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1. JUSTIFICACION.

Los geles han sido empleados desde hace muchos afos para realizar el crecimiento de
cristales de alta calidad éptico-estructural. En 1926, Fisher y Simons (citados por Moreno, 1998)
propusieron: “los geles forman un excelente medio para el crecimiento de cristales de casi
cualquier sustancia, en condiciones absolutamente controlables”, por lo que desde 1960 se han
empleado los geles de silice, debido a sus propiedades inertes con respecto a los compuestos
crecidos en su red tridimensional, sirviende como medios de crecimiento. Recientes avances en
los aspectos teéricos para el crecimiento de cristales en geles, permiten predecir un desarrollo
futuro de las simulaciones en el laboratorio de sistemas cristalinos natﬁrales (geologicos y
biolégicos). Se ha sugerido ampliamente la similitud entre la biomineralizacién mediada por una
matriz organica y el crecimiento de agregados cristalinos en geles, por lo que es de gran
importancia conocer las diferentes interacciones que se dan entre la fase cristalina y la fase
organica como es: el cambio en el patrén morfolégico de los agregados cristalinos en funcién de
las diferentes moléculas orgdnicas utilizadas como aditivos, por ejemplo los afninoécidos, y en
especial los L-aminoécidos, los cuales son los constituyentes principales de las proteinas y por lo -
tanto tienen un interés biolégico especial.

Por otro lado, el desarrollo de los agregados cristalinos de metales alcalinotérreos a pH
alcalino, precipitados por difusién dentro de geles de silice, para los cuales se ha propuesto el
término de Agregados Cristalinos de Morfologia Inducida (de aqui en adelante IMCA debido a
sus siglas en inglés) (Gracia-Ruiz & Amords, 1981). Estos agregados presentan una morfologia
inusual, que emulan algunos patrones encontrados en la naturaleza, por lo que su entendimiento
puede ser de gran ayuda al estudiar los diferentes patrones morfogenéticos, asi como la forma en
que éstos se desarrollan y evolucionan, pudiendo comprender el fenémeno desde diferentes puntos
de vista. Uno de éstos es la termodindmica de los sistemas fuera del equilibrio, la cual se daen la
gran mayoria de procesos bioldgicos, asi como sus posibles aplicaciones en la biomimética,
siendo ésta un nuevo campo interdisciplinario que involucra a la biologia, la ingenierfa y la
ciencia de materiales, desarrollando investigaciones acerca de la estructura y las propiedades
fisicas de compuestos bioldgicos de interés, con la finalidad de disefiar nuevos materiales, con una
serie de caracteristicas que emulan a los compuestos formados biogénicamente.

Los materiales compuestos, han resultado ser de gran utilidad en el area tecﬁolégica,

debido a las propiedades que se han obtenido al combinar diferentes compuestos para formar un
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solo material. Este aprovechamiento tiené como antecedentes los procesos naturales de
biomineralizacién controlada por una matriz organica, donde el componente organico, como una
matriz protefnica o una membrana vesicular, controla la morfologia final de la fase mineral al
proveer sitios de nucleacién o restriccién espacial, por lo que el control morfoldgico puede
también estar acoplado a la absorcién de aditivos solubles sobre caras especificas de los cristales
en crecimiento, alterando las velocidades relativas de crecimiento de las diferentes caras
cristalograficas y dirigiendo en consecuencia la formacién de diferentes hédbitos cristalograficos,
asi la investigacion de éste tipo de interacciones tiene grandes aplicaciones a futuro, con la
finalidad de poder desarrollar “materiales a la medida”, basdndose en el desarrollo de materiales

biolégicos.

2. ANTECEDENTES.

En Ja primera década de éste siglo los trabajos de Lille, Mary y Herrera (citados por Baird,
1992) en la busqueda de entender la morfogénesis biolégica, estudiaron la extrafia forma
adoptada por precipitados inorgénicos, los cuales hoy en dia conocemos que son sistemas
que se forman fuera del equilibrio termodinamico.

Posteriormente en la década de los setenta Garcia-Ruiz y Amords redescubrieron que los
carbonatos de metales alcalinotérreos precipitan por difusién en geles de silice.a pH
alcalino, adoptando morfologias inusuales observadas previamente por Herrera, en donde
la forma del matenal cristalino estd controlada por una membrana rica en silice. Asi, el
término de Agregados Cristalinos de Morfologia Inducida (IMCA) se sugirié por Garcia-
Ruiz y Amorés en la década de los setenta (Gracia-Ruiz & Amords, 1981) para éstos
sistemas, ya que es la fase polimérica del gel de silice la que “induce” la formacién de

éstos patrones.
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OBJETIVOS.

Determinar la influencia de moléculas orgénicas (L-aminoécidos) sobre el patrén
morfogenético de agregados cristalinos de morfologia inducida (IMCA), crecidos en geles
de silice a pH alcalino.

Evaluar las propiedades fisico-quimicas de los geles de silice y estandarizar las diferentes
técnicas de sintesis.

Realizar la cristalizacion de los diferentes L-amino4cidos para determinar si su estructura
espacial estd vinculada con la morfologia observada en los IMCA.

Determinar los posibles tipos de complementariedad en las interfases organicas-
inorganicas.

Observar y determinar las diferencias y similitudes morfolégicas entre los IMCA y los
patrones morfogenéticos de origen bioldgico.

Registrar detalladamente la evolucién morfolégica espacio-temporal de los IMCA.

Evalvar la posibilidad ‘de utilizar éste sistema como un andlogo de la biomineralizacién
natural.
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1. INTRODUCCION.

1.1 Los patrones de crecimiento mineral y los agregados cristalinos de morfologia inducida.

1.1.1 Patrones quimicos y patrones de crecimiento mineral.

Los patrones espaciales de alta regularidad y diversidad se forman en soluciones quimicas
no agitadas (inicialmente uniformes bajo ciertas condiciones de reaccion), fuera del equilibrio
quimico. Este rompimiento en la simetria es resultado del acoplamiento de los fenémenos de
cinética quimica con los procesos de transporte, tales como la difusién o la conveccién, asi mismo
en algunos casos se observan efectos inducidos por la gravedad, por lo que experimentos
realizados en condiciones de microgravedad podrian ayudar en la distincién entre las
distribuciones del transporte difusive o convectivo.

Definicion y descripcion del fenémeno.

El ordenamiento espacial en escala macroscépica se observa frecuentemente en sistemas
quimicos fuera del equilibrio termodindmico. Usualmente el fenémeno ocurre en fase liquida, pero
involucra una transicion de fase a un producto de reaccidn sélido.

Ejemplos de éste fenémeno son la deposicion de masa en forma de anillos o procesos de
precipitacién periédica (Henisch, 1988); la propagacién de ondas en forma de espiral de actividad
quimica en la reaccién de Belousov-Zhabotinskii, la cual fue descubierta hace aproximadamente
unos cincuenta afios (Winfree, 1974; Agladze, 1982); la formacién de patrones en forma de
“mosaico” obtenidos en capas reactantes de solucion (Zhabotinskii, 1973; Showalter, 1980; Orbén,
1980); y el movimiento dinimico de una interfase entre dos fases de liquidos inmiscibles (algunos
ejemplos de patrones quimicos se pueden observar en la figura. 1). Si se rastrean los reportes
cientificos sobre la generacidn espontdnea de bellos patrones espaciales, se pueden encontrar
muchos de ellos en la literatura, inclusive desde el siglo pasado. Unificando los puntos de vista
sobre los principios basicos y los mecanismos respectivos, se podrian desarrollar solamente que
madurara en gran medida la termodindmica del no equilibrio y progresando en el conocimiento de
los sistemas dinamicos no lineales. Las contribuciones mds importantes son las del concepto de
Nicolis & Prigogine (1977), acerca de las estructuras disipativas y la auto organizacién de los
sistemas fuera del equilibrio (los cuales se desarrollan a mayor detalle en la seccidn 1.4), asi como
la aproximacién sinergética de Haken (1985). Es importante tener en cuenta que si uno desea
modelar el fendmeno de auto-organizacién espacial, debe considerarse el acoplamiento de

4
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reacciones quimicas complejas con procesos de transporte tales como la difusién y la conveccion,
los cuales hacen necesario desarrollar una serie de ecuaciones diferenciales no lineales acopladas.
Gran parte de los primeros trabajos se enfocaron solo a cuestiones cualitativas o fenomenolégicas
sobre la gran variedad de rasgos mostrados por este tipo de sistemas. Actualmente las -
investigaciones experimentales nos permiten obtener descripciones muy aproximadas del
fenomeno mediante el uso de sistemas computarizados y con modernas técnicas para el analisis de
imagenes. Como resultado de éstas investigaciones sistematicas se han descubierto nuevos
sistemas formadores de estos patrones.

Sin embargo, y a pesar de la gran cantidad de descubrimientos que se han realizado en las tltimas
décadas, ain no ha sido posible planteada una explicacién completa para estos fenémenos.

Una propiedad caracteristica de ‘tales sistemas formadores de patrones quimicos, es su alta
sensibilidad ante las condiciones externas, lo cual ocasiona una dificultad experimental adicional.
En muchos experimentos el papel del acoplamiento entre la difusion-reaccidn, teniendo en cuenta
el rompimiento de la simetria, no puede separarse de los efectos del transporte convectivo, por lo
tanto, es importante tomar en cuenta la influencia de la gravedad. El modelo de difusién-reaccion
es un sistema de ecuaciones diferenciales parciales que describen la distribucién espaciotemporal
de un ndmero de sustancias. Este modelo fue desarrollado por el matemadtico Alan Turing (1952),
en donde él describe como las inhomogeneidades espaciales emergen a partir de estados
homogéneos a causa de los procesos quimicos de difusion, reaccién y descomposicién, y sugiere
Ia posible conexion entre los patrones observados en los sistemas bioldgicos y los patrones que
pueden, en principio, formarse espontdneamente en un sistema quimico de difusién-reaccién, en
donde éstos patrones son variaciones espacio-temporales en la concentracién de las sustancias
quimicas en reaccion. Sin embargo los andlisis de Turing se basaban en investigaciones tedricas de
la formacion de diferentes patrones en modelos matematicos, y no fue sino hasta hace algunos
afios (Ouyang, 1991; Pearson, 1993) cuando fueron observados en experimentos controtados en ¢l
laboratorio y correlacionados con los modelos. A partir de entonces se dio un renacimiento en el
interés sobre la formacidn de los patrones quimicos y su similitud con los patrones observados en
diversos sistemas tanto fisicos como biolégicos. Para sustentar adecuadamente la influencia
tedrica producto de las contribuciones difusiva o convectiva, se hace necesaria una
experimentacién detallada y cuantitativa bajo condiciones de microgravedad, con el fin de aclarar
un gran nimero de interrogantes. Asi, lejos de los efectos de la gravedad, la influencia de éstos
procesos se podria demostrar sin ambigiiedades en algunos casos, pero en la mayoria de ellos, por

5
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falta de datos experimentales contundentes, es materia de especulacién. El creciente nimero de
publicaciones cientificas sobre éste tema se explica por el especial interés que existe acerca de los
sistemas quimicos fuera del equilibrio termodindmico. Estos sistemas permiten realizar estudios
encaminados a desarrollar investigaciones en el marco de la dindmica no lineal, que incluye no
solamente patrones espaciales, sino también oscilaciones periédicas y cadticas, asi como
transiciones entre estados estacionarios, entre otros. El campo de la dindmica quimica podri dar
nacimiento a otras disciplinas en el campo de los fenémenos no lineales, que juegan un papel
importante en la geologia, la fisica laser, la hidrodinamica, la meteorologia y la morfogénesis.

En el caso particular de la biologia, los mismos principios que rigen los patrones espaciales en la
fisica y quimica tendrdn un importante impacto en las ciencias de los sistemas no lineales en

tiempos venideros.

Ondas espirales de actividad quimica

Fenomeno de precipitacion
periédica (Anillos de Liesegang
crecidos en geles).

Patrones en espiral de la reaccién
de Belousov-Zhabotinskii

Figura 1. Diferentes tipos de patrones quimicos.
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. L.1.2 Agregados Cristalinos de Morfologia Inducida (IMCA).

La precipitacion controlada de materiales Inorganicos altamente insolubles esta
involucrada en la produccion de un amplio intervalo de materiales de gran importancia,
inchiyendo los cementos, cerdmica convencicnal y de alto rendimiento, pigmentos, medios de
grabacién, catalizadores heterogéneos, metales y vidrios. Ademads, la interaccién entre las

particulas precipitadas y las membranas circundantes, estin directamente involucradas en el
control de la biomineralizacidon.

En la primera década de este siglo Lille, Mary y Herrera (citados por Baird, 1992) en la
bisqueda por entender la morfogénesis biolégica, estudiaron la extrafia forma adoptada por
precipitados inorgénicos, los cuales hoy en dia conocemos que se forman por procesos fuera del
equilibnio termodinadmico. Posteriormente, en la década de los setenta, Garcia-Ruiz y Amorés
redescubrieron que los carbonatos de metales alcalinotérreos (Ba, Ca, Sr) precipitaban por difusion
en geles de silice a pH alcalino, adoptando morfologias inusuales, en la cual la forma del material
cristalino estd controlada por una membrana rica_en silice. Ellos propus1eron el término de
Agregados Cristalinos de Morfologw Inducida (IMCA POr sus 31glas en inglés) para éstos
sistemas (Baird, 1992).

Inicialmente Garcia-Ruiz y Amords pensaron que estaban generando un tipo de estructuras
“biolégicas, debido ala morfologia no cristalina. Sin embargo, este precipitado resulté ser un
nanocompuesto auto-organizado que consistia de dos fases claramente distinguibles: una amorfa,
“formada por una mefnbrana de silicato (siloxano) poco definida bajo anilisis de rayos X, lo que
~quiere decir que las particulas que la forman son invariablemente no estequiométricas, por lo que
no dan un patrén de difraccién (Williams, 1986), y otra fase cristalina siendo é€sta el carbonato de
un metal alcalinotérreo, resultando un silicocarbonato del metal empleado (Moreno, 1998).

Los IMCA son originados a partir de los mecanismos de formacién de los patrones de
crecimiento mineral que ocurren fuera del equilibrio termodindmico. La mayoria de los agregados
cristalinos, estan compuestos de un nimero indefinido de cristales tridimensionales, pero en el
caso de los IMCA es diferente, ya que las propiedades morfolégicas y de crecimiento no son
regidas en su totalidad por la relacién entre un cristal y otro, sino que éstas propiedades son
controladas por un Substrato externo, usualmente una membrana bidimensional, que actia como
un sitio de crecimiento tridimensional para los cristales que forman el agregado, presentando una

7
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morfologia que en la mayoria de los casos es una Simetrfa no-cristalografica bien definida. Por
ejemplo, los agregados cristalinos constituyen las partes duras de los organismos vivos, ya que si
se observa la ultraestructura de una concha de un invertebrado, una céscara de huevo, etc., ésta
consiste de un gran nimero de pequefios cristales tridimensionales que se encuentran separados
unos de otros por una delgada capa de materia organica, y a una menor magnificacién podemos
observar que el arreglo de éstos cristales no es al azar, sino que existe un patrén de ordenamiento y
ciertas leyes geométricas controlan la posicién de los cristales de tal manera que se forma una
simetria no cristalogréfica en la mayoria de los casos, por lo que la reproduccién en el laboratorio .
de estas estructuras puede ayudar a un mejor entendimiento de los procesos de biomineralizacion,
pudiéndose desarroliar a futuro materiales apropiados para implantes ortopédicos (Garcia-Ruiz,

1985), asi como el desarrollo de biomateriales.
I.2 La biomimética y sus recientes avances.

La biomimética es un nuevo campo interdisciplinario en la que participa la ingenieria, la
bioclogia y la ciencia de materiales, en donde ésta dltima aporta las bases para una nueva
tecnologia en materiales. Esta ciencia involucra la investigacién de tanto la estructura como la
funcién fisica de compuestos bioldgicos de interés con la finalidad de disefiar y sintetizar nuevos y
mejores mateniales.

Las metas principales de la biomimética han sido formuladas basandose en el concepto
de auto organizacién, por lo que se define como una ciencia que emplea sus principios (como son,
el principio de organizacién estructural, regulacién y funcionamiento de biomacromoléculas,
complejos supramoleculares y estructuras subcelulares) para la construccién de sistemas
artificiales con propiedades predeterminadas o para conferir las propiedades deseadas en sistemas
bioquimicos naturales con la ayuda de elementos artificiales, (Kurganov, 1991).

En los sistemas bioldgicos, los organismos producen materiales suaves y duros que tienen
extraordinarias propiedades, las cuales podrian ser aplicadas al disefio de nuevos materiales. Estos
compuestos son complejos en términos de composicién y microestructura, pero sin embargo son
altamente ordenados, conteniendo componentes tanto orgédnicos como inorganicos en una mezcla
intrincada, por lo que de unos afios a la fecha se ha comenzado a estudiar ésta relacién para el

desarrollo de materiales hibridos organico-inorginico (Mark, 1993) y sus diferentes aplicaciones
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en nanotecnologia (Hull, 1981;Chow, 1996), dado que éstos compuestos presentan interesantes
propiedades Opticas, magnéticas, electronicas, pizoeléctricas y mecénicas.

Los biomateriales son sintetizados a temperatura ambiente bajo condiciones atmosféricas
con refuerzos estructurales completamente controlados por los organismos (Sarikaya, 1994).

Asi, aunque la microestructura dnica y las propiedades de los materiales biolégicos no son
bien conocidos aiin, éstos pueden ser una fuente de inspiracién en el desarrollo de futuros
materiales, emulando a los de origen biogénico, dando origen a una siguiente generacién de
materiales para el desarrollo de nuevas tecnologias para el siglo XXI.

Una forma adicional o alternativa de ver, desarrollar y conceptuar a la biomimética, tiene
sus bases y origen en la teoria de la Plasmogenia desarrollada a principios del siglo XX por el
Bidlogo mexicano Alfonso L. Herrera, quien estudiando los fendmenos vitales fundamentales y
experimentando por diversos caminos con el propdsito de reproducir —o al menos mimetizar-. en
el laboratorio estructuras semejantes a 1as de los seres vivos, dio origen a ésta ciencia en su tiempo.
ampliamente difundida. De tal manera que la Plasmogenia €ra la ciencia encargada de ‘estudiar el
origen del protoplasma, siendo una ciencia totalmente experimental y susceptible de
comprobacién en el laboratorio, considerando a la vida como el producto de la suma de fenémenos
fisicoquimicos propios de los seres vivos (desde el punto de vista mecanicista) y examinando
detalladamente los diferentes patrones morfolégicos que se presentaban tanto en reacciones
quimicas como los observados en precipitaciones inorganicas de diferentes especies minerales y
comparandolas con las de origen biogénico, intentando descifrar el origen de la vida (Marin, 1949)

Alfonso L. Herrera llevd a cabo durante casi seis décadas, mas de diez mil experimentos
con coloides inorgénicos de silice, a los que agregaba diferentes substancias para obtener, como ¢l
siempre sefiald, imitaciones de células y tejidos a los que denominé colpoides y sulfobios.

Desde cualquier punto de vista que se aborde el tema de la biomimética, ésta ciencta es la -
encargada de emular estructuras y funciones de los seres vivos, ya sea para el desarrollo
tecnolégico en un futuro no muy lejano o en la busqueda de las fuerzas fisicas y quimicas que

rigen la vida.

1.3 La importancia de la biomineralizacién en los seres vivos.

La formacién controlada de minerales inorginicos en los organismos, resulta en la

biomineralizacién de materiales amorfos y cristalinos con una ultraestructura, forma y simetria
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increible. A causa de que éstos sélidos inorgdnicos se encuentran ampliamente conservados a
través de la evolucion, han sido sujeto de extensas investigaciones en el campo de la sistematica
biologica y la paleontologia. En contraste, los procesos quimicos y bioquimicos de la
biomineralizacién han sido solo estudiados recientemente en detalle. Estos estudios nos llevan a
una nueva visién en la quimica bioinorginica y proveen nuevos conceptos en la.ingenieria de
cristales y la ciencia de materiales. Un amplio nimero de biomineralés es conocidos hoy en dia.
La mayoria son iones metélicos depositados en organismos unicelulares y multicelulares como son
los cationes divalentes de metales alcalinotérreos (Mg, Ca, Sr, Ba), los metales de transicién, Fe, y
el Si. Estos usualmente forman fases sélidas con aniones como los carbonatos, oxalatos, sulfatos,
fosfatos e hidroxidos / éxidos. Menos comunes son los metales como el Mn, Au, Ag, Pt, Cu, Zn,
Cd y Pb que se depositan en las bacterias generalmente como sulfitos metdlicos. Las formas
cristaloquimicas, generalmente estdn relacionadas con una funcién biolégica especifica, como el
soporte estructural (huesos y conchas), fuerza mecénica (dientes), almacenaje de hierro (ferritina)
y receptores magnéticos y de gravedad, mientras que otros minerales generados de forma y
tamaiio heterogéneo pueden tener un gran valor al incrementar la densidad celular y en la defensa
en contra de predadores (Mann, 1989).

Dos procesos de biomineralizacién han sido reconocidos: uno en el cual la formacién es inducida
por el organismo, como resultado de la interaccién entre metabolitos biologicos y los cationes
presentes en el medio ambiente externo (llamada mineralizacién “inducida biol6gicamente™), y el
otro, un proceso en que los minerales crecen en un esqueleto estructural organico preformado
(ltamada mineralizacién mediada por “matriz-organica”) (Lowenstam, 1981).

En el proceso de mineralizacién “inducida biolégicamente™, la precipitacién mineral
adopta habitos cristalinos similares a los formados por procesos inorgdnicos, y la oriéntacion de
los cristales, en el caso de los agregados, es esencialmente al azar. En contraste en el proceso de
mineralizacion mediado por “matriz-organica”, los minerales adoptan un hdabito cristalino unico,

mientras que su tamafio y distribucién tienen una orientacién bien definida (Lowenstam, 1981).

Asi mismo, en casi todos los organismos, los cristales estin siempre asociados con una
membrana o con una matriz organica fibrosa (Watabe, 1974), ésta matriz tiene influencia sobre la
formacion, morfologia, y cristalografia de la fase inorginica (Sarikaya, 1994), sirviendo como

sitio de nucleacion para la formacién de los cristales, asi como siendo una limitante, ya que puede
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determinar la orientacién y el tamaiio de éstos, como es en el caso de las conchas de moluscos,
huesos en vertebrados, etc.

Por lo que podriamos considerar el desarrollo de un sistema analogo a la biomineralizacién
mediada por “matriz-orgdnica” si consideramos que la fase de la red polimérica del gel de silice
juega el papel de la membrana organica cuando se estdn formando las partes minerales.

En un organismo vivo, la precipitacion se lleva a cabo en un medio de crecimiento
caracterizado por el transporte de difusién y una baja concentracién de los reactivos. Asi, varios
compuestos que son importantes en la biomineralizacién, como el fosfato y el oxalato de Calcio
han sido obtenidos en geles de silice, por lo que uno puede imaginar la similitud entre la
precipitacién dentro de un gel y la precipitacién de las diferentes 'especies minerales en rocas
sedimentarias, en lagos, en medioambientes cavernosos, en esqueletos, en biomineralizacién
patolégica y biomineralizacién natural, etc. Ademds muchos de éstos minerales son compuestos
poco solubles y su crecimiento en geles es un método de sintesis que permite la nucleacién y
crecimiento de cristales de un tamafio apropiado para ser observados y caracterizados (Garcia-
Ruiz, 1982).

Recientes avances en los aspectos tedricos sobre la difusién en el crecimiento de cristales
en geles, permiten predecir un desarrollo futuro de las simulaciones en el laboratorio de sistemas
cristalinos naturales, tanto geolégicos como bioldgicos, por lo que la similitud entre ‘la
biomineralizacién y el crecimiento de agregados cristalinos en geles, ha sido sugerido
ampliamente. Por lo tanto, los sistemas experimentales utilizados en el desarrollo de éste trabajo
nos conducen a simular ¢l crecimiento de agregados cristalinos de carbonatos en presencia de una
matriz polimérica, siendo un proceso andlogo a los sistemas naturales, ya que las condiciones de
crecimiento de agregados cristalinos, los cuales tienen propiedades morfoldgicas y simétricas muy
peculiares, son similares a las encontradas en la biomineralizacidon bioldgica, asi como las
relaciones texturales entre los cristales que forman ¢l agregado, ademas de que la existencia de un
control morfologico del agregado por accion de la matriz polimérica, recalca la posibilidad de
utilizar éste sistema como un analogo de la biomineralizacién natural.

El método utilizado en el desarrollo de los IMCA es una técnica apropiada para obtener
informacién acerca del crecimiento mineral en medios naturales dadas las interacciones entre
superficies especificas de un cristal y especies moleculares extrafias al sistema, las cuales son
capaces de modificar el hdbito del cristal induciendo la formacién de nuevas morfologias (Garcia-
Ruiz, 1998), las cuales se ven reflejadas en el desarrollo del agregado cristalino.

11
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1.3.1 Diferentes tipos de complementariedad molecular.

A continuaciéon se mencionan los diferentes tipos de complementariedades moleculares
descritas por Mann (1989) las cuéles se presentan en los sistemas naturales de biomineralizacion.
1. Distribucion espacial de cargas.

La mds fundamental de las propiedades de la matriz orgénica en relacién con la nucleacion de un
mineral inorganico es la distribucién de cargas a través de su superficie, lo cual parece factible que
haya sucedido en los primeros intentos biolégicos para controlar la mineralizacién basdndose
simplemente en centros cargados, particularmente si €stos centros eran quimicamente activos,
desarrollandose en un principio mediante procesos de oxido-reduccioén.

La presencia de centros cargados sobre una matriz organica no induce un control cristaloquimico,
sin embargo, la carga puede ser organizada espacialmente de modo que complemente
especificamente la cristalografia de un nicleo incipiente. La forma més simple de lograr esto es a
través de la curvatura de la superficie de la matriz orgéanica, dando una periodicidad estructural en
dos dimensiones (cristales bidimensionales), dando origen posteriormente a un nicleo
tridimensional. ' '

La matriz puede contener “hoyos” y “canales” con una alta densidad local de cargas, en donde se
acumulan iones que estabilizan las diferentes interacciones que resultan en la induccién de la
nucleacién. El rearreglo estructural de los iones dispersos dentro de una estructura mas ordenada
depende de la libertad impuesta por las interacciones con la matriz. Por ejemplo, una fuerte unién
de éstos iones a la superficie de la matriz puede favorecer la formacion de un precipitado amorfo,
mientras que una afinidad de unién menor facilita €] movimiento de iones y su depositacién dentro
de estructuras mas ordenadas.

La curvatura de cavidades moleculares provee un control tridimensional sobre la nucleacién y .una
limitante para el tamaiio del sitio de nucleacidn. Las superficies planares en contraste, proveen una
superficie de nucleacion solo en dos dimensiones, similar a una superficie convexa en' donde hay
una menor actividad de nucleacién a causa de que los sitios de unién se encuentran mas alejados
en comparacién de los que se presentan en superficies cOncavas, los cuales se encuentran mas

proximos unos de otros.
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Por otra parte, la matriz puede influenciar cambios en la energia libre envuelta en la nucleacién.
Los iones unidos a la superficie de la matriz pueden jugar un papel importante en la disminucién
de la energia superficial de la fase de condensacién al reducir el grado de subsaturacion de los
tones minerales.

2. Requerimientos de simetria en uniones epitaxiales; interfases quirales.

La correspondencia estructural en las interfases mineral-matriz no solo depende de la relacién
numerolégica descrita para las epitaxias sino también de la simetria de unién entre los grupos
espaciales bidimensionales que representan la organizacion de los sitios de unién de 1a matriz y los
iones en determinada cara del cristal.

3. Requerimientos estereoquimicos.

Weissbuch, Addadi y colaboradores (1991) han demostrado experimentalmente in vitro la
importancia de la estereoquimica en la determinacién de la nucleacién de caras especificas de un
cristal a interfases macromoleculares. Sin embargo, algunas consideraciones sobre la geometria de
coordinacién de cationes estdn implicadas en la teoria epitaxial a causa de la flexibilidad
estereoquimica.

4. Cooperatividad.

Los diferentes tipos de complementariedad molecular envueltos en la nucleacién de biominerales
sobre una matriz no se dan de forma aislada, sino que es probable que éste control se de mediante
la combinacién de los diferentes procesos.

5. Sinergismo.

Los experimentos han resaltado la posibilidad de interacciones sinergeticas (patrones colectivos
que emergen a partir de muchos componentes que interactdan mutuamente), entre los iones y la
dindmica molecular de la superficie orginica, con respecto a éstas observaciones, el optimo
control de la nuclecidn en la biomineralizacion puede llevarse a cabo sobre superficies que estan
localmente activadas- para la nucleacién a través de cambios conformacionales especificos
inducidos por la unién de iones sobre superficies estereoquimicamente predispuestas y por lo tanto
fuertemente cataliticas para la nucleacién. Un mecanismo de éste tipo puede ser la coordinacién de
iones especificos presentes bajo condiciones de subsaturacion, los cuales inducen el ordenamiento
local de la superficie de la matriz, la cual, dirige el flujo adicional de iones hacia un sitio

determinado y el subsecuente desarrollo de un niicleo inorganico.
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1.4 Los sistemas fuera del equilibrio, aspectos termodinamicos.

La termodinimica es una rama de las ciencias fisicas y quimicas, que estudia la
transferencia, almacenaje, transformacion y disipacién de la energia en forma de calor, asi como
sus diferentes interconversiones en los procesos fisicos y quimicos. Existen varias subdisciplinas
que involucran a la fisica y la quimica, éstas incluyen a la termodindmica clésica, la cual considera
la transferencia de energia y trabajo en sistemas macroscopicos, sin considerar la naturaleza de las
fuerzas e interacciones entre particulas individuales (microscépicas); la termodinidmica estadistica
la cual considera el comportamiento microscopico, describiendo las relaciones energéticas en
funcion . del comportamiento de un. gran nimero de atomos o moléculas individuales; y.la
termodindmica quimica que se enfoca a la transferencia de energia durante las reacciones quimicas
y el trabajo realizado en los sistemas quimicos, haciendo énfasis en el estado inicial y final del
sistema, de manera que no provee informacién concerniente a las velocidades de cambio o a lo

que ocurre a nivel molecular y atémico.
Leyes de la Termodinamica.

La primera ley dice que la energia puede ser cbnvertida de una forma a otra pero que no
puede ser creada o destruida. Esta ley provee las bases para todas las explicaciones cuantitativas
de la energia sin importar su forma, por lo que la energia es el concepto més importante en la
fisica actual.

La segunda ley o ley de la entropia establece que en un proceso irreversible la entropia del
universo aumenta, mientras que en un proceso reversible la entropia del universo permanece
constante y nunca disminuye. La irreversibilidad de los procesos fisicos, implica que ésta ley hace
probablemente a la entropia la ley mas importante para el entendimiento de los procesos terrestres
incluyendo a los sistemas biolégicos (Mahan, 1987).

La tercera ley de la termodindmica dicta que la entropia de un cristal perfecto de cualquier
elemento 0 compuesto es cero a la temperatura del cero absoluto (0° K), por lo que se puede

evaluar la entropia absoluta AS de una sustancia, asi en un cristal perfecto a la temperatura de cero
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absoluto sdlo existe un estado microscépico o condicién mecanica distinguible, por lo que cada
atomo ocupa una de las posiciones en la red cristalina y tiene la menor energia posible.

Dado esto, las condiciones para las cuales las variables de estado estin cambiando con el
tiempo y el espacio reciben el nombre de estados de no equilibrio y caen fuera del estudio de la
termodindmica, por lo tanto la termodindmica trata solamente de estados de equilibrio, en los
cuales las variables de estado poseen valores uniformes y constantes a través de todo el sistema
(Mahan, 1987).

Asi, la estabilidad puede ser ficilmente formulada y discutida en términos de potenciales
termodindmicos como la entropia o la energia libre, pero la situacion es radicalmente diferente en
las situaciones fuera del equilibrio, donde no existen en general potenciales, los cuales pueden
caracterizar el estado del sistema. Es por ésta razon por la que la teoria de la estabilidad juega un
papel importante (Nicolis & Prigogine, 1977). |

Por otra parte, la composicién quimica de un sistema en equilibrio tiene que ser unifofme,
para lo cual es preciso que no se produzca reaccion alguna. Si existe cualquier cambio quimico
neto se producirian inevitablemente variaciones de algunas propiedades del sistema tales como
densidad o temperatura y la especificacién de su estado resultaria imposible (Mahan, 1987).

Por lo que al introducir la direccién del tiempo, no se puede describir un proceso en
evolucidn en términos termodinidmicos.

Asi, al ser los IMCA originados a partir de los mecanismos de formacién de los patrones
de crecimiento mineral que ocurren fuera del equilibrio termodindmico, no pueden ser
caracterizados mediante la termodindmica clasica.

El ordenamiento espacial en escala macroscopica se observa frecuentemente en sistemas
quimicos fuera del equilibrio termodinadmico. Usualmente el fenémeno ocurre en fase liquida, pero
involucra una transicién de fase a un producto de reaccién sélido.

Las contribuciones mads importantes son las del concepto de Nicolis & Prigogine (1977),
acerca de estructuras disipativas y la auto-organizacién de los sistemas fuera del equilibrio, en las
que se hace alusién a que un sistema auto-organizado que disminuye su entropia termodindmica
tiende necesariamente (a causa de la segunda ley de la termodinamica) a exportar o “disipar” ésta
entropia hacia los alrededores, esto debido a que los sistemas que se encuentran lejos del equilibrio
termodindmico tienden a auto organizarse. Otra de las aportaciones es la aproximacidn sinergética

del fisico Hermann Haken (1985, 1997), el cual sugirid el nivel de sinergético para el campo que
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estudia los patrones colectivos que emergen a partit de muchos componentes que interactian

mutuamente, como los encontrados en las reacciones quimicas y en la formacién de cristales.

El descubrimiento de Onsager (citado por Nicolis & Prigogine, 1977) sobre las relaciones
de reciprocidad, condujo a una extensién de Ia termodindmica clésica, la cual fue apropiadamente
llamada “termodindmica lineal del no equilibrio”, la cual cubre un intervalo de situaciones en las
que los procesos irreversibles son funciones lineales de las “fuerzas termodindmicas”, como son la
temperatura o los gradientes de concentracion, esta nueva rama de la termodindmica ha sido
aplicada al caso de las reacciones quimicas, donde la medida de las reacciones quimicas es
generalmente una funcién no lineal de las variables involucradas, como los gradientes de
temperatura y concentracion,

Asi, en términos generales, la entropia es la tendencia de un sistema fisicoquimico aislado,
de evolucionar irreversiblemente hacia el equilibrio, por lo tanto, ésta provee una medida del
orden que prevalece en el sistema, pero éste concepto puede ampliarse y aplicarse a sistemas

abiertos y a situaciones fuera del equilibrio (Nicolis & Prigogine, 1977).
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IL. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS GELES DE SiLICE.
I1.1 Introducciéon general.

Los materiales a los cuales generalmente se les llama geles, no incluyen solamente a los
geles de silice, sino también a otros grupos de geles como el agar, las gelatinas, los jabones
suaves, una gran variedad de olefinas y esteratos, alcohol polivinilico, varios hidréxidos en agua,
tetrahidroxisilanos en presencia de electrolitos y co-disolventes (metanol} o agentes con superficie

icida (Campos & Zuiiiga, 1998).

En la naturaleza podemos tener diferentes tipos de geles, los cuales podriamos definir
como un sistema de dos componentes de naturaleza semisélida, rico en liquido, o bien se puede
decir que un gel es un sistema de dos fases, una liquida que moja una fase sélida microporosa, que
consiste de una red tridimensional, mis o menos regular y mas o menos rigida, formado por un
proceso de polimerizacion o policondensacién de un agente formador de geles en solucién.

(Moreno, et al. 1999).

El crecimiento de cristales dentro de geles ha sido utilizado desde hace mucho tiempo
como un método de simulacién de procesos naturales en el laboratorio, realizéndose generalmente
a temperatura ambiente, para obtener cristales de compuestos poco solubles.

Por regla general, éste consiste de una reaccién quimica donde la velocidad es controlada
por la difusién de llos reactivos. Histdricamente, los geles fueron empleados con la finalidad de
evitar la transferencia de masa por conveccién, pero en los dltimos afos han sido utilizadas
exitosamente muchas variantes. Asi, se cree que el transporte por difusion de los reactivos es el
paso determinante en la totalidad de los procesos de crecimiento de cristales. Dadas €stas
caracteristicas, este método recibié el nombre de “método de difusién”, pero introduciendo el
término de baja temperatura, para diferenciarla de otras técnicas de crecimiento de cristales. El
origen de éste método se remonta a finales del siglo XIX, cuando el quimico alemén
R.F.Liesegang (1889) obtuvo la precipitacion periédica de una‘sal poco soluble (cromato de plata)
en gelatina. Es un hecho que los trabajos de Liesegang tuvieron gran impacto en la literatura
relacionada con el crecimiento de cristales en geles y en especial sobre el fendémeno de

precipitacién periédica. No obstante, los primeros trabajos sobre el tema fueron realizados por
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Rose (1837) y por Drevenmann (1854) citados por Kirov (1972). Después de un periodo de
treinta afios en que el interés por ésta técnica disminuyé, un nuevo impulso se dio en 1965, gracias
a los trabajos de Henisch y colaboradores. En ésta nueva época se han realizado muchos estudios
relacionados con el crecimiento de cristales de substancias con aplicaciones tecnolégicas y

orientados a la optimizacién de la calidad y tamafio de los cristales.

Los geles han sido empleados desde hace muchos aftos para realizar el crecimiento de
cristales de alta calidad 6ptico- estructural, hacia 1926, Fisher y Simons propusieron que “los geles
forman un excelente medio para el crecimiento de cristales de casi cualquier sustancia, en
condiciones absolutamente controlables”.

Los geles de silice han sido objeto de muchos estudios en los dltimos afios y el interés en
éstos materiales es en parte a la gran variedad de aplicaciones basadas en su estructura fractal,
gran porosidad (hasta un 99.9% de espacio vacio), y su gran érea superficial (600-800 m%/g). Los
geles de silice pueden ser hechos por la gelificacion de silice coloidal (geles coloidales producidos
por la neutralizacién del metasilicato de sodio) o por la polimerizacién de alc6xidos de silice en
agua (hidrogeles) o en alcohol (alcogeles u organogeles). Los alcogeles pueden ser secados a
punto critico para la obtencién de aerogeles de silice, los cuales aparentemente mantiene la
‘delicada estructura fractal del organogel original (Ferri, 1991).

Los geles de silice son la fase amorfa, parcialmente hidratada y con gran porosidad del
6xido de silicio (Si0;), el cual es una sustancia hecha a partir de dos de los elementos mas
abundantes en la corteza terrestre, el silicio y el oxigeno. De hecho, més del 55% en peso de la-
corteza terrestre consiste de tanto didxido de silicio como de silicatos (silice combinado con
6xidos metdlicos). La mayoria del silice encontrado naturalmente no se encuentra
significativamente hidratado y aunque éste puede existir tanto en forma cristalina como amortfa,
usualmente se encuentra en forma de cuarzo, cristobalita o tridimita.

El 6xido de silicio (Si0;) puede ser considerado como el anhidro del icido monesilicico,
éste ocurre naturalmente en forma cristalina aunque es muy poco soluble en agua, por lo tanto la-
hidratacién es muy lenta y no es una forma practica de producir geles de silice, como podria ser
por la hidratacién directa del cuarzo (Scott, 1993).

Desde 1960 s¢ han empleado los geles de silice para el crecimiento de cristales, debido a
sus propiedades inertes con respecto a los compuestos crecidos en su red tridimensional, sirviendo

como crisoles de crecimiento inertes y flexibles, estos geles pueden clasificarse como hidrogeles y
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organogeles si nos basamos en el tipo de disolvente utilizado (agua y solvente organico
respectivamente), como geles inorgdnicos por su naturaleza quimica y como geles de tipo quimico

por el tipo de gelificacion involucrada en su formacién.
11.2 Métodos de sintesis quimica.

Aunque existe una gran cantidad de sistemas de difusién-reaccién que se han empleado en
el crecimiento de compuestos quimicos, solo algunos de ellos redinen las caracteristicas adecuadas
como medios de soporte del crecimiento de cristales. Dentro de éstos, son tal vez los geles de
silice los mds empleados e incluyen a los obtenidos a través de la neutralizacién de metasilicato de
sodio, mediante la utilizacién de resinas de intercambio catiénico y los obtenidos mediante la

hidrélisis de siloxanos como el tetrametoxisilano (TMOS) y el tetraetoxisilano (TEOS).

11.2.1 Hidrélisis de TMOS y TEOS.

7

El sistema mas ampliamente estudiado g's la hidrélisis del tetraetoxisilano, cominmente
- conocido como tetraetil ortosilicato (TEOS). De una variedad de parimetros que afectan la
velocidad de hidrolisis, los catalizadores 4cidos y basicos son tal vez los que ejercen una mayor
influencia, un menor efecto es producido por la temperatura, el agua, la relacién de alcéxidos, el
disolvente y la naturaleza de los grupos R sobre el Si (grupos relativamente grandes retrasan la
velocidad de hidrélisis). |

El crecimiento de las especies poliméricas es afectado por las reacciones de condensacién

con la eliminacion de agua y alcohol.

=Si-OH + RO-Si= — =8i-0-Si= + ROH

=8i-OH + HO-Si= — =8i-0-Si= + H,;O

La reaccion neta requiere de dos moles de H,O por mol de alcéxido para la conversién a
Si-Os.

nSi(OR)4 + 2n(H,0) — nSiO; + 4nROH
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Las reacciones de polimerizacién por condensacién e hidrélisis generalmente ocurren
simultincamente, asi la polimerizacién comienza antes de que el metal alcéxido esté
completamente hidrolizado, por lo que hay que hacer notar que mientas crece la cadena polimérica
se produce un nimero potencialmente grande de especies total o parcialmente hidrolizadas.

El grado de entrecruzamiento puede ser alterado significativamente, dadas las diferentes
sensibilidades de las reacciones de condensacién e hidrélisis al pH. El punto en el cual la red
polimérica forma una red tridimensional es fdcil de distinguir ya que el sistema incrementa
rapidamente su viscosidad y obtiene una mayor rigidez (Rao, 1993).

Las reacciones de polimerizacién y formacién de geles utilizando TMOS son en general
iguales a las observadas en la polimerizacién del TEOS, diferenciandose esencialmente en que el
alcohol liberado durante la polimerizacién es el metanol en vez del etanol en el primer caso.

La forma de obtencién de geles de tetrametoxisilano (TMOS) y tetraetoxisilano (TEOS),
es preparar una solucién acuosa en el intervalo de 2 al 20% v/v y colocar en agitacién continua, en
ésta técnica se debe tomar en cuenta que la gelificacién es inversamente proporcional a la
concentracién y a la temperatura y directamente proporcional a la homogenizacién del sistema, ya
que la formacién de monémeros implica una inmediata reaccion de polimerizacién. Sin embargo
la polimerizacidn debe de darse en condiciones estéticas a fin de obtener geles con propiedades

mecdnicas adecuadas. La reaccién quimica que se lleva acabo en €ste tipo de sistemas es:

OCH3 OCH3 IOCHB FCHa

CH30 —8i—OCH3 + H20 + CH30—Si— OCH3 ———-—:-CH30—Si——o—]:—OCH3 +2CH30H

CH3 CHsg CH3 OCHg3

LLa reaccién de polimerizacién procede con la formacion de lazos y particulas esféricas, las
cuales pueden crecer y agregarse de acuerdo a la fuerza idnica, pH y composicién quimica del
medio de gelificacién. '

En el empleo de éste tipo de geles es necesario tener las siguientes consideraciones:

» La velocidad de gelificacién incrementa en forma proporcional a la concentracién de TMOS o
TEOS.
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» La homogenizacién es recomendable para incrementar la formacién de monémeros. Si esta es
muy rapida puede disminuirse mediante el descenso de la temperatura.

» Una vez que se ha llevado a cabo la hidrélisis (homogenizﬁcién), la reaccién de polimerizacion
debe de proceder en estado estitico (segunda etapa de obtencidn del gel).

» El proceso de homogenizacién es més ripido cuando se emplean buffers, y ésta es mayor
cuando el valor de pH se disminuye. Si existen incompatibilidades con el buffer empleado, se
puede mezclar el éi]oxano (TEOS o TMOS) con uno de los componentes del amortiguador y
posteriormente adicionar el otro componente.

» Los siloxanos son componentes corrosivos, por ello es necesario tomar las precauciones

necesarias en su uso.
I1.2.2 Neutralizacion de metasilicato de sodio.

El descubrimiento de los geles de silice es usualmente acreditado a Sir Thomas Graham
(1861), quien preparaba éste tipo de geles dializando una solucién diluida de silice, obtenida a
partir de una disolucién de silicato de sodio con dcido clorhidrico. Hoy en dia, los geles de silice
son preparados casi de la misma forma, por el proceso de Patrick que consiste esencialmente en
liberar el acido silicico de una solucién concentrada de silicato de sodio mediante la adicién de un
medio acido (4cido acético, clorhidrico, sulfiirico, etc). El silicato de sodio es usualmente
preparado mediante el 'ca]entamiento de arena a altas temperaturas y adicionando NaOH o
carbonato de sodio (NaCQOs).

Inicialmente el dcido monosilicico es liberado mediante la adicién de un 4cido, siguiendo

la siguiente reaccion para el caso del dcido clorhidrico:
Na;Si0; + H,O + 2HCl —p SI(OH)4 + 2NaCl

Sin embargo, el acido libre comienza lentamente a condensarse por si mismo, mediante la

eliminacién de agua para formar dimeros, trimeros y eventualmente dcido monosilicico polimérico

(Scott, 1993).
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POLIMERIZACION DEL ACIDO MONOSILICICO.
OH OH OH  OH OH OH OH OH

| | i | | | | |

HO—Si+—OH + HO—Si—0OH — HO—Si—0—S+—O0H + HO—S§i—0H » HO—S1+—0—-8i—0—-5i—C0OH

1 I | | } |

OH OH OH OH OH OH OH OH

El polimero continiia su crecimiento, inicialmente formando agregados poliméricos y
posteriormente esferas de polimero de unos cuantos A de didmetro. Estas esferas poliméricas son
usualmente referidas como particulas primarias de silice, éstas particulas contindan creciendo
hasta un tamafio determinado, en donde la superficie de los grupos silanol (grupos hidroxilo
unidos a los 4dtomos de silice) que se encuentran adyacentes a las particulas primarias, se
condensan con la eliminacién de agua. Esta condensacion causa que las particulas primarias se
adhieran unas con otras y la solucién comienza a gelificar. Durante éste proceso, las particulas
primarias de gel de silice que se¢ han formado tienen un didmetro de varios A a varios cientos de A
dependiendo de las condiciones de formacion (Scott, 1993).

Las reacciones de polimerizacion para la obtencién de los geles de silice estin basadas en

el siguiente equilibrio dindmico:

Na,Si0; + 3 H,O _ > H,SiO4 + 2NaOH

.Es generalmente aceptado que al 4cido monosilicico puede polimerizar con la liberacién de
H;O, hasta obtener una red tridimensional de -Si-O-8i- 1lamada polisiloxano (Moreno, 1995).

Los tiempos requeridos para el proceso de gelificacién son muy sensibles al pH. A causa
de que la gelificacion es un proceso gradual, no existe una definicion Unica para el tiempo de
gelificacion.

Asi, el proceso de gelificacion es complicado, por lo que hasta hoy en dia no estad
totalmente claro. Sin embargo, se sabe que otros dos iones estin involucrados, el H3SiO4 vy el
H,Sis*, producidos en cantidades relativas que dependen de la concentracién de iones hidrégeno.
Valores de pH muy altos, asi como valores muy bajos, evidentemente, al llevar grandes superficies

cargadas (negativa y positiva respectivamente) inhiben la gelificacién.
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De tal manera que el tiempo de gelificacién depende de muchos pardmetros: naturaleza y
concentracién de las especies en solucién, pH, temperatura. En el caso de las soluciones estables
térmicamente, se puede acortar el tiempo incrementando la temperatura. Los parametros
determinados para los geles de silice, como la solubilidad, tiempo de gelificacién y el tamafio de
poro han sido investigados y establecidos recientemente por Moreno y colaboradores (1999), asi

como por Gavira Gallardo J.A. (2000).

113 Obtencion de geles de silice a través de resinas de intercambio ionico.

De acuerdo con la ecuacién de equilibrio para la neutralizacidn del silicato de sodio, la
neutralizacién de las moléculas de NaOH se puede llevar a cabo por medio de resinas de
intercambio catiénico, sin que €stos tengan que reaccionar con el medio 4cido (lo cual involucra la
introduccién de algunas especies idnicas rcm‘anentes del producto de Ia reaccién que en algunos

casos podrian interferir o desviar los resultados).

Caracteristicas generales de la resina de intercambio iénico empleada.

La resina utilizada como donadora de protones fue una resina de intercambio catidénico y
separadora de iones de Na. Esta es una resina de intercambio catidnico de tipo 4cido fuerte, cuya
estructura esta constituida de poliestireno reticular con grupos sulfonato protonados como la

fuente de iones H'.
I1.4 Aplicaciones diversas de los geles de silice. El caso de la cristalizacion de proteinas.

A causa de que la conveccién depende de las propiedades de viscosidad del medio, la
cristalizacién en geles representa un medio alternativo esencialmente libre de conveccion para el
crecimiento de cristales de alta calidad Sptico-estructural, por lo que ha sido utilizada para la
cristalizacién de macromoléculas biolégicas y en especial para las proteinas.

La cristalizacién en geles es un caso particular de crecimiento de cristales en solucién,
aunque ¢s afectada por pardmetros similares a los que se dan en éste método de crecimiento. Los
geles para crecer cristales son hidrogeles en los que el proceso de gelificacion corresponde al

agrupamiento de un grupo de unidades monoméricas para formar un polimero, el cual ocupa el
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volumen completo que ocupaba 1a solucién. Eite proceso es reversible para los geles fisicos (como
la gelatina y los geles de agarosa) los cuales pueden ser obtenidos por el decremento en la
temperatura, o irreversible para los geles quimicos (como los geles de silice y los de
poliacrilamida) los cuales son obtenidos mediante la formacién de enlaces fuertes de tipo
covalente. Aunque no existe un gel especifico para el crecimiento de cristales, los geles de agarosa
y los de silice han demostrado una gran eficacia en el crecimiento de cristales de compuestos
macromoleculares.

Los geles de silice presentan una serie de ventajas para el crecimiento de macromoléculas
bioldgicas; son estables en un amplio rango de temperaturas (0-60 °C) y son compatibles con
muchas substancias debido a su composicién quimica similar a los vidrios. La incorporacién de la ~
solucién de proteina dentro de la red polimérica del gel de silice previene la iniciacién de la
conveccidn natural la cual es inducida por el gradiente de densidad y el movimiento de volimenes
macroscOpicos de liquido. Estos gradientes son inevitables a causa de que son los que aportan las
fuerzas para la transferencia de masa y para el crecimiento de las interfases. Al utilizar el gel como
medio de crecimiento, la transferencia de masa se da mediante procesos difusivos a través de los
poros del gel, los cuales proveen un medio regular y én algunas ocasiones ajustable para la
acumulacién de soluto. Las particulas de soluto como los cristales en crecimiento son también
atrapados en la red del gel para que ellos puedan crecer libremente evitando la tensién ejercida por
las paredes del contenedor, impurezas o por la accién de otros cristales. La tnica tension es la
ejercida por €l mismo gel, pero debido a la baja elasticidad de éste, generalmente se fisura en todo
el perimetro del cristal en crecimiento formando una cavidad, por lo que para crecimiento de
cristales fragiles se recomienda ¢l uso de geles con una estructura no muy rigida minimizando asi
su resistencia para el éptimo crecimiento de éstos (Ducruix, 1992).

Los geles de silice proveen una serie de caracteristicas y adaptabilidad para el crecimiento
de cristales de proteinas, dado que con éste tipo de geles es posible usar una gran variedad de
diferentes agentes precipitantes, incluyendo sales, algunos disolventes orgénicos y precipitantes
poliméricos como el polietilenglicol (PEG), pudiendo realizar experimentos a diferentes valores de
pH y temperatura (Ducruix, 1992).

Una técnica relativamente nueva en la que se hecha mano de las diferentes caracteristicas
de los geles de silice para el crecimiento de cristales de proteinas, es la técnica de acupuntura en
geles desarrollada por Garcia-Ruiz y Moreno (1993). Teniendo la gran ventaja de que los cristales

crecen dentro de capilares, como los utilizados para la colecta de datos con difraccién de rayos X.
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Desde el punto de vista bioldgico, la cristalizacién de proteinas puede ayudar al
entendimiento del autoensamblaje macromolecular en los sistemas vivos. Virus y particulas
biolégicas como los ribosomas, membranas, poros, citoesqueletos celulares, y otras estructuras
bioldgicas con estructuras altamente ordenadas son todas formadas por procesos de auto-
organizacién que a menudo requieren de una serie de interacciones relacionadas con la simetria de
las macromoléculas. Hoy en dia el conocimiento de la estructura tridimensional de éstos
ensamblajes, como membranas, poros nucleares o ensamblajes de oligopéptidos auto-
complementarios es obtenida por técnicas de microscopia electrénica. Sin embargo, .el
entendimiento de las bases moleculares de la auto-organizacién permanece esencialmente sin
explicacién. Hoy en dia se ha incrementado el interés sobre el crecimiento de cristales de proteinas
a causa de la necesidad de determinar la estructura de macromoléculas mediante técnicas de
difraccién de rayos X. Esta necesidad se ha incrementado por los rdpidos avances en biologia,
biotecnologia, farmacologia molecular y medicina molecular las cuales requieren del
entendimiento de los procesos biologicos a nivel atémico, y solo si se conoce la estructura
tridimensional de las proteinas y los 4cidos nucleicos pueden describirse los procesos
macromoleculares a diferentes niveles, como sus interacciones per se y sus interacciones con
ligandos (incluyendo farmacos) los cuales modulan y regulan los procesos bioldgicos, asentando

asi las bases para el disefio de proteinas y firmacos “‘a la medida” (Giegé, 1995).
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. LOS AMINOACIDOS.
II1.1 Los pilares de las proteinas y su importancia en los seres vivos.

Las proteinas estin constituidas por la concatenacién de unos compuestos quimicos
denominados aminoacidos. Son éstos la unidad estructural de las proteinas. Por hidrdlisis de
proteinas se han identificado 20 aminoédcidos distintos.

Un aminoacido, de ahi su nombre, posee dos grupos funcionales caracteristicos: un grupo
amino —-NHz y un grupo carboxilo -COOH. Hay aminoécidos con un solo grupo amino y un solo .
grupo carboxilo, denominandose entonces monoamino-monocarboxilicos. Hay otros sin embargo

que poseen mas de un grupo carboxilo.
I11.1.1 Clasificacién de los aminodcidos.

Los aminodcidos pueden clasificarse de acuerdo a su caricter dcido o bésico, pudiendo asi

clasificarse como; |

¢ Neutros: alifiticos, aromdticos, azufrados, secundarios.

¢ Acidos.

¢ Basicos.

No obstante, tiene un mayor interés y significado el esquema de clasificacién basado en la .

polaridad de sus grupos R, cuando se hallan en disolucion acuosa a un pH préximo a 7.0:

¢ Aminoacidos con grupos R polares sin carga: Sus grupos R son mas solubles en agua por que .
sus grupos funcionales establecen puentes de hidrégeno con ella. Los aminodcidos
correspondientes a éste grupo son: Glicina, Serina, Treonina, Tirosina, Asparagina, Glutamina
y Cisteina.

¢+ Aminoacidos con grupos R no-polares: Estos grupos R son de naturaleza hidrocarbonada y
poseen un cardcter hidrofébico. Los aminodcidos correspondientes a éste grupo son: Alanina,
Valina, Leucina, Isoleucina, Prolina, Fenilalanina, Triptofano y Metionina.

¢ Aminodacidos con grupos R cargados negativamente: Son los aminodcidos dcidos, ya que sus

grupos R poseen una carga negativa neta a pH 7.0; Los aminoicidos correspondientes a éste

grupo son: Acido aspértico y Acido Glutamico.
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¢ Aminoacidos con grupos R cargados positivamente: Son los aminoécidos basicos, en los que
los grupos R poseen una carga positiva neta a pH 7.0: Los aminoicidos correspondientes a éste

grupo son: Arginina, Lisina e Histidina.

Todos los aminoacidos a pH 7.0, tienen sus grupos amino y carboxilo de las cadenas
laterales ionizados, exceptuando la histidina en la que el grupo imidazol se ioniza a partir de pH

6.0.

Los grupos o-amino y o-carboxilo también resultan ionizados a pH 7.0

111.1.2 Propiedades dcido-base de los aminodcidos.

Un aminoicido simple (con grupo R no polar), a pH neutro, es una molécula
eléctricamente neutra. Esta neutralidad no se debe a que no tenga cargas sino a que su grupo
carboxilo esta cargado negativamente y el grupo amino positivamente, confiriendo al aminoacido
una carga neta nula. Este tipo de iones dipolares se llaman “zwiteriones”.

Por su estructura de zwiteridn, 1os aminoacidos pueden actuar como acidos débiles 0 como
bases débiles, por lo que se dice que tienen propiedades anféteras. Asi, el grupo carboxilo puede
liberar un proton, actuando como 4cido, o el grupo amino puede captar un protén, actuando como
una base. Asi, un aminodcido puede encontrarse en solucion en forma aniénica, catibnica o
dipolar.

En general a un pH bajo, el aminoacido existe en la forma catiénica y al ir aumentando
éste, el aminodcido toma sucesivamente las formas dipolar y anidnica (Ruiz-Amil, 1992).

De los 20 aminoacidos encontrados usualmente en las proteinas, 19 tienen una estructura

general del tipo:

R

H;N—CH—-CO;H

y difieren solamente en la estructura quimica de la cadena lateral R. El aminoéicido 20, la prolina,
es similar, pero su cadena lateral esta unida al dtomo de nitrégeno dando como resultado un

iminoacido.
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Excepto en la glicina, donde la cadena lateral solo tiene un dtomo de hidrégeno, el 4tomo
central de carbono es asimétrico y es del tipo isomérico L.

Estructuralmente el dtomo central de carbono es designado como ¢, y los dtomos de la
cadena lateral son comdnmente designados con las letras sucesivas del alfabeto griego, es decir:

B.v,8.€ y € conforme se alejan del carbono o (Creighton, 1993).

Una gran variedad de organismos tienen la capacidad de sintetizar aminoacidos. En
general, los microorganismos y las plantas pueden sintetizar todos los aminodcidos que ellos
requieren usando formas simples de nitrégeno como el amonio y los nitratos. Sin embargo, las -
rutas biosintéticas usadas frecuentemente involucran la actividad de muchas enzimas,- asi como
también un aporte substancial de energia metabdlica. ‘A causa de esto, muchos microorganismos
obtienen los aminoicidos a partir del medio ambiente cuando éstos estan disponibles. Los
mamiferos carecen de la capacidad de sintetizar casi la mitad de los 20 aminoacidos que necesitan
para la fabricacién de proteinas. Estos aminoicidos son por lo tanto llamados aminodcidos
esenciales y aquellos que si pueden ser sintetizados son llamados aminoacidos no esenciales. En
general los aminoacidos esenciales son los quimicamente mas complejos, con anillos aromaticos
y cadenas laterales hidrocarbonadas. Los aminoécidos no son solamente utilizados para formar
proteinas, sin embargo éste es su papel principal: €stos también son precursores de otros .
constituyentes celulares, por ejemplo, los nucledtidos purinicos son sintetizados en parte a partir
de la Glicina, mientras que la Metionina y la Ornitina son precursores de las poliaminas. Asi
mismo, el esqueleto de carbono de todos los aminodcidos puede ser usado como combustible:

metabdlico.
111.1.3 Aminodcidos esenciales y no-esenciales.

Los humanos somos incapaces de sintetizar 9 de los 20 aminodcidos estandar usados en la
sintesis de proteinas. Estos aminoacidos esenciales son: Histidina, Isoleucina, Leucina, Lisina,
Metionina, Fenilalanina, Treonina, Triptofano y Valina. Estos aminoacidos pueden ser
sintetizados por plantas y microorganismos usando rutas metabdlicas complejas, por lo que los
mamiferos obtenemos los aminodcidos esenciales a partir de las proteinas incluidas en la dieta, las
cuales son digeridas en el intestino liberando los aminoicidos que son subsecuentemente

absorbidos. Estos aminodcidos pueden servir como precursores de proteinas u otros materiales
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bioldgicos. El grupo amino de los aminoécidos en exceso son removidos por transaminacién y el
esqueleto de carbono que permanece es catabolizado a intermediarios que pueden oxidarse para
liberar energia o pueden ser convertidos en combustibles metabdlicos como la glucosa o los

cuerpos ceténicos, dandose éste proceso en €l higado (Smith, 1992).

Proteinas.

Virtualmente todas las propiedades que caracterizan a los organismos vivos estin
controladas por las proteinas. Los acidos nucleicos, la informacién genética que codifican —
especificaciones en su mayoria para la estructura de las proteinas y la expresion de ésta
informacién depende casi totalmente de las proteinas.

Las formas vivas realizan muchas reacciones quimicas para abastecerse de energia.
quimica, pero por s{ mismas estas reacciones no pueden ocurrir ripidamente a condiciones
fisiolégicas (solucién acuosa, 37° C, pH 7 y presién atmosférica) para sustentar la vida, por lo que .
la tasa de éstas reacciones, se incrementa en varios érdenes de magnitud, por la presencia de las
enzimas, las cuales también son proteinas.

Las proteinas almacenan y transportan una gran variedad de particulas. Estas guian el flujo .
de electrones en los procesos vitales de la fotosintesis; 1as hormonas, transmiten informacién entre .
células y 6rganos especificos en los organismos complejos; algunas proteinas controlan el paso de
moléculas é través de las membranas que compartimentalizan células y organelos; las proteinas
funcionan en el sistema inmune de los organismos complejos defendiéndolos contra los intrusos,
ademds de controlar la expresidn génica uniéndose a secuencias especificas de acidos nucleicos.
Las proteinas son componentes cruciales de los misculos y otros sistemas que convierten la
energia quimica en energia mecdnica. Por otro lado algunas proteinas son simplemente
estructurales, como las involucradas en 1a formacion de! cabello, tendones, huesos, etc.

A pesar de ésta gran diversidad de funciones bioldgicas, las proteinas son una clase
relativamente homogénea de moléculas. Todas son del mismo tipo de polimero lineal, construido
de vartas combinaciones de los mismos 20 aminodcides, variando solamente en la secuencia en
que los aminodcidos se acomodan en una cadena polimérica. El secreto de la gran diversidad
funcional de las proteinas reside en la diversidad quimica de los aminoacidos y en la diversidad de
estructuras tridimensionales que se pueden formar.

Las proteinas son mis complejas que muchos polimeros lineales ya que ellas pueden
incorporar 20 diferentes mondmeros en su construccién. Las proteinas son polimeros lineales y no
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ramificados y tienen una longitud precisa y una secuencia de aminoécidos exacta, pero no solo
éstas caracteristicas distinguen a una proteina de otra sino también su estructura tridimensional y

su plegamiento en el espacio (Creighton, 1993).
I11.2 Propiedades fisicoquimicas y estructurales de los L-aminoécidos.

Las propiedades fisicoquimicas de moléculas pequefias como los aminoédcidos nos ayuda a
comprender en parte la gran complejidad de macromoléculas como las proteinas y cémo €stas han
sido socorridas por la naturaleza debido a su gran funcionalidad y diversidad, debido a la casi
infinita serie de combinaciones que pueden realizarse a partir de éstas moléculas “simples’™ para la
formaci6n de proteinas. Debido a la estructura de los aminodcidos existe una serie de interacciones
que son favorecidas y otras no, por lo que las caracteristicas individuales de cada aminoéicido
juegan un importante papel para la comprensidn estructural y comportamiento de macromoléculas
y complejos macromoleculares.

Con la finalidad de poder determinar la estructura de una proteina, es necesario conocer las
diferentes propiedades fisicoquimicas y estructurales de los 20 L-amino4cidos, y aunque hoy en
dia pueden utilizarse técnicas de mutagénesis dirigida para la sustitucién de un aminodcido por
otro, naturalmente existe una serie de pardmetros generales (restricciones) en la estructura de las
proteinas debido al tamafio, forma, hidrofobicidad, carga, puentes de hidrégeno y reactividad

quimica de los aminodcidos, pudiendo existir también interacciones no-especificas (Fasman,
1990).

A continuacién se enlista una serie de caracteristicas fisicoquimicas de interés para el
estudio de las proteinas y para el entendimiento de los fenémenos involucrados en el desarrollo de .
los agregados cristalinos cuando éstos se utilizan como aditivos, asi mismo éstas caracteristicas

son importantes para su cristalizacion.
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Simbolo Peso Punto de

Nombre. de tres  Molecular.  fusion
letras. (Da) ("C)

. 297 . . S 6

Val. i17.15 292-295 2.32 9.62 © 5.96 58

g/kgrl‘lgO

Leu. 131.17 337 236 9.60 5.98 23
Tle. 131.17 284 2.36 9.60 |- 602 34
Pro. 115.13 222 1.99 10.60 1 630 1622
Phe. 165.19 284 1.83 913 T 548 | 29
Trp. 204,23 282 2.83 9.39 © [t 589 12
Met. 149.21 283 2.28 9.21 7 574 56
Gly. 75.07 290 234 9.60 597, 251
Ser. 105.09 228 2.21 9.15 < . 568 422
Thr. 119.12 253 2.09 9.10 . 560 97
Cys. 121.16 178 1.96 10.28 818: | 5.07
g&wsma@ Tyr. 181.19 344 2.20 9.11 1007 |- 566 0.5
“Ksparagingi|  Asn. 132.12 236 202 3.80 |- 541 25
iGRitimnag O, 146.15 185 2.17 9.13 5.65 42
mspémc”@ Asp. 133.10 270 1.88 9.60 365 | 277 5
1 Glu. 147.13 249 2.19 9.67 425. |, 322 ‘
Arg. 174.20 238 217 9.04 1248 | 10.76 181
Lys. 146.19 | 224-225 2.18 8.95 1053 | 974 6
His. 155.16 277 1.82 9.17 600 [ 7:59 43

pKa : Logaritmo negativo de la constante de disociacion para el grupo carboxilo (a-COOH).
pK, . Logaritmo negativo de la constante de disociacién para el grupo amino (0-NH5").

pK: Logaritmo negativo de la constante de disociacién para cualquier otro grupo presente en la
molécula.

pl : pH donde la carga neta es cero.

S : Solubilidad en agua a 25° C en unidades de gramos por kilogramo de agua.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de los diferentes L-aminoacidos.

Los datos aqui resumidos son importantes tanto en el estudio de proteinas como para determinar

las condiciones de cristalizacion de cada uno de los aminoéacidos.
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I11.3 Cristalizacién y métodos de crecimiento cristalino.

Hoy en dia existen numerosas técnicas y aproximaciones fisicoquimicas que nos dan
informacién acerca de la estructura molecular de las diferentes especies minerales, asi como de
las diferentes moléculas y macromoléculas bioldgicas. Algunos de éstos métodos como la
Resonancia Magnética Nuclear (NMR) y la dinimica molecular, estin ayudando cada vez mas a
conocer las diferentes estructuras moleculares, particularmente las de aquellas con una .masa
molecular baja. Existe sin embargo, solo una técnica que ayuda a una descripcién mas detallada y
precisa en términos matemaéticos, la difraccién de rayos X, éste método ha sido utilizado para la
determinactdn estructural de especies minerales, proteinas, acidos nucleicos, etc. En los tltimos 30
afios, la practica de la cristalografia a través de rayos X ha avanzado a pasos agigantados. Casi
todos los componentes criticos y de consumo de tiempo de la técnica han sido mejorados,
acelerados y refinados, convirtiéndose en una técnica practica, confiable y relativamente ripida
para obtener respuestas directas a preguntas complicadas. Los datos de difraccion de rayos X que
antes, requerian afios para ser obtenidos, ahora pueden ser colectados en semanas o incluso en
dias, de igual manera las herramientas computacionales desarrolladas hoy en dia se han converti;io
en una herramienta comin en la resolucién estructural (McPherson, 1990)

El paso fundamental para la aplicacién de las diferentes metodologias para la resolucién
estructural es obtener la cristalizacién de la especie mineral, molecular o0 macromolecular de
interés, la finalidad no es solo obtener cristales, sino que éstos tienen que ser de la mejor calidad y
tamafio para un analisis de difraccion de rayos X de alta resolucidn.

La estrategia empleada para realizar la cristalizacidon de un compuesto consiste
generalmente en guiar muy lentamente al sistema a un estado de solubilidad reducida,
modificando las propiedades del disolvente, acompaiiado del incremento en la concentracién del
agente precipitante o alterando algunas condiciones fisicoquimicas como el pH y la temperatura.
En cualquier método utilizado no deben escatimarse esfuerzos con el fin de fomentar y promover
interacciones de unidon especificas entre moléculas y para estabilizarlas una vez que se han
formado. Este aspecto depende generalmente de las propiedades fisicas y quimicas del compuesto
a cristalizar. En soluciones altamente concentradas las moléculas pueden agregarse como un
precipitado amorfo, este resultado tiene que evitarse si es posible y es un indicativo de que la
sobresaturacion procedié demasiado rdpido o extensivamente, por lo que se debe procurar
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acercarse lo mas lentamente posible al punto de solvatacién y dar a la molécula la oportunidad de

ordenarse por si misma en una estructura cristalina (McPherson, 1990).

Crecimiento de cristales a partir de soluciones sobresaturadas.

En una solucién sobresaturada, existen dos estados en equilibrio, una fase sélida y una que
consiste de moléculas libres en solucién. En la saturacién, no existe ninglin aumento neto en la
proporcién de la fase sélida que pueda acumularse para la formacién de un niicleo cristalino. Asi,
los cristales no nuclean a partir de una solucién saturada. EI sistema tiene que estar en un no
equilibrio, o estado de sobresaturacién, el cual provee las fuerzas termodindmicas que dirigen la
cristalizacién. Cuando el objetivo es crecer cristales de cualquier compuesto, una solucién de ésta
molécula tiene que ser llevada a un estado de sobresaturacidon y regresada al equilibrio por medio :
de fuerzas de exclusién de moléculas de soluto hacia el estado sélido, el cristal. Asi, a partir de
una solucién saturada, el disolvente puede ser retirado gradualmente por evaporacion,
disminuyendo o aﬁmentando apropiadamente la temperatura o alterando algiin otra propiedad del
sistemna, hasta que se exceda el limite de solubilidad y la solucién se sobresature. Si una fase sélida
estd presente, o es introducida, la saturacidn estrictamente puede ser restablecida ya que las
moléculas salen del solvente para unirse a la fase sélida. Si no existe una fase sélida presente,
como las condiciones estdn cambiando, entonces el soluto no parte de dos fases y la solucién -
permanecera en el estado de sobresaturacién. El estado sélido no necesariamente se desarrolla
“espontiancamente cuando se excede el limite de saturacién por que la energia, andloga a la energfa
de activacion de una reaccion quimica, es necesaria para crear la segunda fase, el nicleo estable de
un cristal o un precipitado. Asi, es necesario librar una barrera energética o cinética para acercarse
més y mas hacia el equilibrio, dentro de la zona de sobresaturacién. Sobre un diagrama de fases
(Ostwald-Miers) en donde la concentracién en el equilibrio (solubilidad) se grafica contra la
concentracidn de agente precipitante, (Figura 2), la linea indicativa de la saturacidn es también
una unién que marca las necesidades energéticas para dar paso a unatsegunda fase, 1a formacién .
del nicleo de un cristal o un agregado no especifico caracterizado como un precipitado. Cuando
un nlcleo estable ha sido formado en una solucién sobresaturada, éste puede seguir creciendo
hasta que el sistema llegue al equilibrio, pero mientras prevalezcan las fuerzas del no equilibrio y
exista algin grado de sobresaturacion, los cristales seguirdn creciendo o continuard - la

precipitacion amorfa (McPherson, 1990).
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Es importante entender el significado del término “niicleo estable”. Muchos agregados o
ndcleos se  forman espontineamente cuando se ha llegado a la sobresaturacién, pero en general -
son “no estables”. En lugar de continuar su desarrollo, éstos se redisuelven rapidamente y
regresan a formar parte de los constituyentes moleculares de la solucién. Un “nicleo estable” es .
un agregado molecular de tamafio y estructura fisica bien determinada que puede adicionar nuevas
moléculas dentro de sus superficies en crecimiento mis rapidamente que las que se pierden en la
solucidn; esto es, que puede seguir creciendo mientras que el sistema esté sobresaturado.

En la teoria cldsica de crecimiento de cristales, la regién de sobresaturacién que se
encuentra exactamente sobre la de saturacion, esta dividida en dos zonas, la region metaestable y
la region labil.

Por definicién, los nicleos estables no pueden formarse en la regién metaestable justo
arriba de la de saturacién, sin embargo un micleo estable o sélido puede estar presente en la regién
metaestable, en la que puede mantenerse para crecer. Por el contrarto, es en la region 1dbil en
donde los nicleos estables pueden formarse espontdneamente, por lo que siendo estables en ésta
region, las moléculas se acumulan y se agota la fase liquida hasta que el sistema reingresa a la
regidn metaestable, llevandolo al estado de saturacién.

Un punto importante de éstas dos regiones sobre la saturacidn, es que una pude soportar el
crecimiento de los cristales pero no la formacion de niicleos estables, mientas que la otra puede
producir nicleos y soportar su crecimiento. Ahora, la velocidad de crecimiento del cristal, estd en
funcién de la distancia de la solucién a la posicién de equilibrio en la saturacion. Asi, los nicleos
que se forman lejos del equilibrio en la region 1abil pueden crecer rapidamente en un principio
mientras se agota la fase liquida y regresar al estado metaestable, donde el crecimiento es cada
vez mas lento, asi que cuando el sistema se acerca al estado metaestable es por que se ha formado
un niicleo estable.

Por lo que al parecer la mejor forma de obtener cristales, es presionar al sistema a alejarse
dentro de la regidn 1abil, sobresaturdndola. Aqui, la probabilidad de la formacién de. nicleos es
grande, asi como la velocidad de crecimiento y la probabilidad de obtener cristales.

Como la regién labil estd mds alejada de la saturacién, es también probable que se de una
nucleacion espontdnea y descontrolada, por lo que la cristalizacién en la regién labil lejos del
estado metaestable, frecuentemente resulta en una extensa y descontrolada abundancia de cristales,
y en general ninguno crece hasta un tamafio apropiado para estudios de difraccién de rayos X, asi
que cuando la cristalizacién es iniciada a partir de un punto de alta sobresaturacién, el crecimiento
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inicial es extremadamente rapido y éste esta frecuentemente asociado con la aparicién de defectos
y dislocaciones. Por lo tanto, los cristales producidos a partir de soluciones extremadamente
saturadas tienden a ser numerosos, pequeiios y a ser afectados con defectos en el crecimiento.

En términos de diagramas de fases, el crecimiento ideal de un cristal puede comenzar con
la formacidn de un nucleo en la regién 14bil justo arriba de la regién metaestable. Alli, el
crecimiento puede ocurrir lentamente mientras que la solucién se agota, y regresar a la region de
metaestabilidad donde no se pueden formar mas niicleos estables y solo unos cuantos ntcleos ya
establecidos contindan creciendo.

Asi, en cristales crecidos para analisis de rayos X, se intenta ya sea por deshidratacién o
por la alteracién de condiciones fisicas, transportar a la solucidn a la regién 1abil y al estado de

sobresaturacién, acercandose lo mas posible al estado metaestable (Ducruix, 1992).

y
Regidn Libil.
\
Concentracion Region
de sustancia a Metaestable
cristalizar. .
} Regién de
sobresaturacién.
Regién de
subsaturacién. )
Curva de
> . saturacién,
Concentracidn de agente precipitante.

Figura 2. Diagrama de fases (Ostwald-Miers) donde se muestra la solubilidad en funcién

de la concentracion de agente precipitante (Ducruix, 1992).
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111.3.1 Método de difusion en geles de silice.

El procedimiento mas simple para controlar el crecimiento de un cristal regido por y
transferencia de masa a través de la difusion, involucra la adicion controlada de dos o mas
soluciones reaccionantes en un gran volumen de disolvente. Existen varias formas de.hacerlo, por
control electrolitico, precipitacion homogénea, etc., pero para disminuir la conveccién por
transferencia de masa y obtener cristales con grandes cualidades éptico-estructurales es necesario
el uso de un medio poroso. Muchos tipos diferentes de medios porosos han sido utilizados en el -
método de difusién y principalmente los medios porosos no-rigidos como los geles y en especial
los geles de silice. Los geles de silice usados en los experimentos cldsicos de crecimiento de
cristales son producidos por la mezcla de una solucién de silicato de sodio y la cantidad apropiada
de 4cido. En la mayoria de los casos, se utiliza una solucién de metasilicato de sodio con una
densidad de entre 1.04 g/cm® y 1.06 g/cm’ y con un pH de entre 11 y 11.2. El pH del gel es
ajustado mediante la acidificacién de ésta solucién con agitacion constante. Las cantidades de
reactivos tienen que ser reguladas cuidadosamente, ya que pequefias variaciones en los volimenes
producen cambios drasticos en el pH. Es importante hacer notar que el tiempo minimo de
gelificacién es de unos segundos entre pH 7-8. Por lo tanto si es necesario obtener un gel con un
pH bajo (menor de 7), es la solucién de silicato de sodio la que tiene que adicionarse al dcido. Los
geles de silice son utilizados en ésta técnica ya que son Gpticamente transparentes, y los cristales
pueden ser observados en cualquier punto del experimento. Ademas, el uso de los geles de silice
minimiza el efecto de la interaccién entre diferentes tipos de precipitados, y el impacto de los
cristales con las paredes y ¢l fondo del contenedor.

Existen algunas variantes de la técnica de crecimiento en geles, éstas pueden ser’ agrupadas
baséndose en los dispositivos experimentales utilizados y las reacciones quimicas que ocurren para
obtener las diferencias en los potenciales quimicos necesarios para la nucleacion de una nueva fase
s6lida. En relacién con éste ltimo aspecto Garcia-Ruiz (1982) determiné dos grupos mayores a
considerar:

A} Substancias poco solubles en agua. Los cristales de éste tipo de compuestos son obtenidos

utilizando los siguientes métodos quimicos:

A-1) Método de reaccidn, en el cual los nicleos cristalinos aparecen como resultado de una
reaccion de doble descomposicién entre dos reactivos. Este método es el utilizado en la formacién
de los agregados cristalinos de morfologia tnducida (IMCA), mediante la siguiente reaccién:
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NaCO; + BaCl, — 2NaCl + BaCO,
A-2) Método de reduccién quimica, usado en la nucleacién y el crecimiento de cristales de
metales.
B} Substancias solubles en agua. Dos variantes han sido utilizadas hasta hoy en dia:
B-1) Método de evaporacién. Una solucién de la sustancia deseada es incorporada dentro de la
solucién de metasilicato de sodio acidificado antes de que gelifique, asi, corﬁo resultado de la
pérdida de agua por evaporacién, pueden formarse pequeiios cristales en la superficie del gel.
B-2) Método de reduccién de la solubilidad. Este método se basa en el hecho de que la solubilidad
de un compuesto soluble en agua, puede ser reducida al adicionar un disolvente no-polar o al
cambiar el pH de la totalidad de la solucién. Este método fue utilizado para la cristalizacién de

varios L-Aminoacidos, basiandose en su grado de solubilidad en diferentes disolventes.
111.3.2 Método de difusion en fase vapor.

Actualmente, el método mds ampliamente utilizado para llevar un compuesto a ‘la
sobresaturacion en microgotas es la difusion en . fase vapor. Este método tiene una amplia
diversidad de variantes, las cuales pueden dividirse en aquellos denominados de gota sedente o
“sitting drop” y aquellos que emplean una gota colgante ¢ “hanging drop”. De cualquier forma,
éste método se basa en el transporte de agua o cualquier otro agente volatil entre una microgota
del liquido madre (compuesto a cristalizar), con un volumen generalmente de entre 5 y 25ul, y una
solucién precipitante o de concentracion, la cual se encuentra en un reservorio mucho mayor de
entre 0.75 a 25ml de capacidad. Mediante la difusion en fase vapor, la gota y el reservorio tienden
al equilibrio, y a causa de que el reservorio tiene un volumen mucho mas grande, las condiciones.
finales en el equilibrio, son esencialmente las del estado inicial del reservorio. A través de la
difusién en fase vapor, el agua es removida lentamente de la gota, pudiendo cambiar el pH, o
introducir disolventes volatiles gradualmente como el etanol, metanol, etc. Una de las ventajas de
éste sistema es que puede llevarse a cabo a diferentes temperaturas utilizando volimenes pequefios
de muestra.

El método de gota colgante consiste en poner una microgota de la solucién a cristalizar,
generalmente subsaturada (por lo menos de 5pl), suspendida en un cubreobjetos siliconizédo
circular, que es puesto sobre un pozo que contiene la solucidén precipitante (aproximadamente

I'ml). Los dispositivos mas utilizados son las cajas de plastico para cultivo de tejidos (Limbro) que
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tienen 24 reservorios que permiten ser selladas al aplicar grasa de vacio o aceite alrededor de la
circunferencia de cada uno de los pozos. Estas tienen la ventaja de que el volumen necesario para
cada experimento es muy bajo, ademis de que pueden hacerse barridos de las diferentes
condiciones que afectan la cristalizacién como la concentracién de la muestra y del agente
precipitante, pH, etc, de igual manera éstas pueden ser examinadas rapida y facilmente con un
microscopio convencional y pueden ser guardadas de forma compacta apilando unas sobre otras,

asi esta técnica puede ser utilizada para optimizar las condiciones para el crecimiento de cristales
(McPherson, 1990).

[ Solucibna |—___
cristalizar.
Agente precipitante
(a) | (b)

Fig. 3 Sistema experimental utilizado en la técnica de difusion en fase vapor (“hanging

drop” o gota colgante (a) y “sitting drop” o gota sedente (b).

111.3.3 Método isoténico (Evaporacion simple a temperatura constante).

Este método para la obtencién de cristales es de lo mis sencillo, pero es recomendable solo
para los casos en que se conocen bien las condiciones de cristalizacién o cuando no es tan
importante el control de la velocidad de evaporacién, aunque se pueden montar sistemas
experimentales para controlar la evaporacion, esta técnica consiste en colocar una gota de 5 a 10
¢l en un lugar a temperatura ambiente, procurando que no se encuentre cerca de.fuentes de
aireacién para evitar su contaminacién ya que se deja en dichas condiciones para que el disolvente

se evapore y la muestra se concentre, en muchos casos es necesario regular un poco la velocidad
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de evaporacién ya que como hemos visto anteriorménte si ésta es muy drastica se obtiene un

precipitado amorfo.

I11.4 Datos estructurales obtenidos a través de la difraccién de rayos X.

Los rayos X son una radiacion electromagnética de longitud de onda corta, €sta es emitida
cuando los electrones saltan de un estado de mayor a menor energia. Los rayos X generalmente
son producidos por tubos a alto voltaje, en los cuales una placa de metal (el dnodo), es
bombardeada con electrones acelerados, causando por lo tanto la emisién de rayos X de una
longitud de onda especifica, por lo que son llamados rayos X monocromiticos. A causa del alto
voltaje se produce un rdpido aumento en la temperatura de la placa por lo que tiene que ser
enfriada. La placa es cominmente de cobre, que emite rayos X con una longitud de onda de
1.5418 A (CuK), la cual es muy similar a la distancia de un puente de hidrége_:ho (Duncan, 1993).
Un eficiente enfriamiento es l]evado acabo con los generadores de rayos X de 4nodo rotatorio.
Asf, éuando el rayo principal de la fuente de rayos X interactda con el cristal, muchos de los rayos
pasan a través de €l, sin embafgo éstos interactian con los electrones de cada 4tomo causando su
oscilacidén. Los electrones oscilantes sirven como una nueva fuente de rayos X, siendo emitidos
casi en todas direcciones, por lo que éste patrén de difraccién obtenido a partir de la difraccién de
los rayos X es registrado en una placa fotografica o un detector electrénico y a partir de éstos
datos es posible determinar la estructura tridimensional de la molécula mediante una serie
compleja de anélisis matematico (Branden, 1991)

De tal manera que la interaccion de los Rayos-X con la materia nos da informacién
estructural del orden o desorden interno de un sélido, por lo que pueden emplearse para conocer la
estructura tridimensional de un sélido cristalino con una alta precisién en base a la calidad 6ptico-

estructural de los cristales.

En la siguiente tabla se resumen los datos estructurales obtenidos mediante difraccion de
rayos-X, como es el tamafio de la celda unidad, el sistema cristalino y el grupo espacial de los

diferentes L-aminodcidos, asi como los datos bibliograficos de donde se obtuvieron.
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Sistema

Nombre Simbolo de tres Datos de ka Grupo espacial Referencia Estructura
ombre. letras. celda unidad, cristalino, L ¢ - tridimensional.
a=6.032 .
Ala. b= 12.343 Ortorrémbico P2, S‘T“Plsggﬁ“' rHo 1
c=5.784 |
a=9.71 ’ s
- L
Val. b=3.27 Monoclinico P2, Torii K, 1970 | .
c=12.6
B=190.8° ‘
a=7.29 o "
Leu. b=24.5] Ortorrémbico P2,2,2, Subramanian, E.
1967
c=5.54 _ ;
a=9.75 , ¥ :
Tle. 2:11.3122 Monoclinico P2, Torii,K. 1971 | }k
p=95.8° ! N
a=20.73 ]
b=6.34 . 3 Sasisekharan,V.
Pro. c=5.20 Monoclinico C,—C2 1959 .. _
B=93° 40 -.
a=13.13 W
b=6.59 . Khawas, B:
Phe. 1e= 1028 Moncclinico P2, 1971
B= 104" 38"
a= 16.81 : ,
Trp. b=17.90 Ortorrémbico Pmmm Khawas, B.
¢=6.90 - 1969
a=9.498 ‘
Y Monoclinico. P2, Torii K. 1973 M
B=97.69° '
a=5.10 : ' :
Gly. b= 11.96 Monoclinico P2, Albrecht,G. A
- 1939 1
c=5.45 i & )
p=111'38° ‘
a=1.176 . i
Ser., b=1 Monoclinico Cs5—P2/a Shpegz;l;er,l;)_
c¢=0.528 ;
a=]3.611 Sri iva.an R
Thr. b=7.738 Ortorrémbico. P2,2,2, rinLrasem, =
. - 1974 5
c=5.142 . .
a=11.51 .
Cys. b=5.240 Monoclinico P2, Hardmg,M:
. 1968
c=9.517
a=13.89 ‘ ;
Tyr. b=21.08 Ortorrémbico. P Khawas.B:
c=5.84 1969
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a=5.593 RamanadhamM |
Asn. b=0.827 Ortorrémbico. P2,2,2, L
c=11.808 1972
a= 16.01 o
Gin. b=7.76 Ortorrémbico P2,2,2, Cpchran,W.—. ,
. 1952
c=5.10 )
a=7.617 Beri ]l'[. .
Asp. b=6.982 Monoclinico. P2, ef;;ﬁé%ﬂ,
a=5.16 b B°
Glu. b=11.80 Ortorrémbico P2,2,2, PAWSON, B,
1953
c=13.30 |
a= 11.044
b= 8.481 . Dow, L.
Arg. o= 11.241 Monoclinico P2, 1970 ,
B=91.31° -
a=7.492 : 3
Lys. b=13.320 Monoclinico. P2, BT;;,GT- .
c=5.879 ’:
a=5.177 , —
His. 2:1’833;2 .. - Ortorrémbico. P2,2:2, Ma;‘;?ﬁ;,{ -‘-'

Tabla 2. Datos estructurales de los diferentes L-aminoacidos obtenidos mediante difracciéon
de rayos-X '
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IV. MATERIAL Y METODOS.

IV.1 Preparacion de geles de silice mediante la neutralizacién de metasilicato de

sodio.

Los geles de silice fueron preparados a partir de la neutralizacién de una solucidn
comercial de Silicato de Sodio (Aldrich, CAT. 33,844-3), la cual contiene aproximadamente 27%
Si0; y 14% NaOH, una densidad de 1.39 g/cm3 yun pH de 11.6 £ 0.2. Esta solucidn se diluyé
con agua destilada para obtener una disolucién con una densidad de 1.06 g/cm® utilizando la

siguiente ecuacidn:

Va (0.06 )
1.39 (g/cm °) — pH .0

Vss =

Donde:

Vss = El volumen de Silicato de Sodio del reactivo de partida (p= 1.39 g/cm’)
V_ = Volumen de aforo.
PH>0 = densidad del H,O a la temperatura de trabajo.

Dicha disolucién fue preparada en material de polipropileno con el fin de evitar que el
metasilicato de sodio atacara las paredes del material de vidrio debido a su alto valor. alcalino y
evitando asi su contaminacidn.

La neutralizacién se llevé a cabo mediante la adicion de una solucién de HCl 1M, para lo
cual se realizé una curva de calibracidn. Esta curva es el producto de una serie de titulacionés de
silicato de sodio con la solucion de HCI, de la misma manera se realizaron una serie de curvas de
calibracion con H;S0, y con 4cido acético, aunque para el desarrollo de los IMCA solo se
utilizaron geles producto de la neutralizacién de metasilicato de sodio con HCI debido a su rapida
reaccién y facilidad de uso, los valores de pH fueron registrados con un potenciémetro (Fisher
Scientific 300 403.1 Rev.E) con el que se pudieron detectar variaciones de hasta 0.01 unidades de
pH.

Es importante mencionar que el hecho de hacer alusién a geles con pH 8, 9 y 10, ésto NO

quiere decir que la solucién en el interior del gel se encuentra a éste valor de pH, lo que sucede en

43




Juan Pablo Reyes Grajeda Metodologia

este proceso es que aungue existe un pequefio remanente de la solucién sin polimerizar, ésta se
considera irrelevante, por lo que la neutralizacién nos da en todos los casos un valor de pH de la
solucién en el gel de aproximadamente 7 (neutro). El hecho de hacer mencién a los valores de pH
alcalinos, es concerniente al valor en que se da el proceso de sintesis y a que las propiedades
fisicas y mecénicas a éstos diferentes valores de pH, si son un factor que debe de tomarse en
cuenta, por lo que se decidié mantener la expresion de pH 8, 9 y 10 tomando en cuenta lo que

significa ésto en realidad.

IV.2 Metodologias experimentales utilizadas para la obtencion de geles de silice

empleando resina de intercambio catiéonico (DOWEX-50W8-200).

La metodologia experimental para la obtencién de geles de silice mediante la utilizacion de
resina de intercambio catiénico (Sigma. DOWEX-50W8-200) consisti6 en:

» Realizar una curva de calibracién con la finalidad de determinar la cantidad necesaria de resina
para la neutralizacién de las moléculas de NaOH que se encuentran en un volumen constante
de 10ml de metasilicato de sodio y determinar el valor de pH final.

> Realizar otra curva en la que se mantiene constante la cantidad de resina y se varia el volumen

de metasilicato de sodio adicionado a la resina, y determinar el pH de la solucién final.

Esta serie de experimentos se realizé con la finalidad de observar las diferencias generales, en las

cantidades de reactivos utilizados, asi como estandarizar las diferentes técnicas.

IV.2.1 Metodologia utilizada manteniendo la cantidad de metasilicato de sodio

constante.

Se utilizaron volimenes iguales de una solucidén de metasilicato de sodio (10ml) con-una
densidad de 1.06 g/cm® y se colocaron en un recipiente de polipropileno, a cada uno de éstos
voliimenes se le adicion6 una cantidad en gramos de resina DOWEX-50W, una vez adicionada la
resina, la mezcla se mantuvo en agitacién por un periodo de tiempo de entre 10 y 15 minutos, al
término de éste tiempo la solucidn fue filtrada utilizando papel filtro (Whatman cat.No. 1001 110)
y fue medido el pH utilizando un potenciémetro Fisher Scientific 300 403.1 Rev.E. Con los datos
obtenidos se construyd la curva de calibracion para la estandarizacidn de la técnica.

Esta serie de experimentos se realizé en un intervalo de O a 6 g de resina.
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1V.2.2 Metodologia utilizada manteniendo la cantidad de resina constante.

La otra variante experimental utilizada consistid en mantener constante la cantidad de
resina (5 g) y variar el volumen de metasilicato de sodio adicionado, de igual manera se utilizé una
solucién de metasilicato con una densidad de 1.06 g/cm?, a partir de ésta solucién se tomaron
diferentes voliimenes y fueron adicionados a la resina de intercambio catiénico, manteniéndose en
agitacién por un periodo de tiempo de entre 10 y 15minutos, al término de éste lapso de tiempo, la
mezcla fue filtrada utilizando papel filtro similar al empleado en el caso anterior y se le midi6 el

pH para la construccién de una nueva grafica de estandarizacion.

IV.3 Incorporacion de los diferentes iones y aminoacidos en la red polimérica de

silice.

Es importante mencionar que aunque se realizd la estandarizacién de las diferentes técnicas
para la obtencién de geles de silice (neutralizacién de metasilicato de sodio con acido clorhidrico,
sulfdrico y acético, y utilizando resinas de intercambio catiénico), la técnica utilizada en todos los
casos para el crecimiento de agregados cristalinos de morfologia inducida fue la neutralizacién
con HCI, dadas las caracteristicas de los geles obtenidos, asi como su facilidad de manejo y
sintesis, aunque no se descarta que las otras técnicas puedan ser utilizadas para la formacion de
los geles de silice, por lo que nos referiremos solamente a la neutralizacién de metasilicato de
sodio con HCI en la estandarizacién de la técnica para la obtencién de los IMCA.

Una vez estandarizada la metodologia de neutralizacidn del metasilicato de sodio con HCI,
se procedié a incorporar en la matriz del gel de silice cada uno de los 20 diferentes
L-aminoécidos utilizados, los cuales fueron: Cys, Gly, Ser, Thr, Asn, GIn, Tyr, Ala, Val, Leu, lle,
Pro, Phe, 'frp, Met, Asp, Glu, Arg, Lys, His. (Kit. Sigma. LAA-21 Lot.48H9800 ) y cada uno de
estos a su vez a 3 valores diferentes de pH de formacién del gel (8.0, 9.0 y 10.0), esto consistié en
agregar a 10 ml de la disolucion de Silicato de Sodio 100 pl de una solucidn de Carbonato de
Sodio (Na;COs3) 0.1M y 2 i de una solucion de uno de los aminoédcidos a una concentracién de
1 mg/ml, ya que se tenia esta nueva solucién se le agregd el HCI necesario para llevarla al pH de
trabajo baséndose en la curva de calibracién. Después 6 ml de esta solucion fueron adicionados al
sistema experimental (Figura 4) en el cual posteriormente se llevarian a cabo las reacciones, este
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sistema consistia de dos placas de vidrio de 10 cm de largo por 7 cm de ancho, separados por un
caucho de 3mm de espesor el cual circundaba 3 lados de las placas de vidrio, a este caucho se le
agregd grasa de vacio (Hampton Research CAT.HR3-510) para evitar fugas, una vez que el
cassette fue cargado con la solucién, el cuarto lado fue sellado con una tira del mismo caucho (Fig.
4 a y b). Esta metodologia se realizé para cada uno de los 20 aminoécidos obteniendo asi tres

placas por aminoécido.

IV.4 Precipitacion de los Agregados Cristalinos de Morfologia Inducida dentro de

geles de silice.

Una vez obtenidos los geles en cuya red tridimensional se encontraban tanto iones como
aminodacido, para comenzar la reaccién de precipitacién dentro del gel, se agregé BaCl, 0.1M
hasta el nivel de aforacién, procurando no dejar burbujas de aire, esto se realizé utilizando jeringas
desechables. Una vez agregado el BaCl, se sellé perfectamente la placa utilizando un sellador de
silicona (Wacker Silicone Sealant), al momento de agregar el BaCl; se registré la hora tomando
este tiempo como ty (Fig. 4 ¢ y d). Es importante mencionar que una vez preparados los geles,
estos se mantuvieron a una temperatura constante de 18 °C dentro de una camara de temperatura
controlada.

Las estructuras formadas por la precipitacién y posterior formacién de los silicocarbonatos
de Bario fueron examinados y fotografiados usando un microscopio Olympus S2ZH-ILLK
equipado con un dispositivo de polarizacién de luz y una cdmara Olympus SC35 de 35mm, las
fotografias se tomaron a intervalos de 24hrs, siendo estos 24, 48, 72, 96, 168, 336, 504 y 672hrs.
cbrrespondientes al,2 3,4,7, 14, 2] y 28 dias respectivamente desbués de la adicion del BaCl;
Las peliculas empleadas para el registro fotografico fueron Kodak Plus X-Pan 125 PX 135-36 para
impresiones en blanco y negro, con el fin de registrar los cambios estructurales y cémo cada uno

de los aminoécidos afectaba la morfologia de los IMCA a los diferentes valores de pH.
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Figura. 4 Disefio del sistema experimental empleado en éste trabajo.
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IV.5 Metodologias utilizadas para la cristalizacién de los diferentes L-aminoacidos.

La obtencién de cristales de los diferentes aminoicidos se baso en las caracteristicas
intrinsecas de cada uno de éstos asi como en sus propiedades fisicoquimicas y estructurales
(seccidn 111.2), empleando asi metodologias especificas para cada caso, basadas en técnicas

clasicas de crecimiento de cristales.
1V.5.1 Cristalizacion dentro de geles de silice.

Esta técnica se basa en la solubilidad diferencial de algunos aminoécidos en distintos
disolventes, dado que la solubilidad de un compuesto soluble en agua, puede ser reducida
al adicionar un disolvente no-polar o al cambiar el pH de la totalidad de la solucién, en
general la técnica consisti6 en preparar soluéiones saturadas de los diferentes aminoécidos,
que son solubles o altamente solubles en agua y mezclar 0.5ml de ésta solucién con 0.5ml
de una selucién de silicato de sodio neutralizada con dcido acético 1M, introduciendo asi a .
las moléculas de aminodcido dentro de la red polimérica de silice, una vez dada la reaccidn
de polimerizacién se adicioné un volumen similar al de la mezcla (1ml) de EtOH absoluto,
80% v/v y 60% v/v, para determinar los mejores parametros de cristalizacién. La funcidn
del etanol fue reducir la solubilidad del aminoécido al ir difundiendo en el gel de silice, .
mediante ésta técnica se logrd obtener cristales de Metionina, Glicina, Serina, Treonina y

Asparagina.
1V.5.2 Difusion en fase vapor (gota colgante).

Esta técnica es una de las mas utilizadas en el crecimiento de cristales de macromoléculas
biolégicas. Aunque existe un gran nimero de variantes, para el crecimiento de cristales de
aminodcidos se utilizé en todos los casos la de gota colgante o “hanging drop” llevando. a
la solucién a un nivel de sobresaturacién extrayendo agua de la gota mediante el uso de
agentes precipitantes como el PEG-6000 (polietilenglicol) o cambiando las propiedades del
disolvente en el que se encuentra disuelto el aminoicido (como son la constante dieléctrica
y solubilidad) mediante la utilizacién de disolventes organicos como el EtOH y el MeOH,
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que tienen una presién de vapor mayor a la del agua. Mediante ésta técnica se pudieron

obtener cristales de Leucina, Fenilalanina, Cisteina y Glutamina.
1V.5.3 Método isoténico (evaporacion simple a temperatura constante).

Esta técnica consistid en general en colocar una gota de 5 a 10l de una solucion saturada
de un aminoécido sobre un cubreobjetos siliconizado y dejar que el disolvente se evapore a
temperatura ambiente, la velocidad de evaporaciéon depende del nivel de saturacién de la
muestra y la presién de vapor a las condiciones de temperatura y presién dadas. Dadas las
condiciones de cristalizacién es necesario prevenir en lo posible la contaminacién de la
muestra. Mediante ésta técnica aunque no se obtuvieron cristales de gran tamaiio, si fue

posible obtener cristales de dos aminoécidos: Valina e Isoleucina.
IV.5.4 Evaporacién lenta de una solucién acuosa saturada.

Esta técnica consiste solo en preparar una solucidn saturada del aminodcido a cristalizar -
(1ml) y ponerlo en un pequefio vial €l cual tiene una capacidad de aproximadamente 2.5ml -
y taparlo con Parafilm, realizando una pequefia perforacién en la superficie de éste y
manteniendo la solucién en una cdmara de temperatura controlada a 18° C. Mediante ésta

técnica se logrd la cristalizacion del amino4cido Alanina.
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V.  RESULTADOS EXPERIMENTALES.
V.1 Propiedades fisicoquimicas y sintesis de geles de silice,

Los resultados experimentales obtenidos para los geles de silice, se basan en las
propiedades fisicoquimicas de éstos, por lo que a continuacidon se presentan las curvas de
calibracion realizadas para la estandarizacidén de la técnica de neutralizacién de metasilicato de
sodio con 4cido clerhidrico, acético y sulfirico (Figuras, 5,6 y 7 respectivamente}, asi como las
curvas de calibracién realizadas para la obtencion de los geles utilizando la resina DOWEX-
50W8-200 para intercambio cationico (Figuras. 8 y 9). Es importante tener en cuenta que para
realizar la curva de calibracion para geles con valores de pH alcalino es necesario realizar la
titulacion del metastlicato de sodio con el acido, ya que conforme se va adicionando el acido,
la solucién tiende a neutralizarse y poli‘merizar a valores cercanos a pH 7, por lo que éste tipo
de titulacion es la realizada para obtener geles con valores de pH alcalino o cercanos a 7, pero
no para la preparacion de geles con valores de pH acido, por lo que para la obtencién de un gel
con un pH acido, es necesario hacer la titulacion inversa en donde la adicion es de metasilicato
de sodio a una solucién de acido ya sea éste clorhidrico, acético o sulftrico, esto no quiere
decir que solo éstos acidos puedan ser utilizados para la neutralizacion del metasilicato, pero
hay que tomar en cuenta que aunque todos llevan acabo de manera similar la reaccion de
neutralizacion, cada uno afecta de manera distinta la estructura del gel debido a su diferente
pH, constante dieléctrica, etc. El tiempo de gelificacién necesario para la formacion de los
geles del sistema experimental varid de aproximadamente 24 horas a unos pocos minutos en
funcion del pH.
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12
¥ =11.,50262-0.17404 X-0.00223 X*+0.00164 X*-9.86845E-5 X*

11

10 4

pH

Vol. HCI 1M (m1)

Figura §. Titulacién de metasilicate de sodio, volumen constante (10ml) con HCI 1M.

¥ =11.63228-0.34834 X+0.00726 X*+0.00758 X'-0.00186 X'

l L} ] T ] T i L] I 1
0 1 2 3 4 5 6

Vol. acido acético 1M.

Figura 6. Titulacién de metasilicato de sodio, volumen constante (14ml} con icido acético 1M,
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115 Y =11.49958-0.46276 X-0.37716 X +0.30551 X'-0.08202 X'

pH
=
(-]
|

T T u T T T Y T ]
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

Vol. H,S0, 1M.

Figura 7. Titulacién de metasilicato de sodio, volumen constante (10ml) con #cido
sulfirico (H;SO)1M.

pH

Cantidad de resina adicionada (gr).

Figura 8. Variacién del pH en funcién de la cantidad de resina adicienada. (manteniendo

el volumen de metasilicato de sodio constante (10ml).
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pH
()]
1

T T T T T T T T T

—— —
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Volumen de silicato de sodio {ml)

T L

Figura 9. Variacion del pH en funciéon de la cantidad de silicato de sodio adicionado,

manteniendo el peso de la resina constante (5gr).

V.2 Cristalizacién de 20 L-aminoacidos.

La cristalizacién de los diferentes 20 L-amino4cidos fue realizada con la finalidad de observar
y determinar si la estructura espacial de los cristales de éstos, estaba de alguna manera
vinculada con la morfologia observada en los biomorfos (Agregados Cristalinos de Morfologia
Inducida). Las diferentes técnicas utilizadas para la cristalizacion de éstos, estuvieron
directamente relacionadas con las caracteristicas fisicoquimicas de cada aminoécido como son
la solubilidad, punto isoeléctrico, etc. Las técnicas utilizadas fueron: difusion en fase vapor
(gota colgante), difusion en geles de silice basandose en la solubilidad diferencial en diferentes
disolventes, la evaporacién a temperatura ambiente y la evaporacion lenta de soluciones
saturadas. Las técnicas y condiciones utilizadas para cada aminoacido se encuentran resumidas

en la siguiente tabla. |
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T'éeniea utilizada en la

Aminoacido Parametros de cristalizacion

cristalizacion,

Alanina. Evaporacién len;z;:iui:;: solucién acuosa 83.5mg/ml. evaporacidn lenta a 18° C
Disolucidn en agua a 58mg/ml.
Valina. Evaporacién a temperatura ambiente. Evaporacion del disolvente a temperatura
ambiente.
. 10mg/ml
Leucina. Gota colgante. Agente precipitante: EtOH 75%
Disolucion en agua  18.5 mg/mi
Isoleucina. Evaporacion a temperatura ambiente. evaporacion a temperatura ambiente.
Prolina. Evaporacién a temperatura ambiente, 200mg/ml 1:1 con piridina,
. . 30mg/mi.
Fenilalanina. Gota colgante. Agente precipitante: EXOH 75%
. i . 100mg/ml en NaOH 1M vy acidulada con
Triptofano. Evaporaci6n a temperatura ambiente. HCI IM y evaporada a T ambiente.
Gel pH 6-7 '
. - . - Concentracion real 50mg/ml. Precipitacion
Metionina. Crecimiento de cristales en geles de silice. por solubilidad diferencial en agua y EtOH,
: Gel pH 6-7
Glicina, Crecimiento de cristales en geles de silice. | Concentracién real 50mg/ml. Precipitacion
8 P
por solubilidad diferencial en agua y EtOH.
Gel pH 6-7
Serina. Crecimiento de cristales en geles de silice. | Concentracidn real 50mg/mi. Precipitacion
por solubilidad diferencial en agua y EtOH.
Gel pH 6-7
Treonina. Crecimiento de cristales en geles de silice. | Concentracion real 50mg/ml. Precipitacién
por solubilidad diferencial en agua y EtOH.
. Solucion a 2 mg/ml.
Cisteina. Gota colgante agente precipitante: PEG-6000, 20% y 5%
Tirosina. Evaporacion lenta a temperatura ambiente. Khawas,B. 1969
Gel pH 6-7
Asparagina. Crecimiento de cristales en geles de silice. | Concentracién real 50mg/ml. Precipitacion
por solubilidad diferencial en agua y EtOH.
. Solucidn a Smg/ml
Glutamina. Gota colgante, agente precipitante: EtOH 80%
£t Solucién a 6mg/ml
Ac.Aspartico Gota colgante. Agente precipitante PEG 6000 al 5%
- — vy =
Ac.Glutdmico Disolucién e?ﬂ':t(j !a2:)0f.cy evaporacion Dawson,B. 1953
Arginina. Evaporacion a temperatura ambiente de Dow, L.1970
una solucidn en etanol.
Lisina. Evaporacitn a temperatura ambiente. Wright, D. 1962.
e Solucién a 50mg/ml
Histidina. Gota colgante. Agente precipitante E{OH 60%

Tabla 3. Condiciones de cristalizacién para cada uno de los diferentes L-aminodcidos.

La primer columna corresponde al nombre de cada uno de los aminoacidos, la segunda a la
técnica utilizada en su cristalizacién y la tercera a los pardmetros de cristalizacion (en las
secciones en las que se menciona la cita bibliografica corresponde a los aminoacidos que no se
cristalizaron, manteniendose la cita del autor original}.
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Alanina (evaporacién) Valina (evaporacion)

Fenilalanina (gota colgante)

35




Glicina (geles de silice) Serina (geles de silice)

Treonina (geles de silice) Cisteina (gota colgante)

Asparagina (geles de silice)
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Acido Aspartico (gota colgante)

Histidina (gota colgante)
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V.3 La influencia de los 20 diferentes L-aminoicidos en la obtencién de los agregados

cristalinos de morfologia inducida.

Los biomorfos de silice 0 Agregados Cristalinos de Morfologia Inducida (seccién 1.1.2)
son precipitados inorginicos auto-organizados, resultado de un proceso de agregacién de
cristales, ¢l cual consiste de dos fases claramente distinguibles: una amorfa, formada por uwna
membrana de metal silicato poco definida bajo analisis de rayos X, y otra fase cristalina de
carbonato de un metal alcalinotérreo, resultando un silicocarbonato del metal empleado
(Moreno, 1998). Estos despliegan propiedades morfolégicas y simétricas similares a las
observadas en los seres vivos, y se forman bajo condiciones fisico-quimicas similares-a
algunas condiciones geoquimicas, que se han sugerido para la precipitacidn quimica de
precursores de cherts Precambricos (Garcia-Ruiz, 1993), de igual manera se ha considerado
que éste tipo de sistemas pueden considerarse como un analogo a la cristalizacion natural.
Dadas éstas caracteristicas, los IMCA pueden ser utilizados de igual manera para el desarrollo
de nanocompuestos y biomateriales con propiedades especiales y con diversas aplicaciones, asi
como para un mejor entendimiento de los procesos de biomineralizacién natural geolégica y/o
bioldgica (tanto natural como patolégica, como es el caso de los calculos biliares y renales) por
lo que es de gran importancia conocer la influencia de diferentes moléculas organicas sobre el
patrén morfogenético de éste tipo de agregados, tales como los L-aminoacidos los cuales son
. los pilares en la formacion de las proteinas.

A continuacidn se presentan los resultados de la influencia de los diferentes
L-aminodcidos sobre el patrén morfogenético de los IMCA a nivel morfolégico a los
diferentes valores de pH. Una tabla de abreviaturas y un glosario con una descripcion mas
detallada de las diferentes morfologias tipicas de los IMCA pude consultarse en el apéndice
“A”- -

Resultados experimentales obtenidos a pH 8

Sin Aminoicido

Estructuras de dendriticas a esferuliticas en funcidn del avance del patrdn de difusion y de
precipitacion, en funcién del tiempo las estructuras esferuliticas sirven de “esqueleto” para que
siga la precipitacion de los silico-carbonatos sobre éstas, de tal manera que se obtienen
estructuras de mamelonadas a pisoliticas que en su parte externa tienen un gran nimero de

pequefias espiculas.
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AMINOACIDOS CON GRUPOS R POLARES Y QUE NO TIENEN CARGA NETA.

Cisteina (Cys)

Hay una inhibicion en el crecimiento de los cristales, aunque en un principio en el patrén de
precipitacién aparecen dendritas y espiculas conforme éste avanza pasa a un crecimiento
esferulitico y de éste a estructuras mamelonadas y pisoliticas.

Glicina (Gly)

Se inhibio fuertemente la formacion de los precipitados, a tal grado que solo se pudieron
registrar estructuras hasta las 168 h, las cuales fueron generalmente dendriticas y
posteriormente esferuliticas al parecer sobre las dendriticas.

Serina (Ser) '

Predominancia de estructuras dendriticas muy delgadas y finas, conforme avanzoé el patrén de
pr'écipitacic'm éstas se volvieron mas gruesas y poco bifurcadas.

Treonina (Thr)'

Crecimiento netamente dendritico, sirviendo de esqueleto para el crecimiento esferulitico
sobre .éstas en funcion del tiempo.

Asparagina (Asn)

Predominancia de estructuras dendriticas durante todo el patron de precipitacion.
Glut.amina.(Gln)

Se vio fuertemente inhibido el crecimiento de cristales en los primeros dias, observandose solo
puntos de nucleacion sobre el gel, en funcién del tiempo se observaron estructuras dendriticas
fuertemente ramificadas y delgadas, terminando con la aparicion de estructuras dendriticas
gruesas.

Tiresina (Tyr)

Se observaron estructuras que van de dendriticas a dendriticas-esferuliticas y posteriormente a
netamente esferuliticas en funcién del tiempo.

AMINOACIDOS CON GRUPOS R APOLARES Y QUE NO TIENE CARGA NETA

Alanina (Ala)

El crecimiento va de dendritico a dendritico-esferulitico.

Valina (Val)

Crecimiento de dendritico a dendritico-esferulitico.

Leucina (Leu)

Crecimiento de dendritico a dendritico-esferulitico.
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Isoleucina (Ile)

Estructuras netamente dendriticas de gran tamafio, en funcion del tiempo se dio la
precipitacion de microcristales en algunas de las puntas de las estructuras dendriticas, dando
una apariencia pisolitica,

Prolina (Pro)

En un principio hubo una fuerte inhibicién en el crecimiento de los agregados cristalinos,
posteriormente aparecieron estructuras dendriticas de diferentes tamafios, y finalmente
aparecieron estructuras dendriticas de gran tamafio y grosor, pero en un mimero bajo.
Fenilananina (Phe)

Hay una fuerte inhibicion en el desarrollo de las estructuras, posteriormente aparecieron
estructuras aciculares de muy pequefio tamafio, dado por una lenta difusién en el gel.
Triptofano (Trp)

Se observd una fuerte inhibicién en la precipitacién, apareciendo solo algunas estructuras
aciculares, conforme avanzo el patron se observaron estnicturas dendriticas de mayor tamafio,
pasando posteriormente a dendritico-esferuliticas.

Metionina (Met) ‘

Fuerte inhibicién en el patrédn de precipitacion, observandose solamente algunas estructuras
aciculares muy pequefias.

AMINOACIDOS CARGADOS NEGATIVAMENTE.

Acido Aspirtico (Asp)

Se observo una fuerte inhibicién en el patrdn de precipitacion, observindose solamente
algunos centros de nucleacion sobre el gel y un pobre crecimiento de éstos.

Acido Glutdmico.

Estructuras dendriticas de menor a mayor tamafio y complejidad en funcién del patréon de
precipitacién, pasando posteriormente a dendritico-esferulitico y finalmente a netamente
esferulitico.

AMINOACIDOS CARGADOS POSITIVAMENTE.

Arginina (Arg) '

Se observd una fuerte inhibicidn en patrén de precipitacién durante las primeras horas,
notandose solamente algunas estructuras 'dendriticas muy pequeiias, posteriormente se
observaron estructuras dendriticas de mayor tamafio en funcion del patrén pero en un nimero

bajo, y finalmente aparecieron estructuras dendritico-esferuliticas a netamente esferuliticas.
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Lisina (Lys)

Fuerte inhibicién en el desarrollo de estructuras, observandose solamente algunas dendritas
muy pequeiias, en funcién del tiempo aparecieron estructuras dendriticas de mayor tamafic y
con grandes ramificaciones, para finalmente convertirse ¢n estructuras dendritico-esferuliticas
y esferuliticas.

Histidina (His)

En un principio se observo una fuerte inhibicién en el desarrollo de estructuras, haciéndose
notar solamente algunas estructuras aciculares pequefias, posteriormente se observaron
estructuras dendriticas de mayor tamafio y complejidad, pasando a ser posteriocrmente de

dendritico-esferulitico a netamente esferulitico.

Resultados experimentales obtenidos a pH 9

Sin amine#cido.
Hubo una rapida precipitacion debido a una mayor velocidad de difusién, se observaron

pequeiias estructuras dendritico-esferuliticas y algunas otras netamente dendriticas. Conforme
avanzo el patron de difusién y de precipitacién con el tiempo aparecieron estructuras del tipo
de micas con un centro de crecimiento comiin las cuales iban de dendriticas a laminares con
protuberancias en algunos vértices que generalmente fueron del tipo helicoidal.

Entre las ultimas estructuras observadas aparecen unas de tipo conico laminar a partir de un
punto de crecimiento con 3 o 4 vértices. Asi como la aparicion de una serie de estructuras de
gran complejidad sobre el gel, éstas con marcados “anillos de crecimiento o precipitacién” con
un gran parecido a las hifas septadas de algunos hongos o algo similar a algas filamentosas.
Asi mismo se pudieron observar algunas ldminas no “septadas” a partir de las cuales crecen
otras estructuras en formas de manos y dedos los cuales si se encuentran septados.
AMINOACIDOS CON GRUPOS R POLARES Y QUE NO TIENEN CARGA NETA.

Cisteina (Cys)

Fl crecimiento va de dendritico a esferulitico-laminar, pasando después a micas concéntricas y
por ultimo un precipitado de micro espiculas sobre las estructuras ya formadas dando
apariencia del tipo mamelonado.

Glicina (Gly)

Estructuras marcadamente dendriticas y aciculares, con algin tipo de alineamiento en algunos
puntos, conforme avanzo el patrén de precipitacion aparecen estructuras esferulitricas sobre un

esqueleto dendritico.
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Serina (Ser)

Se observaron estructuras dendriticas ahusadas de menor tamafioc en la parte superior del
patrén de precipitacion, conforme éste avanzo aparecieron estructuras laminares y helicoidales
irregulares y después laminas con una morfologia mas regular.

Treonina (Thr)

En la parte superior del patron de precipitacion se observaron estructuras del tipo dendritico,
conforme éste avanzé en el tiempo aparecieron estructuras dendritico-esferuliticas y
posteriormente Unicamente esferuliticas. Asi mismo  se pudieron observar estructuras
helicoidales irregulares a partir de un punto mutuo de crecimiento asemejando una morfologia
radial

Asparagina (Asn)

De crecimiento dendritico a dendritico-esferulitico, observandose la presencia de estructuras de
forma helicoidal radial conforme avanzé el patron de precipitacion.

Glutamina.(Gln)

Se observo en un principio una precipitacioén en forma de dendritas de muy pequefio tamafio,
posteriormente el crecimiento dendritico se sigue dando pero ahora éstas de un mayor grosor
asemejando espinas, de ahi el crecimiento pasa a ser del tipo dendritico-esferulitico y termina
siendo netamente esferulitico. Cabe mencionar la precipitacién de pequeiios cristales que
envuelven la parte dendritica en las ultimas observaciones realizadas, dando apariencia
mamelonada.

AMINOACIDOS CON GRUPOS R APOLARES Y QUE NO TIENE CARGA NETA

Alanina (Ala)

Las morfologias van de dendritico a esferulitico

Valina (Val)

Precipitacion adoptando morfologias de dendritico a esferulitico pasando por las fases
intermedias.

Leucina (Leu)

Crecimiento de dendritico a esferulitico pasando por las fases intermedias.

Isoleucina (Ile)

Estructuras de microdendriticas a dendriticas, conforme avanzé el patréon de difusion y

precipitacion, se observan estructuras esferuliticas y esferuliticas con proyecciones en algunos

vértices,
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Prolina (Pro)

En la parte superior del patrén de precipitacion se observaron estructuras dendriticas,
posteriormente a consecuencia del avance de éste, aparecieron estructuras dendritico-
esferuliticas para terminar con estructuras netamente esferuliticas al final del patron.
Fenilananina (Phe}

En la parte superior del patrén de precipitacién aparecieron estructuras aciculares y dendriticas
de muy pequefio tamaifio, posteriormente, estructuras dendritico-esferuliticas y estructuras
aciculares de gran grosor, radiales, y con un punto mutuo de crecimiento y caras bien
definidas. -

Triptofano (Trp)

Estructuras de dendritico a dendritico-esferuliticas en funcion del patrén de precipitacion,
posteriormente se observaron algunas laminas y hélices irregulares, siendo la excepcién
algunas estructuras regulares.

Metionina (Met)

Se observaron estructuras dendriticas vy aciculares de diferente grosor, conforme el patrén de
precipitacion avanzd, se observaron estructuras de dendriticas a dendriticas-esferuliticas.
AMINOACIDOS CARGADOS NEGATIVAMENTE.

Acido Aspiartico (Asp)

En la primera parte del patrdn de precipitacion se observaron estructuras aciculares,
posteriormente laminas irregulares de gran complejidad, asi como estructuras “metaméricas™
en forma de hélices y algo similar a tentaculos (éstas ultimas aparecieron después de un
periodo de 84 dias =2016 h).

Acido Glutdmico.

En la parte superior del patron de precipitacién, se observé una dominancia de estructuras
dendriticas de tamafio muy pequefio, conforme éste avanzd se observaron estructuras
helicoidales radiales y laminares radiales. Finalmente se observé una serie de estructuras de
gran complejidad de forma laminar “septada o metamérica”.

AMINOACIDOS CARGADOS POSITIVAMENTE.

Arginina (Arg)

Precipitacion en un principio netamente dendritico, en funcién del avance del patrén de
precipitacion aparecieron estructuras cristalinas con caras bien definidas y con un centro mutuo

de crecimiento, y finaimente estructuras laminares y helicoidales radiales irregulares. 84 dias
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después del comienzo de la reaccion se observaron estructuras con anillos de crecimiento o
precipitacion de forma laminar “septado”.

Lisina (Lys)

Estructuras netamente dendriticas y aciculares, estructuras cristalinas con caras bien definidas
y concéntricas, finalmente se observaron estructuras helicoidales radiales irregulares.

Histidina (His)

Precipitaciéon en un principio netamente dendritico, en funcién del avance del patron de

precipitacién aparecieron estructuras cristalinas con caras bien definidas y con un centro mutuo

de crecimiento, y finalmente estructuras laminares y helicoidales radiales irregulares.
84 dias después del comienzo de la reaccidon se observaron estructuras con anillos de

crecimiento o precipitacion de forma laminar “septado™.

Resultados experimentales obtenidos a pH 10

Sin aminoacido

Se observé la formacion de laminas irregulares junto con hélices pequefias, conforme avanzé el
patrén de precipitacién aparecieron micas concéntricas poco regulares y posteriormente un
amplio dominio de estructuras helicoidales, con algin tipe de alineamiento en algunos puntos.
AMINOACIDOS CON GRUPOS R POLARES Y QUE NO TIENEN CARGA NETA.

Cisteina (Cys) _ ' |

Laminas irregulares con un punto mutuo de crecimiento, pequeiias micas irregulares, conforme
avanzo el patrdon de precipitacion el dominio es de formas helicoidales observandose un
marcado alineamiento.

Glicina (Gly)

Pequefias estructuras concéntricas de aciculares a laminares, después aparecieron laminas de.

gran complejidad unidas a estructuras helicoidales de longitud variable, asi como un
superenrollamiento un tanto laxo en algunos puntos de éstas ltimas.

Serina (Ser)

Se observaron estructuras dendritico-esferuliticas de tamafio muy pequeilo, seguido por hélices
y laminas irregulares, para terminar con hélices y ldminas mds regulares.

Treonina (Thr)

Estructuras de dendritico-esferulitico a laminar irregular terminando con una zona laminar y

helicoidal regular.
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Asparagina (Asn)

En la parte superior del patron se observaron estructuras helicoidal radial, seguidos de laminas
pequefias mas o menos irregulares, mientras que en la parte mas baja se formaron estructuras
helicoidales de gran longitud y con un gran enrotlamiento.

Glutamina.(GIn)

Se observaron un gran nimero de puntos de nucleacién, asi como laminas y estructuras
helicoidales mis o menos irregulares, éstas ultimas aparecieron en un principio con un bajo
enrollamiento, conforme avanzé el patron las laminas y las hélices fueron mds regulares.
- Tiresina (Tyr)

Se observaron estructuras laminares pequefias y en bajo numero en la primera parte del patrén
de difusién o transporte, conforme éste avanzd se observaron estructuras helicoidales regulares
de gran longitud y enrolamiento.
AMINOACIDOS CON GRUPOS R APOLARES Y QUE NO TIENE CARGA NETA

Alanina (Ala)

Estructuras del tipo helicoidal radial y ldminas concéntricas se observan en la parte superior
del patrén, posteriormente laminas irregulares, para finalmente encontrar laminas y estructuras
helicoidales regulares.

Valina (Val) 7

En la parte superior del patrén de precipitacidn se observan estructuras algo semejantes a la
morfologia helicoidal radial, éstas posteriormente dan paso a ldminas y estructuras helicoidales
irregulares, y finalmente a lAminas regulares y estructuras helicoidales superenrolladas de gran
longitud. '

Leucina (Leu)

Morfologia helicoidal radial y laminas concéntricas son las estructuras observadas en la parte
superior del patrén, posteriormente estas dan paso a laminas irregulares y éstas a su vez a
laminas y estructuras helicoidales regulares.

Isoleucina (Ile)

Estructuras laminares y helicoidales regulares de menor a mayor tamafio en funcion de! patrén
de precipitacion, en la parte mas baja de éste se observaron estructuras helicoidales que
crecieron apartir de algunos vértices de las laminas.

Prolina (Pro)

Estructuras laminares y helicoidales regulares, una serie de estructuras helicoidales crecieron

en funcion del tiempo a partir de algunos vértices de las laminas.

K
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Fenilananina (Phe)

Estructuras en forma de hélices y ldminas de irregulares a regulares de gran tamaiio y.
complejidad, puede observarse que el patron de difusidn y precipitacion avanzd muy poco.
Triptofano (Trp)

Laminas y hélices de menor a mayor tamaiio y de irregulares a regulares en funcion del avance
del patrén de precipitacidn, el cual avanzé poco. Posteriormente se observaron estructuras
- laminares de gran complejidad con sucesivas bifurcaciones, asemejando estructuras fractales.
Metionina (Met)

En la parte superior del patrén se observaron estructuras helicoidal radial, seguidos de léminas .
- pequeiias mas 0 menos irregulares, mientras gue en la parte mas baja se formaron estructuras
helicoidales y laminares regulares.

AMINOACIDOS CARGADOS NEGATIVAMENTE.

Acido Aspirtico (Asp)

Estructuras laminares vy helicoidales de irregulares a regulares, destacando un gran
superenrollamiento de éstas nltimas.

Acido Glutamico. (Glu)

Prevalecieron estructuras laminares y helicoidales regulares en la mayor parte del patrén de
precipitacion, posteriormente se observaron estructuras laminares de gran complejidad con
sucesivas bifurcaciones, asemejando estructuras fractales, asi'como un gran nimero de hélices.
AMINOACIDOS CARGADOS POSITIVAMENTE.

Arginina (Arg)

Estructuras laminares regulares de menor a mayor tamafio en funcidn del avance del patrén de
precipitacién, finalmente se observaron estructuras laminares con sucesivas bifurcaciones
asemejando estructuras fractales.

Lisina (Lys)

Estructuras laminares regulares de menor a mayor tamafio, con un marcado alineamiento en
algunos puntos, estructuras laminares de gran complejidad y con sucesivas bifurcaciones
asemejando estructuras fractales, asi como hélices regulares en menor nimero.

Histidina (His)

Estructuras laminares regulares de menor a mayor tamafio en funcion del avance del patrdén de
precipitacion, finalmente se observaron algunas estructuras laminares con sucesivas

bifurcaciones asemejando estructuras fractales.
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V.4 Coleccion fotografica de los patrones de erecimiento mineral.

Todo el registro fotografico mostrado a continuacion es de las estructuras mas representativas
a los diferentes valores de pH y con la influencia de cada uno de los grupos de diferentes
aminoacidos, no se trata de un registro a los mismos tiempos o localizacién del patrén de

precipitacion. -

05 mim

05

Fig. 10. Principales estructuras observadasa pH 8 sin presencia de-aminoacido (sistem a
control).
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Fig. 11. Principales estructuras ubser-vadas-aklle-:S) sin presencia de alnhloéciilo,(ﬁ.ﬂema
control).
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Fig. 12. Principales estructuras observadas a.pH-10 sin presencia de aminoacido (sistema
control),
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Fig. 13. Patrén morfogeneuco observado en- ‘presencia de aminoacidos con’ ‘gruposR
polares y sin carga netaapH8. a, by d) Thr ¢) Gln. e,;f) Cys
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Fig. 14. Patrén morfogenético observado.en presencia de aminoacidos.con: grupos R
polaresy sin carganetaapH9. a) Gly. b) Tyr. c, d y e) Cys, {) Ser,
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Fig; 15, Patrén morf ogenético observado.en,presencia de aminoacidos con-grupos R
polates y sin carga neta apH 10. a) GIn. b) Ser. ¢, d) Gly. e)Cys. f) Thr.
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Fig: -16.{Patr~6n m urf’qggn:étito ohservado en'presencia de-aminoacidos con:grupos R
ap:ularels y sin carganeta apH 8. a) Met. b, d) Ile. c) Pro. e) Val.f} Trp:
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Fig 17. Patron murfngeneucn observado en presencia de amino4tidos con. grupos R
apolaresiy sin carga? neta apH9.a,b yc)Pke. d,e) Trp. f)Ile.
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Fig. 18. Patrén murfugenetlcu observado en presencia: .de-aminoacidos con. -grupos R
apnlares y sin carga neta apH 10. a, b)Trp. c)Ala.d,)Ile e) Phef) Val
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0.2 mm

Fig. 20. Patrén morfogenético observado en presencia de aminoacidos cargados negativamente.
pH. 9. a; b, ¢, d) Asp. e, ) Glu.
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Fig. 21. Patrén morfogenético observado en presencia de aminodcidos cargados negativamente.
pH. 10.a,b, d, ) Glu. c y e) Asp.
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Fig. 22. Patrén morfogenético observado en presencia de aminoicidos cargados positivamente.
pH 8. a, b) His. ¢, d) Arg. e y f) Lys.
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Fig. 23. Patrén morfogenético observado en presencia de amino4cidos cargados positivamente.
pH 9. a, b, c) His. d) Lys. ey f) Arg.
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Fig. 24. Patréon morfogenético observado en presencia de aminoacidos cargados positivamente.
pH 10. a, ¢) Arg. b) His. d, e, ) Lys
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Abreviatura.

Habito.

Beseripeion del habito,

D Dendritico. Crecimiento ramificado con “forma de 4rbol” de gran
‘ : complejidad. X

D-E Dendritico-Esferulitico. | Estructura de transicion entre la morfelogia radial y|
esferulitica.

E Esferulitico. - Precipitado de morfologia esférica que consiste de
pequefios cristales en forma de agujas en un armreglo
radial.

LI Laminar irregular. Estructuras con una amplia superficie vy un bajo

: grosor, con una serie de irregularidades, semejantes a
hojas dispuestas radialmente (con un centro mutuo de
crecimiento).

HI Helicoidal irregular. Estructuras en forma de “trenza”, con diferentes
niveles de superenrollamiento, generalmente irregular,

LR . Laminar reguiar. Estructuras laminares con gran regularidad en toda fa

' superficie.
HR Helicoidal regular. Estructuras en forma de trenza, con una gran
' uniformidad en su desarrollo y arreglo.

Hrad Helicoidal radial. Estructuras en forma de “trenza” con un arreglo radial.

Lrad Laminar radial. Estructuras laminares con ‘un centro mutuo de
crecimiento.

Est.F Estructuras fractales. Estructuras con una gran complejidad geométrica,
con un patron repetitivo.

Mamelonado, Mamelonado. Estructuras con morfologia en forma de almohadillas.

Espiculas. Espiculas. Estructuras en forma de espinas.

Acicular o ahusado. Acicular o ahusado. Estructuras delgadas y alargadas en forma de espinas,

Septado o metamérico. Septado o metamérico. Estructuras con marcadas lineas de precipitacion.

Pisolitico.

Pisoljtico.

Estructura granular mas o menos esférica.

N

|

|

: I
Tabla 4. Abreviaturas utilizadas en el analisis de frecuencias y Glosario. .
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|

|
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V.5 An?'\lisis de frecuencias.

i.a distribucién general de las diferentes morfologias a los diferentes valores de pH para
los sistei:mas control (sin aminoicido) en términos de presencia-ausencia se muestran en la
figura 25, mientras que para los aminoacidos con grupos R polare§ ¥y que no tienen carga neta,
asi com|o la influencia del pH sobre estas y el patrén morfogenético de los agregados, puede
observarse en la figura 26. De 'igual manera se muestran éstas distribuciones para los
aminoécl:idos con grupo R apolares y que no tienen carga neta, para los aminoécidos cargados
negativélmente y para los aminoacidos cargados positivamente, en las figuras 27, 28 y 29
respectivamente, variando en que para los sistemas a los que se Ies adicioné algin aminodcido,

éstas se dan en términos de frecuencia relativa, sin tomar en cuenta el pH, y frecuencia

absoluta en la que si se tomd en cuenta ésta variable.

1

EipH 8
BWpH 9
OpH 10

|
D[ bE E Ll HI LR HR  Hrad. Lrad. EstF
I

|
Figura 25. Distribucion de las diferentes morfologias a los diferentes valores de pH para los
sistema? control (sin aminoacido).
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(a)
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2 EBpH 8
] WpH 9
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S OpH 10
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_— . .
Figura|26. (2) Patrén morfogenético para los aminoacidos con grupos R polares y que
no tienen carga neta, en términos de frecuencia relativa, (b) distribucion de las
diferentes morfologias a los diferentes valores de pH, en términos de frecuencia

absoluta.
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EpH8
HpH9
OpH 10

Frecuencia absoluta.

_ - 1

T T T F T T L] 1

D DE E Lt Hi LR HR Hrad. Lrad. EstF

Figurai27. (a) Patron morfogenético para los aminoacidos con grupos R apolares y que
no tienen carga neta, en términos de frecuencia relativa, (b) distribucion de las
diferentes morfologias a los diferentes valores de pH, en términos de frecuencia

absoluta.
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|

‘ 13% HI 13%
! 7%
|

Frecuencia absoluta.

ElpH 8
' | MpH?
_ OpH 10
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Figura 28. (a) Patrén morfogenético para los aminoacidos cargados negativamente, en
términos de frecuencia relativa, (b) distribucién de las diferentes morfologias a los
diferentes valores de pH, en términos de frecuencia absoluta.
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Figura 29. (a) Patrén morfogenético para los aminodcidos cargados positivamente, en
téreminos de frecuencia relativa, (b) distribuciéon de las diferentes morfologias a los
diferentes valores de pH, en términos de frecuencia absoluta.
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+ VI. DISCUSION Y CONCLUSIONES

2 V1.1 Sobre la influencia del pH.

L Basandose en los resultados obtenidos, se observa que la variable que mas influy6 en el
desarfol]o y la morfologia de los IMCA fue el pH de formacion del gel. Asi tenemos que la
morfologia tipica a pH 8 fue de dendritica a dendritica-esferulitica, destacando que tanto para
la Serina como para la Glutamina, las estructuras dendriticas fueron de un mayor grosor
asemejando agujas. Para pH 9 en la mayoria de los casos se mantuvo en un principio la
estructura dendritico-esferulitica pero posteriormente predominaron estructuras laminares
concéﬂtricas, estructuras helicoidal radial y estructuras de dendritico-esferuliticas hasta
netaménte esferuliticas, mientras que la excepcién fueron ldminas y hélices irregulares. A pH .
10 €l patrén general fue en un principio de estructuras helicoidal radial y 1aminas concéntricas, -
pasando posteriormente a ser de laminar y helicoidal irregular a laminar y helicoidal regular.

|

V1.2 Sobre la influencia de los amino4cidos.

Aminodcidos con grupos R polares y que no tienen carga neta.

Las estructuras a pH 8 no se vieron fuertemente influenciadas en términos de que, no
aparecifl;ron estructuras fuera de lo comiin, haciendo una comparacién con las observadas en
los siste‘:mas en los que no se les fue adicionado ninglin aminoacido (control), pero es de hacer
notar q@e la Cys, Gly y Gin, produjeron una fuerte inhibicién en la precipitacién de los .
agregados, en los primeros lapsos de tiempo. Por otra parte, a'pH 9, aunque aparecieron
algunas “gestructuras del tipo laminar y helicoidal irregular y laminar regular, no hubo la
formacic"m de estructuras muy diferentes a las observadas con anterioridad, mientras que a.pH

10, a excepcidn de algunas estructuras dendritico-esferuliticas y helicoidales radiales, el patron

morfogenético no varié dristicamente.

Aminodcidos con grupos R apolares y que no tienen carga neta.

Ai‘ pH 8, las morfologias de las estructuras, generalmente concordaron con las
observad;s en los experimentos control, pero tanto la Pro, Phe, Trp y Met inhibieron
fuertemente la formacién de estructuras, mientras que a pH 9, no parecié haber grandes
diferencias, solo la presencia de algunas estructuras laminares y helicoidales irregulares,

mientras que para pH 10, la presencia del Trp determiné al parecer la formacién de algunas
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estructuras, con una morfologia laminar inusual, de gran complejidad asemejando estructuras

fractales.

Aminodcidos cargados negativamente.
Fue evidente la influencia de éstos aminodcidos en el patron morfogenético, a pH 8 el
Acido Aspartico inhibié fuertemente el desarrollo de los IMCA y el Acido Glutdmico a pH 10

propici6 la formacion de estructuras laminares fractales de gran complejidad.

Aminodcidos cargados positivamente.
Los patrones morfogenéticos, presentaron grandes variaciones, a pH 8§, tanto la Arg,
Lys e His, inhibieron fuertemente el desarrollo de los agregados, mientras que a pH 10, los tres

produjeron estructuras de gran complejidad morfolégica, asemejando estructuras fractales.

Posibles interpretaciones.

En términos generales parece ser que la inhibicion de la precipitacién o el crecimiento
cristalino es debido a que la especie iénica predominante de los diferentes aminodcidos que la
inducen (Pro, Phe, Trp, Met, Arg, Lys, His, Cys, Gln, Gly, Asp) a pH 8, es absorbida
selectivamente por los nicleo de carbonato de bario, impidiendo su crecimiento, por lo que se
deduce que el tipo de interaccién predominante es de tipo electrostitico, o bien el aminodcido '
es absorbido selectivamente en zonas de la red polimérica del gel de silice impidiendo la
depositacion de los cristales que forman el agregado.

Por otra parte, las estructuras fractales que se forman a pH 10 en presencia de Trp, Glu,
Arg, Lys, His, son formadas de igual manera por accién principal de cargas electrostaticas y la
fuerza idnica de las diferentes especies que se encuentran en el gel, diferencidndose en que la

absorcién selectiva se da en lugares muy bien determinados, afectando el habito del agregado.

V1.3 Sobre la morfologia de los IMCA y sus posibles implicaciones geolégicas,

paleontoldgicas y bioquimicas en el origen de la vida.

Los conceptos relacionados con el origen de la vida son derivados en su mayor parte a
partir de los experimentos de simulacidn llevados a cabo en el laboratorio. Estos conceptos son
de gran ayuda en la elucidacién de los mecanismos y procesos que estuvieron posiblemente
involucrados en la formacién de los primeros organismos. Sin embargo, los experimentos no

pueden respondernos la pregunta de dénde ni cuindo éste evento se llevé a cabo. Este es un

89




11

Juan Pablo Reyes Grajeda e - ___Discusién v Conclusiones

fenémeno histérico y por lo tanto solo puede ser rastreado en el registro que se encuentra

preservado en las rocas ancestrales (Pflug, 1984).

La principal evidencia de la vida en el pasado, son los fésiles morfol6gicos, los cuales’
se suponé son restos estructurales de organismos. Un problema en el estudio de los sedimentos
del Arqueano, es que los fésiles que éstos contienen no son mas que simples estructuras -
esféricas y filamentosas pobremente detalladas y con un gran nimero de defectos.

Debido a esto, se ha debatido frecuentemente el cdmo tales estructuras no especificas
pueden ser distinguidas de objetos similares de origen no bioldgico (Pflug, 1984), como los -
agregados cristalinos, los cuales precipitan mostrando morfologias muy especificas con
simetria no cristalografica (Garcia-Ruiz, 1993), pero si muy similares a morfologias
biolégicas, por lo que la existencia de éste tipo de precipitados inorginicos muestra claramente
que la distincidn entre “simetria organica e inorginica™ no se puede considerar como una base
s6lida o como un criterio de biogenicidad debido a su ambigiiedad.

Merek (1973) ha puntwalizado que ésta similitud morfologica es particularmente
relevante cuando se buscan remanentes fésiles de organismos muy simples, donde la ausencia
de partes duras y una divisién funcional, se reduce en la prictica a su identificacién por una
caracterizacidn morfolégica.

- Asi, algunas estructuras -esferoidales del Precimbrico han sido explicadas como .
microesferas inorgdnicas de cuarzo, formadas durante la cristalizacién de silice coloidal -
(Oehler, 1986) o como ensamblajes protobidticos (Fox, 1986). Sin embargo, existe un grupo
importante de microfésiles “reales’” del Precidmbrico que muestran formas esferoidales hechas
de material carbonoso y morfologias aun mas complejas como hebras septadas, hélices o
filamentos delgados, que claramente son similares en forma y tamafio a organismos modernos.

La biogenicidad de €stos remanentes es algunas veces soportado por su asociacién con
estromatolitos y restos organicos, pero para la interpretacion de los microfésiles es necesarto
demostrar que su morfologia parecida a la biol6gica no puede ser resultado de un proceso no
vital. Los IMCA podrian ser una interpretacic’m alternativa a considerar cuando se trata de
descifrar la biogenicidad de microbiotas Precambricas (Garcia-Ruiz, 1994), dadas las
condiciones en las que se encuentran preservadas algunas de éstas estructuras, como las
descritas por Pflug (1978), encontradas en los cherts de Swartkoppie al sur de Africa, los
cuales son rocas sedimentarias precipitadas quimicamente ricas en silice, datadas

radiométricamente con una edad de 3400 mitlones de afios y algunas otras pertenecientes a la
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serie de Isua al SW de Groenlandia, con una edad estimada de 3800 millones de afios,

presentando ambas estructuras y microestructuras carbonosas.

En los agregados cristalinos de morfologia inducida, las propiedades morfologicas y de
crecimiento no estidn gobernadas por la relacién entre cristal y cristal, sino mas bien, por un
sustrato externo (la membrana tridimensional del gel de silice), que actia como un sitio para el
crecimiento progresivo de los cristales que forman el agregado.

Asi se ha postulado que es la red polimérica del gel de silice, 1a cual funciona como un
molde que controla la morfologia de éstos agregados, 1o cual puede comprobarse disolviendo
la fase de carbonatos o la de silicatos, tal como lo hiciera el grupo de Garcia-Ruiz, en donde -
al disolver la fase de carbonatos, se mantuvo un fino molde con la morfologia del agregado.

Por otro lado el arreglo ordenado del material componente de los IMCA, se deduce en
base a que, bajo polarizadores cruzados, éstos presentan diferentes patrones de difraccién de la
luz, asi como una cruz de extincion en algunos casos.

También se observé una evolucién morfoldgica, a partir de la posicidon del primer
agregado y hasta el dltimo. Sin embargo, cada una de €sas morfologias evolucioné con el -
tiempo de acuerdo a diferentes patrones, por lo ‘que se ha deducido que la regularidad o
irregularidad de las estructuras depende en gran medida de la sobresaturacién de las diferentes
zonas o regiones, como lo son las concentraciones de carbonatos, las cuales estan directamente
relacionadas con las morfologias de los IMCA segin estudios realizados por Garcia-Ruiz
(1985).

Por lo tanto la formacidn de estructuras esferuliticas y su transicion hacia éstas se debe
a la alta concentracién de carbonatos libres, asi como al pH, ya que la evolucién morfolégica
en funcién del tiempo determina una gran abundancia de estructuras de éste tipo a pH 8 y un
menor niimero a pH 9, mientras que a pH 10 éstas estructuras nunca aparecen. Esto indica que .
la mayor parte de los carbonatos libres a pH 10 son utilizados para la formacidn de estructuras
helicoidales y laminares, y que la capacidad de precipitacidn de éstos se ve influenciada por el
pH, asi como por la fuerza idnica de los diferentes productos y reactivos de la reaccién y su
distribucién espaciotemporal.

La presencia de aminodcidos promueve la formacién de estructuras laminares y

helicoidales irregulares a pH 9.
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Es evidente que los agregados helicoidales se forman a partir de uno laminar. Aunque
no se conocen aun las fuerzas quimicas y fisicas involucradas en su formacidn, si se ha descrito
la relacion geométrica de las estructuras helicoidales 2:27 y 2:4 (Garcia-Ruiz, 1981) y sus
diferentes interacciones, o cual es un primer acercamiento a la descripcion de éstos sistemnas
con geometria nohcristalogréfica.

Lo que si se tiene bien determinado, es que cuando existen multiples estructuras
helicoidales, aparece una gran variedad de morfologias dificiles de describir en términos de
simetria, las cuales son incompatibles con un grupo periédico tridimensional, por lo que la
morfologia de éstos agregados no puede ser explicada usando las leyes cristalograficas
aplicadas a agregados cristalinos cldsicos como las descritas por Amords (1990), como son los
agregados andxicos, unidxicos, bidxicos y tridxicos, ni tampoco ser caracterizados en términos
termodindmicos por tratarse de sistemas fuera del equilibrio.

A causa de la gran complejidad de eventos observados en la precipitacién de los IMCA -
y por la compleja fenomenologia asociada con su evolucién morfolégica, éste proceso no .
puede ser analizado en términos de los procesos clasicos de crecimiento de cristales, ya que
éste es un fen6émeno complicado én el cual las diferentes variables actian conjuntamente, no
obstante atin asi podemos considerarlo’ como un proceso andlogo a la biomineralizacién
natural en sistemas bioldgicos.

El problema de las estructuras metamerizadas o con lineas de precipitacién puede ser
abordado si se considera que se estd trabajando con un sistema quimico o de transporte-
reaccion, en el cual las ondas de composicién quimica pueden propagarse formando una gran
variedad de estructuras.

Para la generacion de estructuras de gran complejidad morfolégica, podemos basarnos -
en la existencia de defectos de rotacién (dislocaciones), las cuales son posibles en membranas -
ordenadas y que é€ste tipo de defectos puede explicar la generacién de estructuras helicoidales, -
rotaciones de 180° , conos, etc., a partir de superficies bidimensionales, mientras que para las
estructuras con morfologias del tipo fractal se deduce que se forman principalmente por accién
de cargas dados los aminodcidos involucrados en su formacién, didndose principalmente -

interacciones de naturaleza electrostatica (Grases, 1988).
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VL4 Determinacion de los posibles tipos de complementariedad en las interfaces

organicas-inorganicas (Silice-BaCQ;, Silice-aminoAcido).

1. Distribucién espacial de cargas.
Algunas de las diferentes propiedades de las matrices orginicas pueden homologarse a las de
las matrices inorginicas como las redes poliméricas del gel de silice, las cuales al igual que las

matrices orgdnicas poseen una determinada distribucion de cargas, las cuales se encuentran

quimicamente activas. De igual manera existen cargas parciales distribuidas sobre-la red .

polimérica del gel debido a la interaccién aminodcido-silice, para formar superficies cargadas,
las cuales pueden inhibir o promover el desarrollo de los agregados cristalinos. Asi mismo, la

distribucién estereoquimica de éstas cargas es una gran influencia en el desarrollo de los

agregados, debido a la estructura porosa del gel de silice,. el cual resuita apropiado para la -

distribucién local de cargas, promoviendo, inhibiendo o alterando la formactén de los

agregados.

2. Simetria en uniones epitaxiales.
Es de gran importancia a su vez el desarrollo de las diferentes uniones epitaxiales, esto

es, que desde el punto de vista estructural, ambas estructuras (silice-BaCO; o silice-

aminodcido, etc.) deben de tener por lo menos periodicidades estructurales semejantes, para °

que se den los diferentes sitios de unidn a la matriz polimérica y los iones en determinada cara
u orientacion cristalogréfica, lo cual es evidente que se da en las diferentes interacciones para
que el agregado crezca utilizando la membrana del gel de silice como “molde”, lo cual indica

que es ésta la que gobierna la orientacién cristalografica predominante en el agregado. .

3. Requerimientos estereoquimicos.

Este tipo de interacciones son primordiales para el desarrollo de los agregados en
funcién de sus complementariedades estereoquimicas en la interaccién silice-BaCO4. Esto es
debido a que estructuralmente debe existir complementariedad para que éstas y otras
interacciones se formen y se mantengan para que el agregado pueda seguir creciendo con

determinada estructura morfoldgica, velocidad de crecimiento, etc.
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4.

Cooperatividad.

Es evidente que este tipo de agregados de gran complejidad no se forman gracias a un -
solo tipo de interaccién, sino mas bien es la cooperatividad entre los diferentes tipos de
complemeﬁtariedades (fisicas, quimicas, estereoquimicas, etc), la que hace posible el -
desarrollo de los Agregados Cristalinos de Morfologia Inducida. Es necesario disefiar
experimentos en los cuales cada una quede o mas claramente explicada y determinar si son

sus diferentes interacciones las que hacen posible el desarrollo de éstos agregados.

Sinergismo.

Este tipo de interacciones que producen patrones colectivos a partir de muchos
componentes que interactian mutuamente, nos introducen nuevamente a los fenémenos de
autoorganizacién, el que de alguna manera refleja los diferentes tipos de
complementariedades actuando sobre un mismo sistema, de igual manera se introduce el

término de dinimica molecular el cual nos indica que los diferentes flujos de materia y

energéticos, estructuras rotaméricas en los aminodcidos, las diferentes estructuras idnicas . -

involucradas, etc., deben de tomarse en cuenta como parte de este gran nimero de .-

componentes que interactian mutuamente.

Dadas las caracteristicas del fendmeno que da origen a los agregados cristalinos de

morfologia inducida y los diferentes tipos de complementariedades moleculares involucradas

en la biomineralizacién en sistemas naturales, podemos decir que éste sistema cumple en -

general con los requerimientos necesarios para ser considerado un modelo adecuado para el

estudio de la biomineralizacién, aunque es necesario hacer estudios estereoquimicos y

estructurales a un nivel mas fino, con la finalidad de complementar la parte fenomenoldgica

del proceso.
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VII. PERSPECTIVAS.

Aunque se ha descrito que todas las estructuras helicoidales frecuentemente encontradas en-
los IMCA a pH 10 giran hacia la izquierda, esto debe de ser observado a mayor detalle, ya que
generalmente esto depende en gran medida del punto de vista del observador, por lo que se tiene
contemplado realizar una serie de observaciones basadas en técnicas de videomicroscopia, donde .
puede seguirse la evoluciéon morfolégica en tiempo real, para despejar las dudas en éste sentido, .
asi como observar la influencia de los diferentes aminodcidos y registrar detalladamente la
evolucién del fendmeno.

Ahora bien para una comprension adecuado de la morfologia de los IMCA y como ésta se-
ve afectada por la presencia de aminodcidos se tiene contemplado realizar un estudio mas a fondo .
desde el punto de vista de los fendmenos de transporte involucrados en el crecimiento de cristales
asi como su influencia sobre los patrones de crecimiento mineral, como son la difusién, la
conveccidn, la transferencia de masa y calor.

Por otra parte para corroborar y poder evaluar si el sistema utilizado en éste trabajo.puede .
ser utilizado a ciencia cierta como un sistema andlogo a la biomineralizacion natural,'..ée tiene
contemplado hacer una comparacién a detalle con un sistera natural como los cascarones de
huevos de diferentes especies (tanto actuales como fésiles) y sus implicaciones en un
aprovechamiento biomimético (Heuer,1992). Se utilizardn técnicas avanzadas de .andlisis
topografico como la microscopia de fuerza atdémica (AFM), tanto en modo contacto (“contact”)
como intermitente (“‘tapping”), analizando tanto la fase orgdnica de la membrana del cascarén,
como la fase inorgdnica de carbonato. Se buscara si existe alguna correlacion cristalogrifica,
realizando paralelamente el andlisis fisicoquimico y estructural de las proteinas involucradas en el
fendmeno, mediante la utilizacion de técnicas de difraccién de rayos X y microscopia electrénica
de barrido sobre los diferentes tipos de agregados cristalinos, para poder establecer la correlacion.
estructural cristalogréafica entre membrana y cristales.

Otras de las técnicas que pueden ser usadas para un analisis mas detallado de la
composicion quimica cualitativa y cuantitativa de €stos agregados sin destruir la muestra, son los
microanalisis con rayos-X con equipos JEOL JXA-8900 y prucbas EDAX (Energy Dispersive X-
ray Spectrometry System) con equipos DX-95, con los cuales se puede obtener la relacién de
elementos presentes en concentraciones de hasta 0.1% w/w y sus relaciones texturales en el area
analizada. De esta manera podemos determinar el lugar o lugares de unidn y las relaciones silice-
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BaCO; vy silice-aminoicido de una manera mas detallada, ya que se pueden realizar pruebas
independientes para cada elemento (Nanev. 1999).
Esta serie de estudios pueden tener una aplicacién potencial en estudios a nivel ecolégico, -

evolutivo y estructural a futuro, basandose en los patrones de crecimiento mineral encontrados en

la naturaleza.

96




.

Juan Pablo Reves Grajeda

Apendice “A”

APENDICE “A”. Tabla de abreviaturas y Glosario.

Abreviatura.

Habito,

Deseripeion del habito.

D Dendritico. Crecimiento ramificadoe con “forma de 4rbol” de gran
complejidad.

D-E Dendritico-Esferulitico. | Estructura de transicién entre la morfologia radial y
esferulitica.

E Esferulitico. Precipitado de morfologia esférica que consiste de
pequefios cristales en forma de agujas en un arreglo
radial.

LI Laminar irregular. Estructuras con una amplia superficie y un bajo
grosor, con una serie de irregularidades, semejantes a
hojas dispuestas radialmente (con un centro mutuo de
crecimiento).

HI Helicoidal irregular. Estructuras en forma de “trenza”, con . diferentes
niveles de superenrollamiento, generalmente irregular.

LR Laminar regular. Estructuras Jaminares con gran regularidad en toda la
superficie.

HR Helicoidal regular. Estructuras en forma de trenza, con una gran
uniformidad en su desarrollo y arreglo.

Hrad Helicoidal radial. Estructuras en forma de “trenza” con un arreglo radial.

Lrad Laminar radial. Estructuras laminares con un centro mutuo de
crecimiento.

Est.F Estructuras fractales. Estructuras con una gran complejidad geométrica,
con un patrén repetitivo.

Mamelonado. Mamelonado. Estructuras con morfologia en forma de almohaditlas. -

Espiculas. Espiculas. Estructuras en forma de espinas.

Acicular o ahusado.

Acicular o ahusado.

Estructuras delgadas y alargadas en forma de espinas.

Septado 0 metamérico.

Septado 0 metamérico.

Estructuras con marcadas lineas de precipitacion.

Pisolitico.

Pisolitico.

Estructura granular mas o menos esférica.
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