 / S Mb,1 / Da ∆2 × 10−4 100∆ ( %)

EX 1.91 4250

v+e

106 0.3 42 1.92 4291 0.55 0.74

106 0.2 44 1.91 4299 0.53 0.73

106 0.1 48 1.91 4239 0.43 0.66

106 0.02 92 1.91 4224 0.46 0.68

105 0.3 36 1.88 4195 4.48 2.12

105 0.1 38 1.91 4233 4.47 2.11

105 0.02 46 1.91 4284 3.89 1.97

v
105 0.3 37 1.88 4482 4.4 2.1

105 0.05 49 1.905 4216 3.85 1.96

e

105, 106 (+) 0.3 12 21.0 4812 76 8.7

105 0.1 43 1.87 4235 4.7 2.17

105 0.05 43 1.87 4235 4.7 2.17

106 0.1 47 1.91 4236 0.48 0.69

Tabla VI.1: Resultados del ajuste de los datos experimentales simulados para lisozi-

ma. EX: valores exactos (correspondientes a los datos experimentales simulados). v:

análisis del experimento de velocidad; e: análisis del experimento de aproximación al

equilibrio; v+e: análisis conjunto de ambos experimentos. (+)Prácticamente resultados

iguales con ambos valores. En todos los casos anteriores utilizan como estimaciones

iniciales M
(0)
b,1 =1.0× 104. lo que es necesario para obtener valores razonables cuando

TOL > 0.1,

En primer lugar se realizaron ajustes conjuntos de los dos experimentos: velocidad

y aproximación al equilibrio. Con un número de part́ıculas para los cálculos de ajuste

Npart =106, se observa que la elección del factor λ para AMOEBA es bastante cŕıtico,

obteniéndose ajustes correctos con λ=0.5. A su vez, con Npart =106 y λ=0.5 se observan

buenos resultados con valores de TOL entre 0.3 y 0.02, obteniéndose para todos los casos

resultados muy parecidos, como se indica en la Tabla VI.1. Para valores de λ superiores

o inferiores (se han probado los valores 1.0 y 0.1) el método de ajuste diverge hacia un

mı́nimo local muy alejado del mı́nimo absoluto.

Es de gran utilidad poder realizar los ajustes con un Npart tan bajo como sea posible, ya

que el tiempo requerido para efectuar una evaluación de z
(e)
cal(ri, tj; p1, p2...) es proporcional
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a éste. Se repiten los ajustes con Npart=105, con los resultados indicados en la Tabla VI.1.

El resultado para s1 es tan bueno como el obtenido utilizando Npart =106, y para Mb,1 se

obtiene con una desviación inferior al 4%.

Posteriormente, también se realizaron ajustes por separado de los experimentos de ve-

locidad y aproximación al equilibrio, con los resultados de la Tabla VI.1. Con Npart =106,

se obtienen resultados plenamente aceptables para velocidad. Con Npart =105, los resul-

tados son correctos para velocidad, mientras que la aproximación al equilibrio da un Mb,1

correcto pero un valor de s1 impreciso cuando TOL no es suficientemente bajo, reflejando

el hecho de que en equilibrio s tiene mucha menor influencia que en velocidad. En las Fi-

guras VI.1 y VI.2 se presentan los gráficos que produce ANASED inmediatamente mediante

GNUPLOT y a posteriori mediante SigmaPlot.
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Figura VI.1: Gráficos producidos durante la ejecución de ANASED mediante GNUPLOT

para los experimentos de velocidad y aproximación al equilibrio (11 scans equiespa-

ciados entre t =0 y trun) de lisozima. Npart =106, λ= 0.5, TOL =0.1.
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Figura VI.2: Gráficos producidos tras la ejecución de ANASED mediante SigmaPlot pa-

ra los experimentos de velocidad y aproximación al equilibrio (11 scans equiespaciados

entre t =0 y trun) de lisozima. Npart =106, λ =0.5, TOL = 0.1.
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VI.5.1.b. ADN de ColE1

Como una segunda prueba de muestra monodispersa, con caracteŕısticas muy diferen-

tes a las de lisozima, se considera el ADN del plásmido bacteriano ColE1, para el cual

s1 =16.6 S, M1 =4.34× 106 Da y v̄1 =0.55 cm3g−1 [125,126], con lo cual el peso molecular

flotante es Mb,1 =1.95× 106. Se consideran dos experimentos en reǵımenes de alta veloci-

dad y baja velocidad (que ahora no es de aproximación al equilibrio), caracterizados por

ω =20000 rpm y trun =8h el primero, y ω =3000 rpm y trun =240h el segundo, y con

pesos estad́ısticos 0.6 y 0.4 respectivamente para los análisis conjuntos.

experim. Npart TOL ITER s1 / S Mb,1 × 10−6 / Da ∆2 × 10−4 100∆ ( %)

EX 16.6 1.95

v+e

105 0.1 35 16.6 2.18 2.7 1.6

105 0.1 42 16.6 1.94 2.9 1.7

105 0.1 40 16.6 1.97 2.9 1.7

105 0.1 87 16.6 2.01 2.3 1.5

105 0.05 318 16.6 1.95 1.6 1.5

v
105 0.1 35 16.6 2.10 2.8 1.6

105 0.05 51 16.6 2.01 1.7 1.3

e
105 0.1 39 16.6 1.88 3.0 1.7

105 0.05 46 16.6 2.04 2.0 1.4

Tabla VI.2: Resultados del ajuste de los datos experimentales simulados para ADN de

ColE1. EX: valores exactos (correspondientes a los datos experimentales simulados).

v: análisis del experimento de alta velocidad; e: análisis del experimento de baja ve-

locidad; v+e: análisis conjunto de ambos experimentos. Las ĺıneas con valores iguales

de Npart y TOL corresponden a repeticiones del ensayo variando la semilla de los

números aleatorios.

Se comienza con el menor valor para Npart, Npart =105. De nuevo λ=0.5 funciona

correctamente, con tal de que TOL sea 0.1 o inferior. Todos los análisis, tanto el de los dos

experimentos conjuntamente como el de cada uno por separado reproducen exactamente

el valor de s1, y proporcionan valores de Mb,1 que difieren algo según las condiciones

(por ejemplo, variando la semilla de los números aleatorios), pero que no se apartan más

de un 10% del valor exacto, según se aprecia en la Tabla VI.2. Aumentar a Npart =106

apenas tiene efecto en los resultados. En la Figura VI.3 se muestra el resultado final
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de los ajustes: s1 y Mb,1. Hay que notar que el experimento de baja velocidad no es

realmente un experimento de equilibrio. Se aprecia la diferencia comparando los perfiles

del experimento de velocidad lenta de lisozima, Figura VI.2, con el presente, Figura VI.3.

Además, es notorio que en el experimento de alta velocidad se obtiene un valor correcto del

peso molecular, lo cual es destacable tratándose de una macromolécula de gran tamaño.
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Figura VI.3: Gráficos producidos tras la ejecución de ANASED mediante SigmaPlot,

para los experimentos de velocidad rápida y lenta de ADN de ColE1 (11 scans equies-

paciados entre t =0 y trun). Npart =105, λ= 0.5, TOL =0.1.
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VI.5.2. Ajuste bicomponente

Al aumentar los parámetros que se han de ajustar de 2, en el caso monocomponente,

a 5 (3nc − 1 = 3 × 2 − 1), en el caso bicomponente, un aspecto delicado es la elección

de las estimaciones iniciales de los parámetros. Para ello, se ha desarrollado un protocolo

sencillo y general:

Se realiza en primer lugar un análisis monocomponente, tomando de nuevo las esti-

maciones iniciales ya establecidas s
(0)
1 =10S y M

(0)
b,1 = 1.0×105 Da. ANASED produce,

entonces, ciertos valores ajustados s
(1)
1 y M

(1)
b,1 .

A continuación se procede a realizar el ajuste bicomponente, que se inicializa con

valores de los parámetros para uno y otro componente que sean la mitad y el doble

de los obtenidos en la primera fase, esto es, s
(0)
1 = s

(1)
1 /2, M

(0)
b,1 = M

(1)
b,1 /2, s

(0)
2 = 2s

(1)
1

y M
(0)
b,2 = 2M

(1)
b,1 , y fracciones de señal iniciales iguales para ambos, y

(0)
1 = y

(0)
2 =

0.5. Con esas estimaciones se lanza el análisis, del que resultan los valores finales

ajustados para los dos componentes sk, Mb,k e yk, k =1,2.

VI.5.2.a. Lisozima y fibrinógeno

Se puso a prueba este protocolo, en primer lugar, con un sistema bicomponente com-

puesto por dos especies con valores de s y Mb bien diferenciados, tomando para ello los

valores de lisozima y fibrinógeno, como en el caso que ya se utilizó para ilustar los cálculos

de SIMUSED: s1 =1.91S, Mb,1 =4250Da y contribución a la señal inicial y1 =0.6 (equiva-

lente a z0,1 = 0.9) para lisozima, y s2 =7.9 S, Mb,2 =97350Da y contribución a la señal

inicial y2 =0.4 (equivalente a z0,2 = 0.6) para fibrinógeno (valores de s y M tomados

del libro de Van Holde [4]). Se consideran dos experimentos: uno en régimen de veloci-

dad, con velocidad angular ω =40000 rpm, y duración trun =15h, y otro en régimen de

aproximación al equilibrio, con ω =3000 rpm, y duración trun =300h. En el ajuste se to-

man Npart =106, y se asignan pesos estad́ısticos G1 =0.6 para velocidad y G2 =0.4 para

aproximación al equilibrio.

El ajuste monocomponente previo dio como resultado s
(1)
1 =3.74S y M

(1)
b,1 =4263Da.

Con el criterio de doble y mitad se tomaron como estimaciones para el ajuste bicom-

ponente s
(0)
1 =1.87S, M

(0)
b,1 =2131Da, s

(0)
2 =7.58S, M

(0)
b,2 =8530Da, con y

(0)
1 = y

(0)
2 =0.5.

Con estos valores iniciales se realizó el ajuste, haciendo varias ejecuciones de ANASED, va-

riando únicamente la semilla de los números aleatorios, de manera que se puede apreciar
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CAPÍTULO VI. EL PROBLEMA INVERSO

s1 / S Mb,1 × 10−4 / Da s2 / S Mb,2 × 10−4 / Da y1 (error%) 100∆ ( %) ITER

(error%) (error%) (error%) (error%)

EX 1.91 0.425 7.90 97.3 0.60

v+e

A 1.98 (+4) 0.469 (+10) 7.89(-0.1) 99.7(+2) 0.61 (+2) 2.0 69

B 1.72 (-10) 0.395 (-7) 7.89(-0.1) 96.8(-0.5) 0.59 (-2) 2.1 74

C 1.80 (-6) 0.422 (-0.7) 7.79(-1) 99.6(+2) 0.59 (-2) 2.0 66

D 1.87 (-2) 0.373 (-12) 7.88(-0.3) 83.0(-15) 0.59 (-2) 2.2 57

E 1.87 (-2) 0.427 (+0.5) 7.89(-0.1) 97.2(-0.1) 0.60 (0) 2.0 62

M±D 1.85±0.10 0.42±0.04 7.87±0.04 95±7 0.596±0.009

Tabla VI.3: Resultados del ajuste de los datos experimentales simulados para una

muestra de lisozima y fibrinógeno. EX: valores exactos (correspondientes a los datos

experimentales simulados). v+e: análisis conjunto de ambos experimentos. A, B, C,

D y E, repeticiones del ajuste con distintas semillas para la generación de números

aleatorios. M, D: media y desviación estándar de los valores obtenidos.

la incertidumbre en los resultados ajustados. En la Tabla VI.3 se recogen los resultados

finales obtenidos para los dos componentes: s1, Mb,1, y1, s2, y Mb,2. Puede apreciarse que,

salvo en algún resultado de los pesos moleculares, los errores son bastante pequeños. Los

valores medios resultantes del conjunto de cinco ajustes independientes, dentro del rango

de la desviación estándar, concuerdan con los exactos; particularmente buenos resultan

los coeficientes de sedimentación, mientras que los pesos moleculares presentan errores

inferiores al 10%. En la Figura VI.4 se representan los resultados del ajuste conjunto de

los experimentos de velocidad y aproximación al equilibrio.

También se probó a analizar separadamente los experimentos de velocidad y aproxi-

mación al equilibrio. Como siempre, partiendo de la estimación inicial monocomponente

y luego con la táctica de doble/mitad para el bicomponente. Los resultados se muestran

en la Tabla VI.4.

Se obtuvieron valores de 100∆ similares a los del ajuste conjunto con un número

de iteraciones parecido. Sin embargo, los valores de los parámetros son, en bastantes

casos, diferentes a aquéllos. Los resultados de ajustar solo velocidad de sedimentación

son adecuados para los dos sk y para el Mb del componente pequeño, Mb,1, encontrándose

desviaciones apreciables para el del componente grande, Mb,2. Esto es coherente con la bien

conocida circunstancia de que en experimentos de velocidad hay información adecuada

para estimar los pesos moleculares solamente cuando éstos son suficientemente bajos.

En cuanto a los ajustes de aproximación al equilibrio, los resultados son frustrantes.
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Las condiciones apropiadas para realizar experimentos de equilibrio (ω y trun) son muy

dependientes del peso molecular, por lo que las empleadas en este ensayo como intermedias

resultan inadecuadas para ambos.

De todo este análisis se puede concluir que el ajuste conjunto de unos datos de veloci-

dad junto a otros de aproximación al equilibrio da resultados correctos y siempre mejores

que los de analizar solamente velocidad o solamente equilibrio.

s1 / S Mb,1 × 10−4 / Da s2 / S Mb,2 × 10−4 / Da y1 (error%)

(error%) (error%) (error%) (error%)

EX 1.91 0.425 7.90 97.3 0.60

v

A 1.89 (-1) 0.434 (+2) 7.90(0) 94.5(-3) 0.60 (0)

B 1.84 (-4) 0.461 (+8) 7.94(+0.5) 90.8(-7) 0.59 (-2)

C 1.78 (-7) 0.430 (+1) 7.88(-0.3) 54.6(-44) 0.59 (-2)

D 1.80 (-6) 0.403 (-5) 7.85(-0.6) 57.6(-41) 0.59 (-2)

E 1.83 (-4) 0.401 (-6) 7.87(-0.4) 77.0(-21) 0.59 (-2)

M±D 1.83±0.04 0.43±0.02 7.89±0.03 70±20 0.592±0.004

e

A 2.19 (+15) 0.358 (-16) 6.4(-19) 91.8(-6) 0.51 (-15)

B 2.02 (+6) 0.286 (-33) 5.9(-25) 82.6(-15) 0.47 (-22)

C 2.01 (+5) 0.344 (-19) 6.4(-19) 82.9(-15) 0.49 (-18)

D 1.49 (-22) 0.307 (-28) 6.9(-13) 98.1(+0.8) 0.54 (-10)

E 2.03 (+6) 0.306 (-28) 5.9(-25) 77.2(-21) 0.47 (-22)

M±D 1.95±0.27 0.32±0.03 6.3±0.4 87±8 0.50±0.03

Tabla VI.4: Resultados del ajuste de los datos experimentales simulados para una

muestra de lisozima y fibrinógeno. EX: valores exactos (correspondientes a los datos

experimentales simulados). v: análisis del experimento de velocidad; e: análisis del

experimento de aproximación al equilibrio. A, B, C, D y E, repeticiones del ajuste con

distintas semillas para la generación de números aleatorios. M, D: media y desviación

estándar de los valores obtenidos.
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Figura VI.4: Gráficos producidos tras la ejecución de ANASED mediante SigmaPlot,

para los experimentos de velocidad y aproximación al equilibrio de una muestra con

lisozima y fibrinógeno (11 scans equiespaciados entre t= 0 y trun). Npart =106, λ=0.5,

TOL = 0.1.
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VI.5.2.b. Aldolasa y ADN

A continuación se prueba un sistema bicomponente formado por dos especies diferen-

tes pero cuyos coeficientes de sedimentación son muy parecidos y cuyos pesos moleculares,

aunque numéricamente bastante distintos, son ambos moderados. En estas condiciones es

de esperar, en velocidad, un único frente sedimentante con una anchura producto de la

superposición de los frentes de ambas especies, cada uno de ellos apreciablemente ensan-

chados por su difusión. Los componentes son una protéına, la aldolasa, y un fragmento

monodisperso de ADN:

Aldolasa: M1 =156 000Da, v̄1 =0.735 cm3g−1, Mb,1 =41340Da, s1 =7.40S [5]. Con-

tribución a la señal inicial y1 =0.5 (equivalente a z0,1 = 0.75).

ADN: fragmento monodisperso de 600 pares de bases, uno de los varios obteni-

dos por corte enzimático del ADN de bacteriófago PM2 [127], M2 =391 000Da,

v̄2 =0.550 cm3g−1, Mb,2 =176 000Da, s2 =7.89S [5]. Contribución a la señal inicial,

y2 =0.5 (equivalente a z0,2 = 0.75).

Se insiste en que, mientras que los valores de s difieren en escasamente un 7%, los

valores de Mb son uno más de cuatro veces mayor que el otro.

El protocolo de simulación de datos experimentales (ω =40000 rpm y trun =5h para

velocidad, y ω =3000 rpm y trun =300h para aproximación al equilibrio), aśı como el de

ajuste-análisis seguidos en este caso son los mismos que en el de lisozima y fibrinógeno,

por lo que no se menciona ningún detalle repetitivo. Como resultado final del ajuste se

obtienen dos parejas (sk, Mb,k), asignándose la de mayor Mb (Mb,2) al ADN. El número

de iteraciones es algo más elevado que en el caso anterior, aunque siempre por debajo de

100, y 100∆ es aproximadamente 3%.

Los ajustes conjuntos de velocidad y aproximación al equilibrio rinden unos resulta-

dos excelentes, como se puede apreciar en la Tabla VI.5 (se dan los valores de media y

desviación, omitiendo los cinco ajustes independientes individuales). En la Figura VI.5

se muestra la comparación de resultados experimentales y calculados. Se han realizado

un par de casos de ajuste de velocidad solo y de aproximación al equilibrio solo, cuyos

valores individuales están contenidos en la Tabla VI.5. Como era de esperar, los ajus-

tes de velocidad dan unos valores de sk muy próximos y similares para ambas especies,

pero los valores de Mb,k están muy desviados. Los ajustes de aproximación al equilibrio

muestran la existencia de dos especies de pesos moleculares bastante diferentes, con una
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estimación bastante defectuosa del mayor, Mb,2, y con valores aberrantes para el resto

de los parámetros. Queda de manifiesto la gran ventaja que ofrece nuestro procedimiento

de analizar conjuntamente datos de más de un experimento en condiciones diferentes de

sedimentación, puesto que un simple análisis de un experimento en régimen de velocidad

no permitiŕıa la determinación de los pesos moleculares.

s1 / S Mb,1 × 10−5 / Da s2, S Mb,2 × 10−5 / Da y1 (error%)

(error%) (error%) (error%) (error%)

EX 7.40 0.413 7.89 1.76 0.50

*v+e M±D 7.6±0.3 0.42±0.04 7.7±0.2 1.71±0.19 0.52±0.04

v
A 7.90 (+7) 0.74 (+79) 7.43(-6) 0.85(-52) 0.57 (+14)

B 7.46(+0.8) 0.61 (+48) 7.83(+1) 0.99(-44) 0.44 (-12)

e
A 15.3 (+107) 0.88 (+113) 4.16(-47) 1.86(+6) 0.62 (+24)

B 15.2 (+105) 0.99 (+140) 3.8(-52) 2.16(+23) 0.39 (-22)

Tabla VI.5: Resultados del ajuste de los datos experimentales simulados para una

muestra de aldolasa y ADN. (∗)v: análisis del experimento de velocidad; e: análisis

del experimento de aproximación al equilibrio; v+e: análisis conjunto de ambos ex-

perimentos. A y B, repeticiones del ajuste con distintas semillas para la generación

de números aleatorios. M, D: media y desviación estándar de los valores obtenidos

(después de repetir el ajuste con cinco semillas distintas).
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Figura VI.5: Gráficos producidos tras la ejecución de ANASED mediante SigmaPlot,

para los experimentos de velocidad y aproximación al equilibrio de una muestra de

aldolasa y ADN (11 scans equiespaciados entre t =0 y trun). Npart =106, λ=0.5,

TOL = 0.1.
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VI.5.3. Ajuste tricomponente

Al aumentar a 3 el número de componentes, el número de parámetros a determinar

es 3nc − 1 = 3 × 3 − 1 = 8. Se trata de un número de variables bastante alto para un

procedimiento de minimización como SIMPLEX, particularmente si no se dispone de es-

timaciones iniciales bastante acertadas. No obstante, se ha intentado el desarrollo de un

protocolo general: se siguen los pasos ya explicados para el análisis de un bicomponen-

te, partiendo de un ajuste monocomponente iniciado con las estimaciones s
(0)
1 =10S y

M
(0)
b,1 =1.0 ×105, hasta concluir un análisis bicomponente que rinde valores del ajuste s

(2)
1 ,

M
(2)
b,1 , y

(2)
1 , s

(2)
2 y M

(2)
b,2 .

Para asignar valores a las estimaciones iniciales de s y Mb en el ajuste tricompo-

nente se va a utilizar un procedimiento logaŕıtmico. Aśı, para el caso de Mb, se evalúa

la separación entre el menor y el mayor log M
(2)
b,k obtenido tras el ajuste bicomponente:

δMb
= | log M

(2)
b,1 − log M

(2)
b,2 |/2. El mayor valor de log M

(2)
b,k se reemplaza por un valor

incrementado en δMb
, y el menor log M

(2)
b,k se sustituye por un valor aminorado en δMb

.

Para el tercer componente, el valor estimado de log Mb será el valor medio entre log M
(2)
b,1 y

log M
(2)
b,2 . Con ese procedimiento tendremos las siguientes estimaciones iniciales para los lo-

garitmos de los pesos moleculares flotantes de las tres especies del sistema tricomponente:

log M
(0)
1 = log M

(2)
b,1 − δMb

, log M
(0)
2 = log M

(2)
b,2 + δMb

, y log M
(0)
3 = (log M

(2)
b,1 +log M

(2)
b,2 )/2;

los valores considerados para M
(0)
1 , M

(0)
2 y M

(0)
3 serán los correspondientes antilogaritmos.

Para el coeficiente de sedimentación se hace una operación análoga, también en escala lo-

gaŕıtmica, log s. En cuanto a las estimaciones para las fracciones de contribución a la señal

inicial, y
(0)
k , se toman las tres iguales a 1/3.

VI.5.3.a. Tres protéınas

Pese a las dificultades previstas, se ha llevado a cabo con éxito el ajuste de tres

componentes para un caso constituido por tres protéınas: lisozima, fibrinógeno (sobre las

que ya se ha presentado el análisis bicomponente), y una protéına con valores intermedios

de s y M , albúmina de suero bovino, BSA. Los valores de s y M de lisozima y fibrinógeno

utilizados para realizar las simulaciones con SIMUSED están tomadas del libro de Van

Holde [4], mientras que los valores para la BSA se obtienen del libro de Serdyuk [5]. Se

consideran dos experimentos, con ω =40000 rpm y trun =6h uno (velocidad), y ω =5000

rpm y trun =360h el otro (aproximación al equilibrio) y se realiza un análisis conjunto de
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ambos tipos de experimentos. En la Tabla VI.6 se recopilan los datos de estas protéınas

utilizados en el experimento simulado con SIMUSED.

Componente 1 2 3

Coef. Sedim., sk / S 1.91 7.9 4.5

Peso molec., Mk / Da 14 400 330 000 66 300

Vol. spec., v̄k / cm3/g 0.705 0.705 0.735

Peso molec. flotante, Mb,k / Da 4 248 97 350 17 570

Contrib. señal ini.,z0,k 0.6 0.4 0.5

Exponente, αk 0 0 0

Tabla VI.6: Datos de lisozima, fibrinógeno y BSA utilizados para simular los experi-

mentos de ultracentrifugación anaĺıtica con el programa SIMUSED.

Los resultados de los ajustes monocomponente y bicomponente se muestran en la

Tabla VI.7.

La Tabla VI.8 recoge los resultados finales del ajuste tricomponente donde puede verse

que dicho ajuste recupera con bastante exactitud los parámetros moleculares originales.

Por otro lado, la Figura VI.6 ilustra la comparación entre los resultados ajustados y reales

mostrando un acuerdo excelente. Cabe mencionar, no obstante, que el resultado del ajuste

es sensible a los valores de los parámetros iniciales. Aśı, en algunas pruebas realizadas se

ha dado la circunstancia de que, tras el ajuste bicomponente, a la protéına con mayor s

le correspond́ıa un menor valor de Mb, lo cual no es propio de protéınas globulares. Esto

puede ser debido a que se está ajustando a un modelo bicomponente un sistema que en

realidad es tricomponente. A pesar de ello, siguiendo el esquema previsto para el ajuste

final tricomponente, se obtuvieron valores de s y Mb aceptables.
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Componente 1 2

Coef. Sedim estimado, s
(0)
k / S 10.0

Coef. Sedim resultante, s
(1)
k / S 3.843

Peso molec. flot. estimado, M
(0)
b,k / Da 100 000

Peso molec. flot. resultante, M
(1)
b,k / Da 15 939

Fracc. señal ini. estimado, y
(0)
k 1.0

Fracc. señal resultante, y
(1)
k 1.0

ITER 24

Diferencia t́ıpica en z(r, t), 100∆ (%) 12.7

Coef. Sedim estimado, s
(0)
k / S 1.922 7.686

Coef. Sedim resultante, s
(2)
k / S 2.583 7.083

Peso molec. flot. estimado, M
(0)
b,k / Da 7 970 31 878

Peso molec. flot. resultante, M
(2)
b,k / Da 5 117 68 950

Fracc. señal ini. estimado, y
(0)
k 0.5 0.5

Fracc. señal ini. resultante, y
(2)
k 0.616 0.384

ITER 65

Diferencia t́ıpica en z(r, t) / 100∆ (%) 2.9

Tabla VI.7: Resultados del ajuste mono y bicomponente de los datos experimentales

simulados para una muestra de lisozima, fibrinógeno y BSA.

Componente 1 2 3

Coef. Sedim estimado, s
(0)
k / S 1.56 11.729 4.227

Coef. Sedim resultante, sk / S (%error) 1.85 (-3%) 7.87 (-0.4%) 4.39 (-2%)

Peso molec. flot. estimado, M
(0)
b,k / Da 1 394 253 101 18 783

Peso molec. flot. resultante, Mb,k / Da ( %error) 4 291 (+1%) 97 078 (-0.3%) 16 351 (-7)%)

Fracc. señal ini. estimado, y
(0)
k 0.333 0.333 0.334

Fracc. señal ini. resultante, yk (%error) 0.378 (-6%) 0.274 (+1%) 0.349 (+6 %)

ITER 224

Diferencia t́ıpica en z(r, t), 100∆ ( %) 0.7

Tabla VI.8: Resultados del ajuste tricomponente de los datos experimentales simula-

dos para una muestra de lisozima, fibrinógeno y BSA .
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Figura VI.6: Gráficos producidos tras la ejecución de ANASED mediante SigmaPlot,

para los experimentos de velocidad y aproximación al equilibrio de una muestra de

lisozima, fibrinógeno y BSA (11 scans equiespaciados entre t =0 y trun). Npart =106,

λ= 0.5, TOL =0.1.
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VI.6. Resultados. II. Sistemas polidispersos, con da-

tos experimentales “sintéticos”

Lo indicado al comienzo de la sección VI.5 para sistemas monodispersos es aplicable

también aqúı salvo que se especifique lo contrario. Además, se supone conocido el volumen

espećıfico parcial v̄, independiente de M , de manera que se pueden manejar los pesos

moleculares directamente en vez de los pesos moleculares flotantes.

Diversas pruebas que se han realizado indican que la elección de los valores iniciales

es, si cabe, más cŕıtica de lo que ya era para los sistemas paucidispersos. Por ello, como

en el caso anterior, se ha tratado de diseñar un protocolo genérico, en todo lo posible

independiente de las caracteŕısticas de la muestra. La primera fase del protocolo consiste

en analizar los datos de sedimentación como si de un sistema paucidisperso se tratase.

Aśı, se realiza un primer ajuste monocomponente, como antes con estimaciones iniciales

fijas s
(0)
1 = 10 S y M

(0)
b,1 = 1.0 × 105, que suministra unos valores ajustados s

(1)
1 y M

(1)
b,1 .

Estos valores se podŕıan considerar como ciertos valores intermedios, representativos de las

distributiones de s y Mb. Tratando de ampliar la información se procede, a continuación, a

un análisis bicomponente, con estimaciones iniciales igual que antes, basadas en el criterio

de doble/mitad. Con ello se obtienen valores s
(2)
k , M

(2)
b,k , y

(2)
k , k =1,2. La pareja de valores

M
(2)
b,1 y M

(2)
b,2 puede ser utilizada o bien para obtener la pareja de pesos moleculares M

(2)
1 y

M
(2)
2 (puesto que v̄ es conocido), o bien para obtener valores promedio del peso molecular

flotante, M̄b,w y M̄b,n (promedios en peso y número respectivamente). Tanto a partir de

M
(2)
1 y M

(2)
2 como de M̄b,w y M̄b,n (conocido v̄) se pueden obtener los pesos moleculares

promedio en peso y en número de la muestra, M̄w y M̄n respectivamente, y, por tanto, el

ı́ndice de polidispersidad. Si, como será habitual en los sistemas polidispersos, la fracción

de señal es igual a la fracción en peso, wk (αk = 0), el peso molecular promedio en peso,

de acuerdo con la ecuación V.2, se obtendŕıa como

M̄w = y
(2)
1 M

(2)
1 + y

(2)
2 M

(2)
2 (VI.3)

y, análogamente, el peso molecular flotante promedio en peso

M̄b,w = y
(2)
1 M

(2)
b,1 + y

(2)
2 M

(2)
b,2 (VI.4)

También se pueden evaluar los correspondientes promedios en número según la ecuación

V.3,
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M̄n = [y
(2)
1 /M

(2)
1 + y

(2)
2 /M

(2)
2 ]−1 (VI.5)

y

M̄b,n = [y
(2)
1 /M

(2)
b,1 + y

(2)
2 /M

(2)
b,2 ]−1 (VI.6)

La combinación de M̄w y M̄n nos proporciona un ı́ndice de polidispersidad, IP =

M̄w/M̄n (ecuación V.4). Esta información puede ser útil para hacer estimaciones iniciales

de los parámetros de la distribución de M con la que se vaya a trabajar. Asimismo, el

disponer de dos parejas de valores (s, M) puede ser útil para estimar parámetros de la

relación s–M que se quiere ajustar. A continuación se ilustrarán ejemplos de la utilidad

de toda esta información.

VI.6.1. Distribución de M log-normal y relación s = KsM
as

Como ejemplo significativo de ajuste para un sistema polidisperso, se usa, como ya

se hizo en la sección V.7.1, el ejemplo del PEO, con una distribución log-normal de peso

molecular y una relación s–M de tipo potencial. Los datos experimentales sintéticos de

z(r, t) se simulan como alĺı se indicó, con los datos ln M̄w =11.0, σ =0.8, Ks =6.14 ×10−3

y as =0.47. Se consideran un experimento de velocidad, con ω=40 000 rpm y trun=15 h,

y uno de aproximación al equilibrio, con ω =10000 rpm y trun =360h, registrándose en

cada uno de ellos 51 scans y 50 posiciones radiales.

Siguiendo el protocolo que se ha propuesto, se realiza el análisis bicomponente con los

resultados inicial y final en cada una de las dos fases que se indican a continuación:

1.- Análisis monocomponente:

s
(0)
1 =10S , M

(0)
b,1 =1.0 ×105.

s
(1)
1 =1.12S , M

(1)
b,1 =1.01 ×104.

2.- Análisis bicomponente:

s
(0)
1 =0.56S , M

(0)
b,1 =0.50 ×104 , y

(0)
1 =0.5,

s
(0)
2 =2.24S , M

(0)
b,2 =2.02 ×104 , y

(0)
2 =0.5.

s
(2)
1 =0.75S , M

(2)
b,1 =0.47 ×104 , y

(2)
1 =0.486,

s
(2)
2 =1.47S , M

(2)
b,2 =1.93 ×104 , y

(2)
2 =0.514.
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El resultado final del ajuste bicomponente es bastante bueno, con ∆2 =6.0 ×10−4,

100
√

∆ =2.5%.

Con los valores resultantes, se obtienen los promedios (flotantes) en peso y en número,

M̄b,w = 1.22 ×104 y M̄b,n =0.765 ×104 y, utilizando el valor del volumen espećıfico parcial

del PEO, v̄ =0.83 cm3g−1, los pesos moleculares promedio quedan M̄w = 7.15 ×104 y

M̄n =4.50 ×104, con IP = M̄w/M̄n = 1.59. En una muestra con polidispersidad continua

regida por una distribución log-normal, los parámetros que determinan ésta son ln M̄w y

la varianza σ de lnM , estando ésta última relacionada con el ı́ndice de polidispersidad

mediante la ecuación V.12, según la cual

σ =
√

ln(M̄w/M̄n) (VI.7)

Como se anticipó en la sección anterior, la idea subyacente en nuestra estrategia es usar

la conexión entre los valores estimados grosso modo con un modelo no realista (bi-diperso

para una muestra polidispersa), pero que se atiene a criterios generales y no aberrantes,

y los valores del modelo concreto. Por ello, se usan los valores de M̄w y M̄n obtenidos del

ajuste bi-componente para clacular ln M̄w =11.2 y σ =0.68. Análogamente, se emplean los

dos pares de valores s y M resultantes del análisis (M obtenido a partir del valor flotante

y v̄), que son s
(2)
1 =0.75, M

(2)
1 =2.76×104 y s

(2)
2 =1.47, M

(2)
2 =11.4×104, para obtener

Ks =6.4 ×10−3 y as =0.47. De esta manera, se tiene un conjunto de estimaciones para el

análisis de un sistema propiamente polidisperso. El transcurso del ajuste nos indica, desde

la primera iteración de AMOEBA, que estos valores dan un ajuste notablemente bueno

(conociendo los correctos lo ratificamos). Con valores iniciales muy próximos a los exactos,

es conveniente disminuir el factor λ en AMOEBA, para que en las primeras iteractiones

el algoritmo no se escape de la proximidad del mı́nimo. Con 45 iteraciones se alcanzan

resultados finales que están recopilados, junto a los previos, en la Tabla VI.9.

Como puede apreciarse, la estrategia genérica ha conseguido reproducir de manera

prácticamente exacta los parámetros reales, con los que fueron originados los datos ex-

perimentales sintéticos. Aun sin perder de vista que es uno de los casos más sencillos de

un sistema polidisperso, el éxito del protocolo es completo. Pese a la sencillez del caso,

el tipo de la distribución de M y el tipo de relación s–M son muy habituales, por lo que

cabe esperar que dicho éxito se pueda producir con muchos otros sistemas similares.
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VI.6. RESULTADOS. II. SISTEMAS POLIDISPERSOS, CON DATOS
EXPERIMENTALES “SINTÉTICOS”

Caso lnM σ Ks × 103 as 100∆

Exacto 11.0 0.80 6.14 0.47 0.6%

Estimación 11.2 0.68 6.40 0.47 5.2%

Resultado 11.0 0.72 6.42 0.47 1.0%

Tabla VI.9: Resultados del ajuste a un modelo con “distribución log-normal de M

y relación s = KsM
as” de los datos experimentales simulados para una muestra

polidispersa de PEO.

En la Figura VI.7 se presenta la comparación de los valores originales de z(r, t) con

los calculados utilizando los parámetros resultantes del ajuste mostrados en la tercera fila

de la Tabla VI.9.
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Figura VI.7: Gráficos producidos tras la ejecución de ANASED mediante SigmaPlot,

para los experimentos de velocidad y aproximación al equilibrio de una muestra de

PEO (11 scans equiespaciados entre t= 0 y trun). Npart = 106, λ=0.5, TOL =0.1.
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EXPERIMENTALES “SINTÉTICOS”

VI.6.2. Distribución de M log-normal y conformación vermifor-

me

Como ya se indicó en la sección V.7.2, el modelo vermiforme tiene una amplia aplica-

bilidad, y su relación s–M es mucho más compleja que la mera relación potencial antes

considerada. Según se ha explicado en dicha sección, los parámetros estructurales de este

modelo son la masa por unidad de longitud, ML, la longitud de persistencia a, y el diámetro

hidrodinámico, d. Para la simulación de los datos experimentales se usan los parámetros

del ADN alĺı indicados, ML =1950Da/nm, a =56nm, d=2.3 nm, v̄ =0.55 cm3g−1 y, co-

mo alĺı, se supone una muestra polidispera con distribución log-normal de lnMw =12.5

(Mw = 2.68×105) y σ =0.70, tomando para la distribución de M 21 valores equiespacia-

dos logaŕıtmicamente entre M1 =2.5 ×104 y M2 =3.3 ×106. Se consideran un experimento

de velocidad, con ω =20000 rpm y trun =15h, y uno de aproximación al equilibrio, con

ω =5000 rpm y trun =240h, registrándose en cada uno de ellos 51 scans y 50 posiciones

radiales.

Con los datos aśı generados se sigue la misma fase previa del protocolo descrito ante-

riormente, consistente en el análisis mono- y bi-componente:

1.- Análisis monocomponente:

s
(0)
1 =10S , M

(0)
b,1 =1.0 ×105.

s
(1)
1 =7.16S , M

(1)
b,1 =1.246 ×105.

2.- Análisis bicomponente:

s
(0)
1 =3.58S , M

(0)
b,1 =0.623 ×105 , y

(0)
1 =0.5,

s
(0)
2 =14.32 S , M

(0)
b,2 =2.452 ×105 , y

(0)
2 =0.5.

s
(2)
1 =5.91S , M

(2)
b,1 =0.676 ×105 , y

(2)
1 =0.506,

s
(2)
2 =8.27S , M

(2)
b,2 =2.205 ×105 , y

(2)
2 =0.494.

La calidad del análisis bicomponente es sorprendentemente buena: ∆2 =4.4 ×10−4,

100
√

∆ =2.1%. Es oportuno intercalar el comentario respecto a la ambigüedad, pocas

veces reconocida, de ajustar datos de experimentos de sedimentación en casos complejos:

puede haber modelos de composición diferentes al real que den ajustes bastante buenos.

Siguiendo con el protocolo de usar s
(2)
k , M

(2)
b,k y y

(2)
k (k =1,2) junto con v̄ para la

estimación del ajuste posterior al sistema polidisperso, se procederá como en el caso
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anterior, obteniendo M
(2)
b,1 =0.676 ×105, M

(b,2)
2 =2.20 ×105, M

(2)
1 =1.50 ×105, M

(2)
2 =4.90

×105, M̄w = 3.17 ×105, ln M̄w = 12.6, M̄n =2.28 ×105, IP = M̄w/M̄n =1.39, y σ =0.57.

En cuanto a las estimaciones iniciales necesarias para ML, a, y d, se ha ideado un

procedimiento que se aplicaŕıa a cualquier caso vermiformes. Se basa, como en el caso

anterior, en los dos pares de valores (s, M) resultantes del análisis bi-componente que

en este caso son (5.91, 1.50×105) y (8.27, 4.90×105) junto con la utilización de nuestro

programa MultiHydFit [21, 103], diseñado para ajustar los parámetros del modelo ver-

miforme con series de valores propiedad – peso molecular para diversas propiedades y

diversas muestras por propiedad. No obstante, el programa también admite una sola pro-

piedad s, y dos parejas (s, M). Los resultados del ajuste son ML =2240Da/nm, a =58nm

y d=3.5 nm. Del ajuste con MultiHydFit de tan solo un par de puntos no cabŕıa esperar

resultados precisos, pero nos encontramos el satisfactorio hallazgo de estimaciones que son

muy próximas a las exactas (excepto en el caso de d, debido a la conocidad insensibilidad

de las propiedades hidrodinámicas al diámetro del filamento vermiforme. Todo ello ratifica

la eficacia, ya demostrada en casos anteriores, de los ajustes preliminares bi-componente.

Aśı, se dispone de un conjunto completo de datos de partida para el ajuste con ANASED.

Aun antes del ajuste, comparándolos con los exactos (Tabla VI.10) se aprecia su muy

aceptable concordancia con los reales. Debido precisamente a ser tan próximos, se ha

de tener cuidado con las condiciones impuestas para el ajuste: un valor algo elevado del

factor λ puede hacer que en las primeras iteraciones los parámetros se alejen, llegando a

resultados peores que las estimaciones iniciales. Además, la tolerancia debe ser bastante

baja para que se efectúen numerosas iteraciones y Npart elevado (con Npart =105 se obtiene

una baja precisión que oculta el refinamiento que se pretende conseguir). Por ello, las

condiciones de ajuste final se modificaron a λ=0.05, TOL=0.20 y Npart =106. Se obtienen

aśı los resultados mostrados en la tercera fila de la Tabla VI.10, con un error t́ıpico en la

señal inferior al 1%. La calidad de los ajustes queda también de manifiesto en la Figura

VI.8.

Los resultados son excelentes para lnM y a, buenos para ML (error en torno al 10%),

aceptables para σ, y desviados para d (aunque la discrepancia tiene poca importancia,

por lo antes comentado). Cabe notar que aunque los resultados recobrados en el ajuste se

desv́ıan algo de los exactos, el error en la señal es casi el mismo. Esto es consecuencia de

que la desviación de un parámetro puede quedar, dentro de las fluctuaciones estad́ısticas,

compensada por la desviación en otro, dando casi idéntica ∆. Haŕıa falta mucha precisión

en los datos de partida y una gran capacidad del algoritmo de ajuste, bastante mejor
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VI.6. RESULTADOS. II. SISTEMAS POLIDISPERSOS, CON DATOS
EXPERIMENTALES “SINTÉTICOS”

Caso lnM σ ML / Da/nm a / nm d / nm 100∆

Exacto 12.5 0.70 1950 56 2.2 0.6%

Estim. inicial 12.6 0.57 2240 58 3.5 2.1%

Resultado 12.6 0.59 2250 59 3.5 0.9%

Tabla VI.10: Resultados del ajuste a un modelo con “distribución log-normal de M y

conformación vermiforme” de los datos experimentales simulados para una muestra

polidispersa de ADN vermiforme.

que la del SIMPLEX o AMOEBA, para conseguir refinar estos resultados. No obstante,

teniendo en mente que las propiedades más importantes en el análisis son el peso molecular

medio del ADN aśı como su masa por unidad de longitud y su longitud de persistencia,

se ve que para ellas nuestro método ha resultado exitoso.
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Figura VI.8: Gráficos producidos tras la ejecución de ANASED mediante SigmaPlot,

para los experimentos de velocidad y aproximación al equilibrio de una muestra de

ADN vermiforme (11 scans equiespaciados entre t = 0 y trun). Npart =106, λ=0.05,

TOL = 0.2.
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VI.7. ANASED VS. SEDFIT

VI.7. ANASED vs. SEDFIT

Como ya se ha comentado los programas SEDFIT y SEDPHAT son dos herramientas muy

potentes para el análisis de experimentos de ultracentrifugación anaĺıtica. De hecho, se

han elegido para el análisis de los experimentos recogidos en el Caṕıtulo III y para verifi-

car el correcto funcionamiento del programa generador de perfiles de AUC SIMUSED. No

obstante, se ha decidido desarrollar la herramienta de análisis ANASED con la intención de

subsanar ciertas carencias de ambos programas y de poner a disposición de la comunidad

cient́ıfica otra alternativa para el análisis de experimentos de AUC.

SEDFIT y SEDPHAT presentan al usuario una gran variedad de modos de ajuste, cada

uno con una manera de manejar parámetros y variables. Esto, a la vez que versátiles, los

torna engorrosos, ya que el usuario ha de tener en cuenta o anticipar muchos detalles de

su sistema. En cambio, el programa ANASED pretende, desde la sencillez, dotar al usuario

de una herramienta que simplifique la toma de decisiones pero sea igualmente eficaz a la

hora de determinar los parámetros que son de mayor interés en primera instancia para

el usuario de ultracentŕıfuga: el coeficiente de sedimentación y el peso molecular. Aśı, el

usuario obtiene de forma bastante directa los valores numéricos de esas dos propiedades

moleculares. Por otro lado, ANASED permite el análisis conjunto de muchos experimentos de

velocidad (incluyendo aproximación al equilibrio); es decir, es capaz de utilizar un número

indefinido de experimentos de AUC de un determinado sistema realizados a diferentes

valores de velocidad angular, ω, con el objeto de obtener los parámetros moleculares que

mejor los ajustan, con lo que se mejora la incertidumbre en los valores del coeficiente de

sedimentación y del peso molecular. Esta es una caracteŕıstica de la que carece SEDFIT.

Un inconveniente de SEDFIT y SEDPHAT es que asignan el mismo valor de volumen

espećıfico parcial a todas las posibles especies sedimentantes del sistema paucidisperso

que se está analizando, lo cual, aparte de poco realista, introduce error en la determina-

ción de los pesos moleculares. ANASED, en cambio, permite al usuario asignar, de forma

independiente, un valor de volumen espećıfico a cada posible especie sedimentante. El

análisis que realiza ANASED es del tipo que SEDFIT denomina “modelo de especies no in-

teractuantes” (ver Caṕıtulo II, sección II.12), en donde, para un sistema paucidisperso, el

usuario impone de antemano el número de especies que se van a utilizar para ajustar los

perfiles de sedimentación y, en el caso de ANASED, se permite asignar a cada una un valor

del volumen espećıfico parcial.
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Por último, y quizás lo más significativo, es que ANASED es capaz de gestionar ade-

cuadamente sistemas polidispersos, problema para el que no están capacitados SEDFIT

y SEDPHAT. Esa es una de las mayores fortalezas de ANASED respecto a otros programas

de análisis y el objetivo principal para el que fue concebido, objetivo que se ha logrado

parcialmente durante el desarrollo de esta Tesis, pero que aún es necesario ampliar y

consolidar.
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Caṕıtulo VII

Conclusiones

1. Se ha puesto a punto la técnica de ultracentrifugación anaĺıtica comprobando que

los procedimientos utilizados en la realización de los experimentos son los correctos.

Para ello se realizaron experimentos de ultracentrifugación anaĺıtica (para distin-

tos tipos de macromoléculas bien conocidas: a) protéınas como la lisozima, ejem-

plo de muestra monodispersa, y la seroalbúmina (albúmina de suero bovino) y la

ovoalbúmina (albúmina de la clara de huevo), ejemplos de muestras paucidispersas,

b) polisacáridos y poĺımeros sintéticos como el carragenano, la pectina y el dextrano,

ejemplos de muestras polidispersas, y c) poliestireno sulfonato de sodio, ejemplo de

polielectrolito flexible polidisperso. El análisis de estos sistemas con los programas

SEDFIT y DCDT+ (desarrollados por otros grupos de investigación) ha permitido la

elección del procedimiento de análisis adecuado para cada tipo de sistema concreto.

Para las protéınas se concluye que el modelo de distribución continua c(s) de SEDFIT

es adecuado, mientras que para el análisis de polisacáridos y poĺımeros sintéticos

se puso de manifiesto que resulta de más utilidad, debido principalmente a la po-

lidispersidad de la muestra, el modelo ls-g*(s) contenido en SEDFIT y el método

diferencial utilizado por DCDT+.

2. Se utilizó la ultracentrifugación anaĺıtica para estudiar tres protéınas aisladas re-

cientemente por grupos de investigación con los que se colabora:

Se ha realizado el estudio de la oligomerización de la protéına histidina fosfo-

transportadora procedente de la bacteria Bacillius sphaericus. Del estudio de

AUC no se puede confirmar la presencia de oligómeros debido a la baja concen-
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tración de muestra disponible pero con el apoyo de DLS se puede concluir la

existencia de una protéına de 1.7 nm de radio hidrodinámico que es compatible

con una protéına globular ligeramente elongada, de 10 kDa de peso.

La protéına rabfilina-3 se ha estudiado mediante velocidad y equilibrio de

sedimentación. De los experimentos de velocidad de sedimentación se puede

concluir que existe una especie con un valor medio de s20,w de 3.29±0.06 S y

un peso molecular aparente de 40 000±2 000Da, siendo este valor ligeramente

mayor que el obtenido a partir de la secuencia (M =36 383Da) y por espec-

trometŕıa de masas (M =36401Da) pero que está dentro del rango esperable

para experiemntos de este tipo. Del experimento de equilibrio de sedimenta-

ción se obtiene una especie con un valor del peso molecular M =44368Da,

que coincide en gran medida con el obtenido mediante los experimentos de

velocidad.

Se ha realizado el estudio de la conformación y estado de oligomerización de

la protéına CarH de la bacteria Thermus thermophilus en presencia y ausencia

del ligando AdoB12, en condiciones de luz y de oscuridad. De dicho estudio se

pueden extraer tres conclusiones. La primera de ellas es que en presencia de luz,

la protéına TtCarH muestra la misma conformación y estado de oligomerización

(son monómeros) tanto en ausencia como en presencia de AdoB12. La segunda

es que la protéına TtCarH es un tetrámero en presencia de AdoB12 cuando

no está expuesta a la luz azul. Y la última es que la unión de TtCarH a un

fragmento de ADN en la oscuridad tiene lugar en su estado tetramérico.

3. Se ha desarrollado un método computacional para la predicción teórica de los per-

files de sedimentación de muestras homogéneas y heterogéneas implementado en el

programa SIMUSED. En nuestro método, el fenómeno de sedimentación es tratado

con el siguiente enfoque: las moléculas de soluto son part́ıculas que se mueven bajo

el efecto simultáneo de (a) una fuerza centŕıfuga, determinista, y (b) un movimien-

to browniano independiente del anterior y superponible con él, responsable de la

difusión de las part́ıculas.

4. Con objeto de comprobar el funcionamiento del programa SIMUSED en la predicción

de perfiles de sedimentación en el caso de muestras homogéneas, se han realizado

simulaciones de experimentos de velocidad y equilibrio de sedimentación de cuatro
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especies que abarcan un amplio rango de coeficientes de sedimentación y difusión:

ciclodextrina (protéına pequeña), lisozima (protéına globular), PEO (poĺımero mo-

deramente largo y flexible) y muestra muy larga y ŕıgida de ADN de bacteriofágo T7.

Los resultados de estas simulaciones se han comparado con predicciones obtenidas

con el conocido programa SEDFIT que utiliza la resolución numérica de la ecuación

de Lamm para ello, obteniéndose un excelente acuerdo. Además, se han analizado

con SEDFIT los perfiles simulados con SIMUSED, recuperándose los parámetros de las

simulaciones. De todo ello se concluye que la capacidad predictiva de nuestro algorit-

mo browniano es buena para un amplio rango de la relación sedimentación-difusión

y masa molecular.

5. Con objeto de comprobar el funcionamiento del programa SIMUSED en la predicción

de perfiles de sedimentación en el caso de muestras heterogéneas, se han realizado

simulaciones de muestras tanto paucidispersas (compuestas por unos pocos com-

ponentes bien diferenciados) como polidispersas (compuestas por una distribución

continua de pesos moleculares). En el caso de muestras paucidispersas, se ha ve-

rificado el adecuado comportamiento de SIMUSED para dos sistemas distintos: sis-

tema bicomponente de protéınas (lisozima y fibrinógeno) y sistema tricomponente

de fragmentos cortos de ADN. Los pefiles de la muestra paucidispersa de lisozima

y fibrinógeno se evaluaron mediante comparación con las predicciones de SEDFIT

obteniéndose muy buen acuerdo. Como ejemplos de muestras polidispersas se han

realizado simulaciones de dos sistemas: PEO y una cadena larga de ADN (ejemplo de

modelo vermiforme). Esto último ha sido posible debido a que se han introducido en

SIMUSED metodoloǵıas desarrolladas previamente por el Grupo de Investigación pa-

ra determinar propiedades en disolución de moléculas descritas mediante el modelo

vermiforme.

6. Con base en nuestro algoritmo de simulación de dinámica browniana y en algorit-

mos de ajuste minimocuadrático y multiparamétrico de la literatura (algoritmos

tipo SIMPLEX), se ha desarrollado un método para el análisis de perfiles de señal,

esto es, para la determinación de parámetros moleculares a partir de los datos de

un experimento de ultracentrifugación anaĺıtica. Este método se ha implementado

en el programa ANASED. El programa admite dos variantes, una para sistemas multi-

componente paucidispersos (que genera información sobre pesos moleculares, M , y

coeficientes de sedimentación, s), y otra para sistemas con polidispersidad continua
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(que genera información sobre relaciones s-M , y los parámetros de la distribución

del peso molecular).

7. Para verificar el buen comportamiento de ANASED se han analizado datos genera-

dos mediante SIMUSED de experimentos de velocidad y de aproximación al equili-

brio, tanto por separado como de manera conjunta, con el objetivo de recuperar los

parámetros de la simulación, y se ha desarrollado un protocolo sencillo y eficaz para

la elección de las estimaciones iniciales tanto para el caso de muestras paucidesper-

sas como polidispersas. Los sistemas estudiados fueron los siguientes: a) sistemas

monocomponente (tanto lisozima como ADN de ColE1), b) muestra paucidispersa

de dos componentes con valores de coeficiente de sedimentación y peso molecular

bien diferenciados (lisozima y fibrinógeno), c) muestra paucidispersas de dos com-

ponentes de coeficientes de sedimentación muy parecidos y de pesos moleculares

moderados (ADN y aldolasa), d) muestra paucidispersa de tres componentes (liso-

zima y fibrinógeno y BSA), y e) muestras polidispersas (tanto óxido de polietileno

como ADN vermiforme). En todos los casos, el programa ANASED proporciona va-

lores del coeficiente de sedimentación y del peso molecular bastante buenos. Para

los sistemas monocomponente y bicomponente los errores en los valores de s y M

obtenidos mediante el análisis conjunto de experimentos de velocidad y aproxima-

ción al equilibrio son menores del 10%. En el caso del sistema tricomponente, a

pesar de que este sistema presenta mayor complejidad debido al mayor número de

parámetros ajustables, el resultado sigue siendo muy bueno. En cuanto a los siste-

mas polidispersos, para el óxido de polietileno se han conseguido obtener todos los

parámetros originales de la distribución mientras que para el ADN vermiforme se ha

tenido éxito en la obtención de las propiedades más importantes, longitud de per-

sistencia y masa por unidad de longitud, pero no aśı en el diámetro hidrodinámico.

En todos los casos se concluye que el análsis conjunto de experiemntos de velocidad

y aproximación al equilibrio proporciona mejores resultados que la utilización de un

solo tipo de experimento.

8. El programa ANASED es una alternativa a los programas basados en la resolución de

la ecuación de Lamm como SEDFIT, presentando las siguientes caracteŕısiticas:

Permite al usuario una fácil elección de los parámetros iniciales.

200



Permite al usuario realizar el análisis conjunto de un número indefinido de

experimentos de AUC de un determinado sistema realizados a diferentes valores

de ω, con el objeto de obtener los parámetros moleculares que mejor los ajustan.

Permite al usuario asignar un valor de volumen espećıfico parcial a cada posible

especie sedimentante.

Gestiona adecuadamente sistemas polidispersos.

9. Se han conseguido paralelizar los dos programas desarrollados (SIMUSED Y ANASED),

lo que produce un incremento de la velocidad de cálculo que se traduce en una

notable reducción de los tiempos de simulación y análisis.
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[102] M.C. Perez-Maŕın, S. Padmanabhan, M.C. Polanco, F.J. Murillo, and M. Eĺıas-
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[103] D. Amorós, A. Ortega, and J. Garćıa de la Torre. Hydrodynamic properties of

wormlike macromolecules: Monte Carlo simulation and global analysis of experi-

mental data. Macromolecules, 44:5788–5797, 2011.
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[116] A. Horta. Macromoléculas, volume 1. UNED, Madrid, 1982.

[117] A. Horta and M.A. Pastoriza. The molecular weight distribution of polymer samples.

J. Chem. Ed., 84:1217–1221, 2007.

[118] Y. Shin-ya, T. Yoshizawa, K.J. Hong, M.Y. Lee, and T. Kajiuchi. Log-normal

distribution for a description of the molecular weight distribution of n-acetylated

chitosans depolymerized with hydrolytic enzyme. Polymer International, 52:838–

842, 2003.

[119] D.I. Svergun. Restoring Low Resolution Structure of Biological Macromolecules

from Solution Scattering Using Simulated Annealing. Biophys. J., 76:2879–2886,

1999.

213



REFERENCIAS
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