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Prélogo

Los propdsitos del presente trabajo de tesis son, primero presentar a quien la consulte una visién general
de los conceptos detrds de los fendmenos estudiados; segundo presentar la metodologia, resultados y
conclusiones obtenidos del trabajo experimental y tercero que el lector sea capaz de integrar toda la
informacion para poder comprender los fenémenos estudiados y asi dar relevancia al trabajo realizado
identificando los puntos fuertes y débiles y sus prospectivas.

Para ello, esta tesis se estructura de la siguiente forma: los primeros tres capitulos tratan los aspectos
fundamentales, el cuarto presenta los objetivos, hipétesis del trabajo, la metodologia experimental y una
visién general del tratamiento estadistico de datos, el quinto capitulo da a conocer los resultados
obtenidos y el andlisis de resultados, por Gltimo, el sexto capitulo contiene las conclusiones obtenidas, asi
como las prospectivas recomendadas, con el objeto de que si se busca proseguir con este estudio se
puedan sortear las dificultades observadas durante la realizacién de la presente tesis.

La bibliografia usada en cada capitulo se da al final del mismo con el fin de que si se busca un mayor
desarrollo de algln tema en particular se pueda ubicar con relativa facilidad en alguna de las referencias
usadas. En algunos casos, se utilizé una misma referencia en mds de un capitulo y aunque repetir una
referencia en la bibliografia no es comtn, como en este caso la bibliografia se realizé por capitulo se
encuentran referencias repetidas. Debido a la misma razén, la humeracién vuelve a empezar en cada
bibliografia, asi, si durante el capitulo se cita una referencia, deberd entenderse que ésta, estd referida
a la bibliografia especifica de ese capitulo. Ademds, se anexa una “bibliografia de imdgenes” y se
especifica si éstas fueron modificadas.

Por dltimo, los indices de figuras y tablas se colocan al final del presente trabajo sobre todo por su
extension y a que son indices de naturaleza complementaria; se hace mencién de que en ambos la
numeracidn se realizo colocando primero el nimero de capitulo al que corresponde la figura o la tabla y
luego el nimero que le corresponde por su orden de aparicidn.

Como parte del proceso de integracion de la informacién, al final del primer y segundo capitulos, se
aplican los aspectos fundamentales revisados a lo largo del capitulo al caso de estudio para aterrizar los
conceptos presentados y que el lector no los considere aislados del trabajo realizado. Como aspectos
fundamentales se consideraron los siguientes temas:

Capitulo 1: estructura y propiedades de los aminodcidos, proteinas, estructura proteica vy
desnaturalizacién de proteinas.

Capitulo 2: sistemas dispersos, propiedades de los sistemas dispersos, modelo de la doble capa eléctricay
potencial zeta.

Capitulo 3: campo eléctrico, energia potencial electroestdtica, potencial eléctrico, intensidad de
corriente, ley de Ohm, dieléctricos, constante dieléctrica, corriente alterna, elementos de circuito en
corriente alterna, leyes de Kirchhoff, puentes de impedancia, conductividad electrolitica, coloidal y
superficial.

La necesidad de su desarrollo es para que el lector obtenga una mejor comprensién de la naturaleza de la
substancia de trabajo (suero de leche), de su comportamiento en solucidh acuosa y del efecto que tiene
un campo eléctrico en soluciones acuosas de la substancia de trabajo.

En general, este trabajo estd dirigido a estudiantes de las carreras de Quimica, Ingenieria Quimica,
Quimica Industrial y a cualquier profesionista o estudiante con conocimientos en el drea de fisica y
quimica.



Introduccion

Las proteinas son biomoléculas de una marcada importancia bioldgica por sus diversas funciones dentro de
los organismos, a tal grado que se les puede llamar las moléculas de la forma y funcién de un ser vivo.
Debido a esto, se ha buscado entender mejor los mecanismos tanto de su formacién como aquellos de
aquellos de los que son una parte esencial. Para ello es necesario comprender las interacciones de estas
moléculas con su medio, las cuales son de naturaleza electroestdtica.

La constante dieléctrica es una medida de la deformacién de las nubes electrdnicas en presencia de un
campo eléctrico externo, por lo tanto, puede brindar informacién acerca de la interaccién de una molécula
con su medio, porque al interaccionar, la molécula de interés ve afectada su nube electrénica

En el caso de las proteinas, su estructura tridimensional es altamente sensible al medio, por ello, la
determinacidn de la constante dieléctrica de sus dispersiones acuosas puede brindar informacion de las
interacciones proteina-agua, inclusive se le ha usado como un pardmetro para medir el proceso de
desnaturalizacion de proteinas (ver Bircan, C. (2001). Journal of Microwave Power & Electromagnetic
Energy, 36(3), pp. 179-186). Asi mismo, el conocimiento de la constante dieléctrica, como se verd en el
desarrollo del presente trabajo, se relaciona con la absorcién de la radiacidn, por lo que su elucidacion es
Util si se busca someter a la proteina a algdn tratamiento que involucre algtn tipo de radiacién como IR o
microondas.

En este dltimo ramo, se han dado tecnologias para la conservacién de los alimentos sin utilizar calor (ver
Ferndndez-Molina, J.J. (2001). Arbor, 168(661), pp. 1565-170) y se ha estudiado la posibilidad de utilizar
el espectro dieléctrico como una forma de control de calidad (ver Castro, M. (2010). Estudio de los
espectros dieléctricos para el control de calidad de alimentos, Tesis de doctorado. Universidad
Politécnica de Valencia), haciendo importante un mayor entendimiento del comportamiento de las
biomoléculas en diferentes situaciones; de esta manera, el conocimiento de la constante dieléctrica puede
ser utilizado en la creacidn de nuevas tecnologias en el drea de la ciencia de los alimentos.

A pesar de que los métodos para la medicién de la constante dieléctrica son variados, hay veces en que los
equipos ho soh accesibles, por ello, conocer los principios bdsicos de este fenémeno, pueden ayudar en la
creacion de formas de medicién relativamente sencillas y esto es lo que se intenta con la metodologia
empleada en este trabajo.

La determinacién del pH y la conductividad también son mediciones (Gtiles para caracterizar a las
dispersiones de proteinas, pues dan informacién complementaria sobre la interaccién proteina-agua. De
hecho, como se verd durante el desarrollo del trabajo, la conductividad tiene relacién con la constante
dieléctrica. Dado que estos dos fendmenos se relacionan con la concentracién de las especies en solucién,
la constante dieléctrica debe tener también una relacién con la concentracién y al buscar aplicaciones
tecnoldgicas conocer dichas relaciones es importante. Por ello, se busca que este trabajo sea una
referencia Util a aquellos que estudien el comportamiento de estas especies en solucién acuosa o que
estén buscando el desarrollo de alguna téchica o proceso en los que se vean involucrados estos
fendmenos.
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1. Generalidades de proteinas

1.1 Introduccion
Las proteinas son biopolimeros formadas por largas cadenas de monémeros conocidos como aminodcidos,
se sintetizan de forma nhatural por el organismo y poseen diversas funciones bioldgicas como:
» Enzimdtica
Transporte
Contrdctil
Estructural

Defensa

vV VvV V VYV V

Reserva

Cada ser vivo sintetiza las proteinas que necesita para su funcionamiento en base a la informacién
genética contenida en el ADN y utiliza aminodcidos particulares. Por ejemplo, en el ser humano todas las
proteinas se sintetizan en base a 20 aminodcidos, pero en el caso de una especie diferente, los
aminodcidos utilizados pueden variar y es con estos con los que construye las proteinas necesarias para el
funcionamiento del organismo.

Debido a sus diversas funciones, las proteinas son de una remarcable importancia biolégica. Es por ello
que han sido objeto de estudio e interés principalmente en el campo de la bioquimica, la medicina y
también en el campo de la ciencia e ingenieria de los alimentos. En este dltimo rubro, las proteinas han
cobrado mucha importancia debido a su alto valor nutricional, por ello se ha buscado el disefio de
productos alimenticios que contengan un alto valor proteico. Para lograr el disefio de nuevos productos
alimenticios, es necesario conocer la forma en que interaccionan las proteinas con los demds componentes

de la formulacién del producto y por ello es importante el estudio de las propiedades eléctricas.

1.2 Estructura y propiedades de los aminoacidos

Las proteinas son biomoléculas de alto peso molecular formadas por largas cadenas de sustancias
conocidas como aminodcidos y ejecutan diversas funciones bioldgicas. Los aminodcidos son moléculas que
poseen en su estructura a los grupos funcionales amino y carboxilo unidos al mismo carbono, recibiendo

éste el nombre de Co. La estructura general de los aminodcidos se da a continuacion:

H H O
N |/
N =——C
/] N
H = .

Figura 1-1 Estructura general de un aminodcido



La cadena R varia de acuerdo al aminodcido de que se trate. Dado que el Co tiene 4 sustituyentes
diferentes se tiene un centro quiral (excepto en el caso de la glicina donde R=H), por lo que los
aminodcidos son capaces de desviar un haz de luz polarizada, es decir hay estereoisomeria. Para designar
a los diferentes estereoisoméros se toma como base a los estereoisoméros del gliceraldehido,
sustituyendo al grupo hidroxilo por el grupo amino y al grupo metoxilo por la cadena R en el centro quiral,

dando origen a los estereoisoméros L y D.

CHO CHO
n_&_on HO — J: —H

éH«OH éH.ﬂH
p-Gliceraldehido L-liceraldehido

Figura 1-2 Estereoisémeros del gliceraldehido

El cuerpo humano utiliza sélo los estereoisémeros L y por ello solo sintetiza proteinas de la serie L. Cabe
mencionar que esta homenclatura es independiente de la direccién de rotacién de la luz polarizada, por lo
que no hos dicen nada de ésta, pero nos indica la configuracién absoluta del centro asimétrico.
Dependiendo la cadena lateral del aminodcido se puede tener mds de un carbono quiral, lo que da lugar a la
presencia de otros estereoisémeros, por ejemplo la treonina posee dos centros asimétricos, por lo que
tenemos 4 estereoisémeros, los que a su vez se pueden clasificar como D o L dependiendo la
configuracién absoluta del Ca (carbono alfa) del aminodcido (aunque se insiste en que sélo se utilizan los
estereoisomeros L para la sintesis de proteinas).
Debido a la presencia del grupo amino y del grupo carboxilo, los aminodcidos poseen la reactividad quimica
tipica de ambos grupos, presentando el amino reacciones con la ninhidrina, el fenilisotiocianato y el 1-
Fldor-2,4-dinitrobenceno.
Por otro lado el grupo carboxilo sufre reacciones de descarboxilacion, esterificacion con alcoholes y
formacién de amidas.
Gracias a la reactividad quimica de ambos grupos, los aminodcidos son capaces de unirse entre ellos para
formar largas cadenas. Al enlace formado entre dos aminodcidos se le conoce como enlace peptidico
ddndose entre el grupo amino y el grupo carboxilo mediante una reaccién de formacion de amidas sobre
este dltimo. El enlace peptidico presenta ciertas caracteristicas especiales que se dan a continuacion:

» Los dtomos que forman el grupo peptidico (Cal-CO-NH-Ca2) se encuentran sobre el mismo plano.

» Los C-a de ambos aminodcidos se encuentran en posicidn trans respecto al enlace C-N.

> El enlace C-N se estabiliza por resonancia. Esto es debido a un traslape de un orbital p del

nitrégeno con un orbital p del Ca, el cudl que posee hibridacién sp? debido a su doble enlace con

el oxigeno.



> Debido al fendmeno de resonancia, el enlace peptidico posee cardcter de doble enlace parcial
(30% C=N, 70% C=0).

> El cardcter de doble enlace parcial acorta la distancia de enlace C-N y aumenta la del enlace C-O.

En la siguiente imagen se ilustran algunas de las caracteristicas mencionadas anteriormente (distancias

de enlace en picométros (pm)).

o I
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\C 1 | H/
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Figura 1-1-3 Geometria molecular del enlace peptidico

Por Gltimo, dado que al formarse el enlace peptidico se pierde agua, con el consecuente cambio en la
estructura de los aminodcidos, ya no es posible afirmar que la nueva molécula (sea un dimero, oligémero o

polimero) se componga por aminodcidos, sino mds bien se tienen restos de aminodcidos.

0 H ri:|]
\
H% -+ XN—R' — = R—C—N—FR + HO
OH H ,L

Figura 1-4 Formacién del enlace peptidico

Otro aspecto a resaltar de los aminodcidos es que tienen una gran sensibilidad al pH presentando
propiedades dcido-base muy marcadas, debido a la presencia de los grupos amino y carboxilo. En pH dcido,
el aminodcido presenta una forma catidnica por la protonacion del grupo amino, mientras que en pH bdsico
se tiene una forma aniénica debido a la desprotonacidn del grupo carboxilo. Sin embargo hay un pH al cudl
se tiene al aminodcido con ambas cargas (debido a la presencia del ion carboxilato y de la forma
protonada del grupo amino), dando lugar a una molécula neutra con un dipolo permanente, por lo que se
dice que toma la forma de ion dipolar o zwitteridn, a este pH en particular se le conoce como punto

isoeléctrico.



Los aminodcidos en la célula a pH fisioldgico se encuentran principalmente en la forma de zwitteridn,

aunque dependiendo del pH del medio pueden cambiar a la forma catidnica o aniénica.

H H
H‘-.,«I.L?;:'H ) Hx\l,:“H H‘--,h‘-f"H
_ OH I OH |
H—{_—H = H—{_—H == H—{_—H
H | H
: [ :
o7 Yo-n o? “o® o o®
Forma ignica a pH bajo Ewitterion Forma ignicaapH alto

Figura 1-5 Equilibrios dcido-base de un aminodcido

De todos los aminodcidos presentes en la naturaleza, el ser humano ocupa principalmente 20 de ellos para producir

proteinas y son los que se muestran a continuacidn:

Tabla 1-1 Aminodcidos principales

Metionina (Met, M) Isoleucina (Tle, T) Leucina (Leu, L) Acido Glutdmico (Glu, E)

Glicina (Gly, 6) Histidina (His, H) Prolina (Pro, P) Acido Aspdrtico (Asp, D)
Valina (Val, V) Cisteina (Cys, C) Serina (Ser,S)  Asparagina (Asn, N)
Lisina (Lys, K) Alanina (Ala, A) Treonina (Thr, T)  Glutamina 6ln, Q)
Triptéfano (Trp, W) Fenilalanina (Phe, F) Tirosina (Tyr, ) Arginina (Arg, R)

Ya que un aminodcido tiene tanto un grupo carboxilo como un grupo amino y a que ambos grupos tienen
comportamiento dcido-base diferente, un aminodcido tiene al menos dos pKa’s. Un tercer pKa, es posible
debido a que cada aminodcido tiene una cadena lateral diferente y en dicha cadena se pueden encontrar
grupos con propiedades dcido-base. Los aminodcidos con mds de dos pKa’s, al contrario de lo que se
podria creer, poseen un solo punto isoeléctrico, esto se debe a que sélo tienen una forma zwitterion. Se
debe recordar que en el punto isoeléctrico, el aminodcido tiene carga neta cero y como se tienen mds de
dos grupos iohizables, a un pH determinado, la molécula obtiene una carga neta mayor a la unidad por lo
que a esa estructura y su pKa no se toman en cuenta para el cdlculo del punto isoeléctrico. A continuacién
se muestra una tabla donde se dan los pKa’s de los 20 aminodcidos que utiliza principalmente el cuerpo

humano:



E MNombre Abre pKy | pEKa | pE;
H Glicioa Gly [2.35 ] 0.78
CH; Alanina Ala 235 | 0.87
(CHz)CH Valina Val |2.20 | 0.72
(CHz:CHCH; Lendra Cen |233| 074
CH:CH;CH(CH: | Isoleucina Le (232|076
)
(H18CH,;CH, Metiorina | Met |2.17 | 9.27
MH
Prolina Pro |1.95 | 10.64
CnH
PhCH; Ferilalanine | Phe |243 | 0.44
CHz
@fw{? Triptéfane | Trp |243 | 0.44
HOCH; Serina Ser |2.10 | 0.44
CH:CH(OH) Treomina Thr |2.00 | 0.10
HECH; Cisteima Tys |1.86 | 8.35 | 10.3
HDDH{! Tirosina Tyr [2.20 | 9.11 | 10.07
HZNC OCH; Aspamagine | A |2.02 | B.80
H;NCOCH;CH; | Gliamira | Gln |2.17 | 0.13
HO,CCH; | Acido aspartico | Asp |1.99 | 3.90 | 10.00
HO,CCHzCH; | Acido glutarico | Glu |2.13 | 4.32 | 9.95
HaN(CHz) Lisina Lys |2.16 | 9.20 | 10.80
HNH
H W HCH, CHACH, Arginina Arg |1.82] 8.99 | 13.20
Ny, . _
I y—cHa Histidina His [1.81 | 6.05 | 9.15

Figura 1-6 Tabla de pKa’s

1.3 Cambios postraduccionales y estructura proteica

Cuando la proteina se sintetiza, puede pasar por diversos cambios conocidos como procesos
postraduccionales, entre los cudles esta el plegamiento de la proteina para que ésta adopte su forma
funcional. Otros procesos pueden ser: rompimiento proteolitico (liberar el aminodcido metionina en caso
de que ho sea necesario para la funcién de la proteina), formacién de puentes disulfuro, adicién de grupos
prostéticos, union a lipidos o carbohidratos o algunas otras modificaciones como las metilaciones,
hidroxilaciones, fosforilaciones, etc.

La estructura de las proteinas depende de la secuencia de aminodcidos y se divide en: primaria,
secundaria, terciaria y cuaternaria. La estructura primaria es la mds simple, consistiendo sélo en la
cadena de restos de aminodcidos, los cuales adoptan una disposicién en zig-zag con los dtomos de N, Cy
C-aen lo que se podria denominar la linea principal de la cadena, encontrdndose las cadenas laterales
como ramificaciones de la cadena principal.

En esta estructura, la cadena (o cadenas) polipeptidica puede adoptar diferentes conformaciones
espaciales dependiendo de la secuencia, el tipo de aminodcidos, la temperatura y el medio en el que se
encuentra dicha cadena. Sin embargo, el movimiento de la cadena se ve limitado por el cardcter parcial

doble del enlace peptidico, por lo que todos los dtomos que lo componen estdn en el mismo plano como
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ocurre en la hibridacién sp2 del carbono. Esta geometria da cierta rigidez al enlace limitando las posibles
rotaciones a aquellas que ocurran a través del C-o. Otra consecuencia de la geometria del enlace
peptidico es que las cadenas laterales de cada resto se colocan a los lados de la cadena principal de forma
alternada para reducir el impedimento estérico. Esto es importante, ya que son las cadenas laterales las
que determinan el tipo de interacciones intermoleculares con el medio, a la vez que determinan las
interacciones intramoleculares que estabilizan las posibles conformaciones a una temperatura dada. Si la
proteina estd compuesta por varias cadenas polipeptidicas de estructura primaria, éstas pueden estar

unidas por enlaces covalentes o por fuerzas de Van der Waals.

Figura 1-7 Estructura Primaria

La estructura secundaria es producto de un plegamiento regular entre los restos de aminodcidos de la
cadena debido a la formacion de puentes de hidrégeno entre los grupos amino y carboxilo que intervienen
en el enlace peptidico. Se diferencia de las posibles interacciones intramoleculares en la estructura
primaria, en que el plegamiento se da entre restos cercanos y se debe solo a los puentes de hidrégeno,
mientras que las interacciones intframoleculares en la estructura primaria pueden ser por puentes de
hidrdégeno, por dipolos o dipolo-dipolo inducido y se pueden dar entre cadenas laterales, entre restos o
entre restos y cadenas laterales, pero por la disposicion de la cadena éstos tienen posiciones alejadas
dentro de ésta, acercdndose por los movimientos de rotacién de la cadena principal; pero, tfomando en
cuenta que son “unhiones” débiles y que los dtomos responsables de la interaccion se encuentran
relativamente alejados, el mismo movimiento de la cadena es capaz de romperlos. Por otro lado, el
plegamiento que ocurre en la estructura secundaria es resultado de interacciones a corta distancia, con
las que se busca obtener una conformacién que minimice la energia libre, logrando una estructura mds
estable y con menor grado de movimiento ya que las rotaciones se ven impedidas por la interaccién.

La estructura secundaria se divide principalmente en 2 diferentes estructuras (aunque hay otras
estructuras que se pueden adoptar como la hélice-p o los giros-p): la Idmina plegada y la a-hélice. En la a-
hélice, la cadena polipeptidica toma una estructura helicoidal dextrégira debido a los giros producidos en
torno al C-B (el carbono adyacente al C-a) de cada resto de aminodcido. Las cadenas laterales se

encuentran hacia afuera de la hélice para reducir los impedimentos estéricos, dindose un cambio de
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cadenas hidrofébicas a hidrofilicas cada tres é cuatro residuos y debido a que la estructura estd muy
compactada casi ho hay espacio libre dentro de la hélice. En la estructura hay 3,6 restos de aminodcidos
por vuelta y cada uno supone un giro de unos 100° en la hélice y los C-a de dos aminodcidos contiguos
estdn separados por 1,5A4. El grupo amino del resto (n) tiene un puente de hidrégeno con el grupo
carbonilo del resto (n+4) y se encuentran paralelos al eje principal de la hélice.

R cadenas R

B H
?}N (g
R. 'TI C’C\ =
=R "2
H
B HSa0R

|
L/N/% H
C O
g R Dy ZPpuentes
N A Zde hidrogeno

Figura 1-8 Estructura secundaria alfa-hélice

De esta forma, cada resto (n) de la hélice forma dos puentes de hidrégeno entre su enlace peptidico y el
enlace peptidico del resto en (n+4) y en (n-4) para dar un total de 7 enlaces de hidrdgeno por vuelta. Por
Ultimo, la presencia de ciertos aminodcidos en la cadena pueden estabilizar, desestabilizar e inclusive
romper la a-hélice debido al tipo de interacciones que se generan sus cadenas laterales, asi tenemos que
Ala, Leu, Met, Phe, Tyr, Cis, His y Asn estabilizan la estructura de la hélice. Por otro lado la presencia de
Ser, Thr, Gly, Lys, y Arg desestabilizan esta conformacidn, mientras que Pro es capaz de romper la
hélice. Se debe mencionar que esta estructura se puede debilitar o inclusive romper en solucién acuosa
por la competencia de las moléculas de agua para formar puentes de hidrégeno, por esto y lo
anteriormente expuesto no toda la cadena proteica tiene porqué estar plegada en esta estructura.

La ldmina plegada o ldmina-p se forma cuando dos cadenas de aminodcidos de la misma proteina se colocan
una frente a la otra, ya sea de forma paralela o antiparalela, en el que los grupos amino de una de las
cadenas forman puentes de hidrégeno con los grupos carbonilo de la opuesta. En la ldmina-p, los C-a de los
restos se ubican sucesivamente por encima y por debajo del plano que forma la ldmina. Las diferencias
entre la estructura paralela y la antiparalela radican en el patrén en el que se dan los puentes de
hidrégeno entre las cadenas, teniendo la estructura paralela puentes de hidrégeno regularmente
espaciados formando dngulo con respecto a las cadenas que se estdn enlazando, mientras que la

estructura antiparalela tiene a los puentes de hidrégeno de forma perpendicular a las cadenas alternando
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los enlaces. Debido al patrén que se da entre los puentes de hidrégeno, la estructura antiparalela es mds

estable que la paralela.

Cadea latergl R

Extremo N-terminal

Extremo C-termingl

Figura 1-9 Estructura secundaria hoja plegada

La ldmina-B es una estructura muy estable que se puede dar por una ruptura de los puentes de hidrégeno
cuando se estd formando la a-hélice. En esta estructura las cadenas laterales estdn posicionadas por
encima y por abajo del plano de las Idminas. En la forma antiparalela hay una alternancia en la
hidrofobicidad de las cadenas laterales debido al plegamiento. Otro punto importante es que las cadenas
laterales no deben ser muy grandes, ni deben crear un impedimento estérico, ya que desestabilizarian la
estructura de la ldmina.

La estructura terciaria es el dltimo nivel de organizacién para proteinas compuestas por una sola cadena
peptidica, ademds de ser el mds comdn y la que determina sus funciones bioldgicas. En esta conformacién

espacial intervienen diferentes interacciones y se divide en dos tipos: fibrosay globular.

| hu]a-B

,fm
ﬂ&
I,.-'

‘“q.__f

hélice-c.

Figura 1-10 Estructura terciaria

La estructura fibrosa se compone por elementos de estructura secundaria (c-hélices y ldminas-B) que
poseen un ordenamiento especifico, el cual se mantiene sin grandes cambios, salvo pequefias distorsiones

longitudinales que permiten a los elementos secundarios unirse como si fueran las fibras de una cuerda.
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Por otro lado, las proteinas globulares poseen dominios (regiones especificas y diferenciadas de su
conformacidn) con estructura secundaria (que pueden ser ldminas plegadas, a-hélices, giros-B efc.), los
cudles se distribuyen al azar, en este caso las fuerzas intramoleculares ocasionan un plegamiento entre
los diferentes dominios haciendo que la cadena adopte una forma casi esférica. En ambos casos, las
fuerzas que estabilizan a la estructura se dividen en dos: fuerzas covalentes y no covalentes.

Entre las fuerzas covalentes se encuentran los puentes disulfuro (que se dan entre restos de cisteina) y
la formacién de un enlace peptidico (CO-NH) entre un resto de lisina y un aminodcido dicarboxilico, como
el dcido aspdrtico y el glutdmico, también puede haber un enlace covalente coordinado si en la estructura
de la proteina hay presencia metales de fransicion como el hierro en la hemoglobina o en los citocromos.
Entre las fuerzas no covalentes se tienen a los enlaces idhicos, los cudles ocurren entre dtomos cargados
en los grupos polares de las cadenas laterales y dependiendo del pH tendrdn carga negativa o positiva,
aunque este tipo de enlace es mds fuerte que el covalente, no es muy comin debido. Otras fuerzas no
covalentes que estabilizan a la estructura terciaria son los puentes de hidrdgeno que se forman entre el
grupo carbonilo del enlace peptidico y un hidrégeno deficiente de electrones que puede provenir de otro
enlace peptidico o de una cadena lateral, también se pueden tener interacciones ion-dipolo que se dan
cuando un grupo cargado esta cerca de un grupo con momento dipolar permanente, asimismo se tiene la
interaccién dipolo-dipolo, ocasionada por cadenas laterales con dipolos permanentes, otro tipo de
interacciones posibles son las llamadas fuerzas de dispersidn entre las que se cuenta al dipolo-dipolo
inducido y al dipolo inducido-dipolo inducido entre cadenas laterales, estas interacciones se dan por una
distribucién desigual de la densidad electrdnica en la molécula, ya sea por la presencia de un dipolo
permanente (dipolo-dipolo inducido) o por una variacidh instantdnea de la densidad de electrones (dipolo

inducido-dipolo inducido) y finalmente se tienen interacciones hidrofébicas.



Estructura
p - Plegada Unidn -
£} D|su|furo/-' . Unidn ldnica

(I

Puente de
Hidrégeno

Interaccion
Hidrofdbica

Estructura o - Hélice
Figura 1-11 Fuerzas en la estructura terciaria

La interaccién hidréfoba es producto del efecto hidréfobo. Este efecto, se origina en moléculas que
tienen una parte polar y una parte no polar como por ejemplo los tensoactivos. Este efecto consiste en
que en solucidn acuosa, los grupos polares se orientan hacia el disolvente, con el que les resulta favorable
la interaccién, mientras que los grupos apolares intentan interaccionar lo menos posible con el disolvente,
buscando preferentemente la interaccidn con otros grupos apolares, a las moléculas que presentan este
comportamiento en solucién se les conoce como anfifilicas y se dice que presentan interaccién
hidrofdbica.

En el caso de los aminodcidos, se tienen como grupos polares principalmente al grupo amino y al grupo
carbonilo, mientras que los no polares son en general las cadenas laterales que no contienen grupos
polares, presentando en solucién un cardcter anfifilico. Este cardcter, se conserva una vez formada la
proteina, siendo las cadenas laterales de naturaleza orgdnica las que presentan el cardcter hidrofébico (a
menos que presente grupos polares), mientras que el enlace peptidico se comporta como grupo hidrofilico.
Debido a esto las proteinas presentan el efecto hidréfobo, orientando mayormente a los grupos
hidrofilicos hacia el disolvente para minimizar las repulsiones y asi lograr estabilidad en solucién. Esto
genera que las partes apolares de las cadenas formen un nicleo compacto y que los grupos polares se
acomoden preferentemente en la superficie de la estructura, que es justamente el caso de las proteinas
globulares.

El dltimo nivel de organizacidn espacial, la estructura cuaternaria, sélo la pueden tener proteinas que se

componen por varias cadenas peptidicas, es decir, proteinas que se componen por varias proteinas.
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Figura 1-12 Estructura cuaternaria

Para este tipo de estructura, se pueden unir varias proteinas iguales o diferentes para formar una nueva
estructura multimérica con propiedades diferentes a las de los mondmeros que la componen, por ejemplo,
el coldgeno se forma por la unién de tres hélices levdgiras que dan como resultado una fibra helicoidal
dextrdgira o el caso mds conocido de la hemoglobina formada por cuatro cadenas polipeptidicas y cuatro
grupos prostéticos hemo. También las proteinas globulares se pueden asociar para formar una estructura
cuaternaria como en el caso de la enzima fosfoglucoisomerasa, recibiendo en este caso el nombre de
agregado estable. Las fuerzas que estabilizan a la estructura cuaternaria son las mismas que estabilizan a
la estructura terciaria, siendo las fuerzas no covalentes las que ocurren con mds frecuencia. En este
grupo de proteinas tenemos a las enzimas que presentan aloterismo, es decir aquellas que su funcién se
regula por medio de un sitio alostérico, al cual se une un activador o un inhibidor, por lo que la estructura
cuaternaria es sumamente importante desde el punto de vista bioldgico, ya que esta es una de las formas

en que se regula la actividad enzimdtica en el organismo.
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Niveles de organizacidn de las proteinas

Estructura primaria de las proteinas
Es la sequencia de una cadena de aminoécidos

Hoja plegada Hélice alfa

Estructura secundaria de las proteinas
ocurre cuando los aminodcidos en la secuancia
interactian a través de enlaces de hidrogeno

~_ Hoja plegada
- Estructura terciaria de las proteinas
ocurre cuando ciertas atracciones estan presentes

entre hélices alfa y hojas plegadas
Hélica alfa ! yhojas pleg

Estructura cuaternaria de las proteinas
as una proteina que consiste de mas de
una cadena de aminoécidos

Figura 1-13 Resumen de estructura proteica

1.4 Desnaturalizacion de proteinas

La funcién de una proteina depende totalmente de su estructura, por ello es tan importante estudiar,
entender y dilucidar la estructura de las proteinas. En base a esto, es Iégico concluir que si la proteina
llega a perder su estructura nativa (la estructura que adquiere una vez que se sintetiza) automdticamente
pierde su funcion bioldgica. A este proceso se le conoce como desnaturalizacién y por lo general es un
proceso irreversible. Aunque hay casos en los que la desnaturalizacion se puede revertir como es el caso
de algunas enzimas, en otros casos, a pesar de que las interacciones intramoleculares se restablezcan, la
estructura que se adquiere no es la estructura nativa, por lo que la proteina no recupera su actividad
original. Cuando una proteina se deshaturaliza, los grupos hidréfobos que se encontraban en el interior de
la estructura se exponhen, ocasionando que la proteina adquiera una conformacién al azar y que depende
de la intensidad con la que se aplique el tratamiento de desnaturalizacién.

La desnhaturalizacion de proteinas puede suceder por varios factores como por ejemplo cambios en el pH,

altas temperaturas, por tratamiento ultrasénico, cambios en la fuerza idnica o en la polaridad del medio.
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Cada uno de los factores debilita alguna de las fuerzas que estabilizan la estructura nativa. Asi un cambio
en la fuerza iénica (que se define como un medio de la suma de la carga de cada ion presente por su
concentracidn), ademds de cambiar la distribucion de los iones y del disolvente alrededor de la proteina
por competencia, también puede romper las interacciones idnicas o los puentes de hidrégeno causando que
se formen agregados insolubles. Por otfro lado, un cambio en la polaridad del medio (desde polar a no
polar) contrarresta la interaccién hidréfoba, ya que ahora las cadenas hidrofilicas empiezan a tener
mayor repulsién con el medio, mientras que las hidrofébicas pueden interactuar de forma mds favorable
con éste; esto lleva a un cambio en la estructura proteica para reducir la energia libre, a través de una
disminucién de las repulsiones con el medio, causando la desnaturalizacién de la proteina.

Los cambios de pH también alteran la estructura proteica, ya que como se ha discutido, los aminodcidos
tienen marcadas propiedades dcido-base. Al tener la proteina predominantemente a los grupos polares en
su superficie, un cambio en el pH ocasiona que éstos grupos se protonen o se desprotonen, afectando a
las interacciones no sélo con el medio sino fambién a las que estabilizan la estructura, pudiéndose romper
puentes de hidrdgeno, enlaces idnicos y puentes disulfuro, tfrayendo como consecuencia la pérdida de la
estructura nativa, que a menudo se refleja como un cambio en la solubilidad habiendo precipitacién.

Tanto el efecto de la temperatura como de la sonicacidn tienen una explicacién comin. De acuerdo con la
fisica, la energia total de un sistema mecdnico viene dada por la suma de la energia cinética y potencial,
siendo la energia cinética debida al movimiento y la potencial a la posicion relativa.

Como una aproximacién, la energia cinética se puede dividir de acuerdo a los grados de libertad de la
molécula en: traslacional, rotacional, vibracional, electrénica y nuclear. Fuera del movimiento de
traslacién, los demds se consideran como movimientos internos de la molécula. La energia potencial por
ofra parte, se debe a interacciones electroestdticas que dependen sélo de la distancia y pueden ser
originadas tanto por infteracciones intermoleculares como intramoleculares. Cuando se tienen
interacciones, los movimientos vibracionales y rotacionales se ven disminuidos debido a la atraccién entre
las especies participantes; asi la energia cinética total del sistema disminuye, mientras que la energia
potencial total aumenta. Sin embargo, estos grados de libertad inaccesibles se pueden recuperar si el
sistema obtiene suficiente energia para superar la barrera de energia potencial que impide el movimiento.
La maghitud de dicha barrera, depende de la fuerza de las interacciones electroestdticas; asi,
dependiendo de qué tan intensa sea la interaccidn, es la cantidad de energia que se debe suministrar para
romperla.

Los enlaces idnicos y covalentes son las fuerzas de unién de mayor intensidad en la estructura de una
proteina, mientras que los puentes de hidrégeno, interacciones de iones con dipolos, asi como entre
dipolos, son considerablemente mds débiles, por lo que son las mds fdciles de romper. Cuando se somete
una proteina a un calentamiento o una sonicacién, gracias a las colisiones con las moléculas del medio, la
molécula obtiene la suficiente energia para vencer las interacciones no covalentes (con la posible
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excepcién de un enlace idhico) recuperando la libertad de movimiento tanto rotacional como vibracional,
esto se traduce inmediatamente en un cambio en la estructura de la proteina, perdiéndose la estructura
nativa. El grado de desnaturalizacién cuando se realiza un calentamiento depende de la temperatura,
mientras que con la sonicacion depende principalmente de la frecuencia de las ondas y del tiempo que

dure la sonicacidn.

1.5 Proteina de suero de leche

La leche es una segregacién liquida producida en las gldndulas mamarias de las hembras mamiferas, cuya
finalidad es la alimentacion de la cria por un determinado tiempo, su importancia radica en que en ella se
tienen los componentes, tanto en forma como proporcién adecuadas para la alimentacién balanceada de la
cria. Ademds del valor alimenticio, la leche contiene diferentes substancias que fortalecen el sistema
inmunoldgico de las crias.

En general la leche se compone de agua, proteinas, carbohidratos, lipidos, vitaminas y minerales, asi como
ofras substancias en menor concentracion. En conjunto, estos componentes forman un sistema
fisicoquimico relativamente estable que se compone de tres fases en equilibrio. La concentracién de cada
componente depende del animal en cuestidn, asi la leche proveniente de la vaca tiene diferente contenido
que la leche de cabra y ésta de la leche humana.

El hecho de que la leche sea un buen alimento, radica en que las proteinas contenidas son de alta calidad
nutricional, dividiéndose en dos grupos: las caseinas, que representan el 80% de las proteinas y el suero
de leche, donde se encuentra el 20% restante. Cabe mencionar que en la industria alimenticia se usan
diferentes productos derivados de la leche no solo por su alta calidad nutricional, sino que dan al
producto final caracteristicas funcionales que son Unicas y esenciales para un alimento de calidad. Para
ello, se utilizan diferentes productos secos de la leche como las caseinas, caseinatos, leche en polvo,
concentrado de proteina de suero de leche (WPC por sus siglas en inglés), etc.

Los dos grupos de proteinas presentes pueden separarse mediante la precipitacién de las caseinas
generando tres fracciones: las caseinas, los coprecipitados y WPC. Las caseinas se precipitan por
diferentes métodos, siendo el mds comin la precipitacién dcida para generar una forma insoluble de las
caseinas. Este grupo se compone por 4 fracciones diferentes de acuerdo a su movilidad electroforética
(aunque cada fraccién puede dividirse en varios componentes). La fraccién de los coprecipitados, se
compone principalmente por una combinacion de WPC y caseinas que precipitan juntas por el
calentamiento de la leche descremada. En este caso se tiene diferentes procedimientos y las propiedades
de esta fraccién (como por ejemplo su solubilidad) dependerdn del método usado para su fabricacidn.

El WPC contiene mds de la mitad de los sélidos presentes en la leche entera, asi como la mayor parte de
la lactosa, los minerales y las vitaminas hidrosolubles. Una vez que se separan las otras dos fracciones, el
WPC se produce por métodos como la ultrafiltracién, adsorcidn, filtracion en gel y precipitacién con
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polifosfatos. En algunos casos, estos procesos se combinan con la desmineralizacién y la cristalizacién de
la lactosa, con el fin de concentrar las proteinas. Dentro del WPC, se tienen presentes 5 fracciones

proteicas y su porcentaje depende del método de fabricacién.

Tabla 1-2 Composicion de la leche

Grupo Fraccion % masa de
Proteinas
o 42
Caseinas B 25
(80%) y 9
K 4

B-Lactoglobulina | #10.8

Suero de | o-Lactalbdmina | #4.8

Leche Inmunoglobulinas | 2.4

(20%) Lactoferrina ~0.4

Seroalbimina %16

Las proteinas del suero de leche poseen una estructura terciaria de tipo globular, tienen un peso que
varia de 14,000 a 1, 000,000 de daltons y son solubles en amplios intervalos de pH siempre que no hayan
sufrido desnaturalizacidén. En general son muy sensibles a altas temperaturas, siendo las primeras
proteinas que se desnaturalizan cuando se somete la leche a calentamiento, por lo que se debe cuidar
mucho su proceso de fabricacién (cabe mencionar que el calentamiento libera grupos sulfhidrilo que
dificultan posteriores reacciones de oxidacién), aunque por otra parte, no presentan una sensibilidad muy
marcada a los pH’s dcidos, debido a que en la estabilidad de su estructura casi no intervienen grupos
cargados. Debido a que contienen la mayor parte de los aminodcidos, su valor nutricional es mayor que el
grupo de las caseinas.

A continuacion, se da una breve descripcion de cada una de las proteinas presentes en el WPC (el niimero
de aminodcidos, las masas moleculares vy las secuencias fueron tomadas del sitio: www.uniprot.org. Los

radios de Stokes (radios hidrodindmicos, es decir, los radios en solucién), fueron tomados de

a-Lactalbimina

Esta proteina se encuentra en la leche de casi todas las especies, se sintetiza como respuesta al proceso
de lactacién y es utilizada en la sintesis de galactosa, siendo un regulador de la enzima
galactosiltransferasa. Estd formada por una sola cadena polipeptidica de 142 aminodcidos y tiene una

masa molecular de 16,247 Da. Su estructura terciaria estd mantenida por 4 puentes disulfuro con
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dominios a-hélice y hoja p, asi como un ion calcio (la eliminacién de este ion produce un estado de
desnaturalizacién intermedio). Puede formar agregados con distintos grados de polimerizacién en funcidn
del pH, encontrdndose como dimero en pH’s entre 4 y 4.5, mientras que en pH de 6 a 8.5 prdcticamente
no hay agregacién. Su radio de Stokes es 1.54 nm

Su secuencia es:

10 20 30 40 50 60
MVBFVSLLLY G LFHATQAE QLTKCEVFRE LKDLKGYGGV SLPEW/CTTF HTSGYDTQAI

70 80 90 100 110 120
VQNNDSTEYG LFQ NNKI WC KDDQNPHSSN | CNI SCDKFL DDDLTDDI MC VKKI LDKVG

130 140
NYW.AHKALC SEKLDQALCE KL

p-Lactoglobulina

La p-Lactoglobulina es la proteina mds abundante del WPC. Aunque es la proteina mds hidrofdbica del
WPC, es muy soluble en agua debido a los grupos polares superficiales, Su cardcter hidrofébico le
permite unirse a una variedad de moléculas hidrofébicas como los dcidos grasos y el retinol. Se especula
que su funcidn en el organismo es la digestidn de los lipidos ldcteos durante la lactancia, aunque realmente
no se conoce su funcién especifica. Su estructura primaria se conforma por 178 aminodcidos y tiene una
masa molecular de 19,883 Da, mientras que la estructura terciaria contiene un grupo tiol y estd
mantenida por dos puentes disulfuro. De acuerdo al pH de la solucidn, puede mantener distintos grados
de agregacidn, encontrdndose como mondmero desde pH O a 3, como dimero (unido por fuerzas no
covalentes) entre pH 4 y 8, ademds puede formar agregados hasta de 8 monémeros alrededor de pH 4.5,
mientras que si el pH es mayor a 8 ocurre una desnaturalizacién irreversible. Su radio de Stokes tiene un

valor de 2.8 nm. La secuencia de la proteina es:

10 20 30 40 50 60
MKCLLLALAL TCGAQALI VT QTMKGLDI QK VAGTWYSLAM AASDI SLLDA QSAPLRVYVE

70 80 90 100 110 120
ELKPTPEGDL El LLQKWENG ECAQKKI | AE KTKI PAVFKI DALNENKVLV LDTDYKKYLL

130 140 150 160 170
FOMENSAEPE QSLACQCLVR TPEVDDEALE KFDKALKALP MHI RLSFNPT QLEEQCHI
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Seroalbimina (Bovina)

Esta es una de las proteinas mds abundantes en la sangre. Su funcidn bioldgica es la de transporte,
debido a su capacidad para unirse a diversos ligandos como los dcidos grasos, también es capaz de aislar
radicales libres de oxigeno e inactivar metabolitos lipéfilos que sean téxicos. Su cadena de aminodcidos
se constituye por 607 aminodcidos y posee una masa molecular de 69,293 Da. La estructura terciaria
posee tres dominios, cada uno compuesto por 10 segmentos helicoidales. En su estructura secundaria, se
conforma principalmente por a-hélices y contiene 17 puentes disulfuro. Esta proteina, de acuerdo al pH
del medio, posee diferentes isdmeros, los cuales varian en el porcentaje presente de la estructura a-
hélice, cambiando la solubilidad y radio de la proteina.

El radio de Stokes es 3.59 nm. La secuencia de aminodcidos de la seroalblmina es:

10 20 30 40 50 60

MKWV/TFI SLL LLFSSAYSRG VFRRDTHKSE | AHRFKDLGE EHFKGLVLI A FSQYLQQCPF

70 80 90 100 110 120
DEHVKLVNEL TEFAKTCVAD ESHAGCEKSL HTLFGDELCK VASLRETYGD MADCCEKQEP

130 140 150 160 170 180
ERNECFLSHK DDSPDLPKLK PDPNTLCDEF KADEKKFWGK YLYEl ARRHP YFYAPELLYY

190 200 210 220 230 240
ANKYNGVFQE COQAEDKGAC LLPKI ETMRE KVLASSARQR LRCASI QKFG ERALKAVSVA

250 260 270 280 290 300
RLSQKFPKAE FVEVTKLVTD LTKVHKECCH GDLLECADDR ADLAKY! CDN QDTI SSKLKE

310 320 330 340 350 360
CCDKPLLEKS HCl AEVEKDA | PENLPPLTA DFAEDKDVCK NYQEAKDAFL GSFLYEYSRR

370 380 390 400 410 420
HPEYAVSVLL RLAKEYEATL EECCAKDDPH ACYSTVFDKL KHLVDEPQNL | KQNCDQFEK

430 440 450 460 470 480
LGEYGFQNAL | VRYTRKVPQ VSTPTLVEVS RSLGKVGTRC CTKPESERMP CTEDYLSLI L

490 500 510 520 530 540

NRLCVLHEKT PVSEKVTKCC TESLVNRRPC FSALTPDETY VPKAFDEKLF TFHADI CTLP

550 560 570 580 590 600
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DTEKQ KKQT ALVELLKHKP KATEEQLKTV MENFVAFVDK CCAADDKEAC FAVEGPKLW

STQTALA

Inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas son glicoproteinas de muy alta especificidad cuya funcién biolégica se centra en la
defensa, es decir, en el sistema inmune. Esencialmente, su funcién es la de unirse a un antigeno y
desencadenar la respuesta para destruir dicho antigeno. Se conocen al menos cinco tipos de
inmunoglobulinas: IgM, IgA, Ig6, IgD e IgE, siendo la Ig6 la mds abundante en el WPC. En general, las
inmunoglobulinas se forman por cadenas polipeptidicas, las cuales se agrupan en una o varias unidades
estructurales bdsicas dependiendo del tipo de inmunoglobulina. Cada unidad bdsica tiene forma de "Y" 'y
se constituye por 4 cadenas: dos de baja masa molecular, denominadas cadenas cortas o ligeras y dos de
mayor masa molecular conocidas como cadenas pesadas o largas. Cada cadena ligera se une a una cadena
pesada por un puente disulfuro, mientras que las cadenas pesadas (que se encuentran glicosiladas) se unen
entre si utilizando dos puentes disulfuro.

De las inmunoglobulinas mencionadas, la IgG es la mds abundante en el WPC, por lo que se centrard la
atencién sobre ésta. En este caso, la secuencia y la masa molecular se obtienen de. La masa molecular que

se reporta es 145065 Da, el radio de Stokes tiene un valor de 4.62 nm y la secuencia es:

Cadena larga
EVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCSSSGFIFSSYAMYWVRQAPGKGLEWVAIIWD
DGSDQHYADSVEGRFTISENDSKNTLFLQMDSLRPEDTGVYFCARDGGHGFCS
SASCFGPDYWGQGTPVIVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
QPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHE
PSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPEDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPQVKFNWYVDGVQVHNAKTKPREQQYNSTYRVVSVLTVLHQ
NWLDGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTENQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Cadena corta
QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGTSSNIGSSTVNWYQQLPGMAPKLLIYRDAMR
PSGVPDRFSGSKSGASASLAIGGLQSEDETDYYCAAWDVSLNAYVFGTGTKVT
VLGQPKANPTVILFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVIVAWKADGSPVKAG

VETTKPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS
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Lactoferrina

La lactoferrina es una glicoproteina fijadora de hierro y es similar a la transferrina de la sangre y a la
ovotransferrina de huevo. Entre sus funciones bioldgicas se encuentran: actividad antimicrobiana,
regulacién de la respuesta inmune y antiinflamatoria. Su funcién en la leche es la reforzar el sistema
inmune de la cria. La secuencia de aminodcidos de la lactoferrina bovina es de 708 aminodcidos que dan
una masa molar de 78056 Da. En cuanto a la estructura de la proteina, se tienen dos Iébulos: el 16bulo Ny
el C (correspondientes a las mitades de la molécula que contienen a los extremos N terminal y C terminal)
y cada uno de los Idbulos se divide a su vez en dos dominios, los cuales se unen por una hélice de tres
vueltas. La unidn del hierro se da por su conversién a ion férrico en presencia del ion carbonato o
bicarbonato y es reversible. Las posiciones para la unién del ion férrico son equivalentes en ambos Iébulos
y se dan por las cadenas laterales de dos tirosinas, una histidina y un dcido aspdrtico. Esta proteina
puede interaccionar con otras proteinas del WPC, ya que forma complejos no covalentes con la p-
lactoglobulina y la seroalbdmina en proporcién 2:1y 1:1 respectivamente; hasta ahora no hay evidencias de
asociacién con la a-lactalbimina. El valor del radio de Stokes es de 3.77 nm. La secuencia de aminodcidos

se da a continuacién:

10 20 30 40 50 60
MKLFVPALLS LGALGLCLAA PRKNVRWCTI SQPEWFKCRR WOWRMKKLGA PS| TCVRRAF

70 80 90 100 110 120
ALECI RAI AE KKADAVTLDG GWFEAGRDP YKLRPVAAEI YGTKESPQTH YYAVAWKKG

130 140 150 160 170 180
SNFQLDQLQG RKSCHTGLGR SAGW | PMG  LRPYLSWIES LEPLQGAVAK FFSASCVPCI

190 200 210 220 230 240
DRQAYPNLCQ LCKGEGENQC ACSSREPYFG YSGAFKCLQD GAGDVAFVKE TTVFENLPEK

250 260 270 280 290 300
ADRDQYELLC LNNSRAPVDA FKECHLAQVP SHAVWARSVD GKEDLI WKLL SKAQEKFGKN

310 320 330 340 350 360
KSRSFQLFGS PPGQRDLLFK DSALGFLRI P SKVDSALYLG SRYLTTLKNL RETAEEVKAR

370 380 390 400 410 420

YTRVWWCAVG PEEQKKCQOW SQQSGONVTC ATASTTDDC! VLVLKGEADA LNLDGGYI YT

430 440 450 460 470 480
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AGKCGLVPVL AENRKSSKHS SLDCVLRPTE GYLAVAVVKK

490 500 510 520
DRTAGWNI PM GLI VNQTGSC AFDEFFSQSC APGADPKSRL

550 560 570 580
KYYGYTGAFR CLAEDVGDVA FVKNDTWEN TNGESTADWA

610 620 630 640
TEAQSCHLAV APNHAVVSRS DRAAHVKQVL LHQQALFGKN

670 680 690 700
NDNTECLAKL GGRPTYEEYL GTEYVTAI AN LKKCSTSPLL

ANEGLTWANSL KDKKSCHTAV

530 540
CALCAGDDQG LDKCVPNSKE

590 600
KNLNREDFRL L CLDGTRKPV

650 660
GKNCPDKFCL FKSETKNLLF

EACAFLTR

Con la composicién porcentual en masa del WPC de la tabla y los pesos moleculares dados anteriormente,

se puede calcular la fraccién molar de las proteinas del WPC. El cdlculo se realiza tomando una base de 20

g de WPC. El WPC utilizado durante el proyecto es un WPC al 80%, sin embargo, no se tfoma en cuenta el

20% restante de la composicién del suero para los cdlculos de la fraccidn mol, ya que sélo interesa la

fraccién proteica. Esta informacién serd requerida posteriormente:

Tabla 1-3 Composicion molar del WPC

Proteina % masa Masa molecular (Da) Fraccién mol (X)
B-Lactoglobulina  %10.8 19883 0.614888
a-Lactalbdmina  ~4.8 16247 0.334443
Inmunoglobulinas %2.4 145065 0.018729
Lactoferrina 0.4 69293 0.026139
Seroalbimina %16 78056 0.005801
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2. Generalidades de sistemas dispersos

2.1 Introduccion

En la naturaleza, generalmente las sustancias quimicas se encuentran formando mezclas, por ello es de
interés conocer los diferentes tipos de mezcla que se pueden formar, ya sea para reproducirlas o para
lograr la separacién de las sustancias que las forman.

Primeramente, las mezclas se definen como la unién fisica de dos o mds substancias puras en cualquier
estado de agregacién, conservando éstas su identidad y propiedades quimicas, aunque las propiedades
fisicas de la mezcla son diferentes a las de los componentes puros.

De acuerdo al nimero de fases presentes se pueden dividir en homogéneas y heterogéneas. Una fase se
define como una regién de uniformidad en cuanto a composicién quimica y propiedades fisicas en un
sistema. Si la mezcla presenta mds de una fase es heterogénea, mientras que en caso contrario se dice
que es homogénea. Ademds las mezclas pueden tener cualquier nimero de componentes asi como de fases
y aunque es comin que haya un componente que se encuentra en mayor proporcion, se pueden tener a los

componentes en igual cantidad.

2.2 Propiedades de las mezclas coloidales

Los sistemas dispersos son mezclas que consisten de un medio homogéneo (fase dispersante) en el que se
encuentran particulas dispersadas (fase dispersa) formando una mezcla heterogénea.

Ambas fases pueden tener a uno o mds componentes y éstos pueden tener cualquier estado de
agregacidn, excepto en el caso que tanto la fase dispersante como la dispersa sean gaseosas, ya que en
dicho caso se tiene una mezcla de gases (la cudl es homogénea) no un sistema disperso. Dependiendo del
estado de las fases, los sistemas dispersos reciben nombres diferentes, lo cual se resume en la siguiente

tabla

Tabla 2-1 Sistemas dispersos por estado de agregacion

Fase Dispersa Fase Dispersante Nombre

Gaseosa Sélido Espuma Sélida
Liquido Espuma
Sélido Gel
Liquida Liquido Emulsién
Gaseosa Aerosol Liquido
Sélido Sol Sélido
Sélida Liquido Sol
Gaseoso Aerosol Sélido
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Los sistemas dispersos se diferencian de una solucién en el tamafio de la particula dispersada, cuando se
trata con soluciones, las particulas dispersadas tienen un tamafio que va desde 1 a 10 A, mientras que en
un sistema disperso van desde 10 A hasta varios micrones (14=1*10°m) o inclusive nanémetros cuando se
trata con polimeros. Al ser las moléculas de la fase dispersante de menor tamafio que las dispersadas, se
dan dos fases perfectamente diferenciadas a hivel microscépico, aunque a nivel macroscépico se observe
una sola fase.

Debido a la existencia de mds de una fase, las propiedades de los sistemas dispersos son diferentes a las
de las soluciones y en general se dividen en: fisicas, 6pticas, eléctricas, cinéticas y coligativas,
encontrdndose todas ellas directamente en funcién de la naturaleza, asi como del tfamafio de la particula
dispersada.

En los sistemas dispersos, las propiedades fisicas estdn relacionadas con la naturaleza de la fase
dispersa, en general, si la fase dispersa interactia fuertemente con la fase dispersante se dice que es un
sistema disperso liéfilo, mientras que si la interaccién es débil se dice que es liéfobo, si el medio
dispersante es agua, se usan los términos hidréfilo e hidrofébico respectivamente. Cuando el sistema
disperso es liéfobo, las propiedades fisicas del medio dispersante se ven poco afectadas, siendo muy
similares a las de la fase dispersante en estado puro. Por otra parte, cuando el sistema disperso es liéfilo,
las interacciones entre las fases, provocan una variacion marcada entre las propiedades fisicas del
sistema disperso y aquellas de la fase dispersante en estado puro.

Al igual que las soluciones, los soles presentan propiedades coligativas (propiedades que dependen del
ndmero de particulas dispersadas, mds no de la naturaleza de éstas), entre las que tenemos a: aumento
del punto de ebullicién, disminucién del punto de fusidn, descenso relativo de la presion de vapor y presidon
osmética. A diferencia de las soluciones, las propiedades coligativas de los soles son menos marcadas,
siendo sélo la presién osmética la de mayor relevancia. Esto se debe a que en el estado coloidal, el ndmero
de particulas es menor que en las soluciones (aunque la masa del soluto sea mayor), porque en los sistemas
dispersos se pueden formar agregados entre las moléculas de soluto, lo que repercute directamente en
las propiedades coligativas.

Las propiedades dpticas en los sistemas dispersos son en general muy distintivas y estdn directamente
relacionadas con el tamafio de la particula en la fase dispersa. Estas propiedades tienen su origen en la
dispersién de la luz cuando ésta incide sobre el sistema disperso. Cuando un haz de luz incide sobre un
medio se dan colisiones con las particulas de éste, ocasionando que se emita radiacién por la alteracion de
la distribucién electrdnica. Si el medio es isotrépico, la interferencia entre las ondas emitidas es
destructiva, ocasionando que el haz de luz no sufra desviaciones en su direccién. En cambio, si el medio es
anisotrdpico, las colisiones dan como resultado radiacién que tiene una interferencia constructiva, lo que
ocasiona que el haz se disperse en direcciones diferentes a la de incidencia. A esta dispersion de la luz
como producto de las colisiones con las particulas de un medio recibe el nombre de efecto Tyndall.
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Debido a que las soluciones son medios homogéneos la dispersidn es pequefia y se observa que el haz de
luz atraviesa la solucién en la direccién de incidencia, por otro lado, los sistemas coloidales son medios
heterogéneos, por lo que el efecto Tyndall es observable y se presenta como un cono de luz que atraviesa
el sistema disperso. Conforme el famafio de la particula aumenta, la luz sufre mayor dispersién, por lo que
se pueden utilizar mediciones de dispersién de la luz para calcular el tamafio de particula de la fase
dispersa. Asi mismo, al aumentar la cantidad de particulas dispersadas una menor cantidad de luz logra
pasar por el medio y el sistema disperso empieza a hacerse opaco, es decir, empieza a reflejar luz en
lugar de absorberla, a esto se le conoce como turbidez u opalescencia. La turbidez también es un
pardmetro medible y es usado como un método de cuantificacién de la fase dispersa. La explicacion
formal para la dispersién de la luz en sistemas dispersos se basa en los resultados de la dispersién de
Rayleigh, los cudles no se discutirdn debido a su complejidad y extensién.

Las propiedades cinéticas de un sistema disperso son debidas al movimiento de las particulas de la fase
dispersa en el seno de la fase dispersante. Entre ellas encontramos a la sedimentacion y a la difusién, las
cudles pueden ser usadas para determinar la estabilidad de un sistema disperso, asi como también se
pueden usar para la determinacion del tamafio de particula y peso molecular de la fase dispersa.

En el seno de la fase dispersora, las particulas dispersadas presentan un movimiento aleatorio e irregular
conocido como movimiento browniano, el cual tiene su origen en las colisiones de las moléculas de la fase
dispersa con las de la fase dispersante. La teoria detrds del movimiento browniano fue dada
principalmente por Einstein en términos de la mecdnica estadistica, aunque no se profundizard en el

tratamiento matemdtico, es conveniente revisar algunas de las ideas que se encuentran detrds de éste.

Figura 2-1 Movimiento browniano

Lo primero, es que una particula que se supone esférica, moviéndose en el seno de un medio dispersor, se
ve sometida a una fuerza que se puede dividir en dos componentes: la primera es una fuerza de friccién
debida al arrastre del medio sobre la particula y que se plantea de acuerdo a la ley de Stokes, la segunda
componente es conocida como fuerza de fluctuacion, la cual resulta del bombardeo constante de las
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moléculas de la fase dispersante y que es independiente de la velocidad de la particula. Esta fuerza de
fluctuacidn es una funcidn sélo del tiempo, ademds es necesario que varie mds rdpido que la velocidad de
la particula dispersada (debido a que las moléculas en la fase dispersante son de menor tamafio su
desplazamiento y velocidad son mayores). En base a esto, se obtiene una ecuacién diferencial lineal
estocdstica conocida como ecuacidh de Langevin, cuya solucién es una funcién para la probabilidad de que
la particula tenga una velocidad determinada en un instante de tiempo dado (en un sentido estricto, la
solucion es una funcidn de distribucion de probabilidad para las velocidades). Con base a la solucion se
puede calcular la velocidad promedio de las particulas de la fase dispersa. Ademds si la ecuacién se
transforma en términos del desplazamiento de las particulas, se puede obtener la ecuacién para el
coeficiente de difusidn.

La difusién es un fendmeno de transporte de masa dentro de una mezcla, siendo su fuerza impulsora
gradientes de concentracion, los cudles se originan localmente en la fase dispersora debido al movimiento
browniano de la fase dispersa. Debido a esto, la difusién se considera como un proceso irreversible y
puede ser estudiado en el marco de la termodindmica irreversible lineal (siempre que se asuma que el
sistema no estd muy alejado del equilibrio). La difusion se puede entender como el nimero de particulas

que atraviesan una superficie de un drea unitaria por unidad de tiempo.
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Figura 2-2 Difusién

La ley que gobierna este fenémeno se conoce como ley de Fick y bdsicamente establece que ante
variaciones de la concentracién, el sistema responde mediante un flujo de masa que busca restablecer la
homogeneidad dentro del medio, lo que conlleva cumplir con la segunda ley de la termodindmica, la

ecuacién bdsica de la ley de Fick es la siguiente:

-0l

La constante D es conocida como coeficiente de difusion. La ecuacién para el coeficiente de difusion

mediante la teoria del movimiento browniano es:

AZ 2.2
D=(—
At

Donde A representa el desplazamiento promedio de la particula (en una dimensién). Se puede deducir otra

ecuacién para el coeficiente de difusion, la cual involucra un desplazamiento promedio en un tiempo
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determinado debido a la aleatoriedad del movimiento browniano de la fase dispersa y su deduccién se le

atribuye a Einstein:

kT
D= ( ) 2.3
6Tma

El tamafio de particula se puede determinar mediante la difusidn cuando se hace que un sistema disperso
difunda dentro de un segundo medio, para esto es necesario medir el tiempo que tarda el flujo de masa en
homogeneizarse dentro del medio resultante. Bajo estas condiciones, la ecuacién de Einstein es
fdcilmente aplicable y se puede combinar con aquella deducida de la teoria del movimiento browniano para
calcular el radio de las particulas en la fase dispersa. Debido a que el frente de avance del flujo no
siempre estd bien definido, estas mediciones ho son siempre confiables, por lo que son poco usadas.

La siguiente propiedad cinética es la sedimentacidn, la cual se basa en la atraccién gravitacional que
sufren las particulas de la fase dispersa, ocasionando que una de las fases que forma al sistema disperso

se asiente en el fondo del recipiente. La imagen siguiente representa al fenémeno de sedimentacidn.

Figura 2-3 Sedimentacion

En un sistema disperso las particulas de la fase dispersa, pueden ser mds densas que las del medio o
menos densas que el medio. Cuando la fase dispersa es de mayor densidad que la dispersora, la accién de
un campo gravitacional causa que ésta se coloque por debajo de la fase dispersora, en caso contrario, la
fase dispersa se colocard por encima del medio dispersor; sin importar cual fase se encuentre en el fondo
del recipiente, la separacién de ambas fases suele en general estar bien definida debido a la aparicion de
una interfase visible a simple vista. La velocidad de desplazamiento de la fase dispersa, se conoce como
velocidad de sedimentacidn y en general su valor depende de la masa de las particulas que componen dicha
fase, asi como de la viscosidad del medio. Este fenémeno ayuda a explicar la diversidad que hay en los
periodos de estabilidad de las dispersiones coloidales, los cuales pueden ser desde unas cuantas horas
hasta afios.

En el caso de la sedimentacidn, suponiendo que la fase dispersa es la de mayor densidad, las fuerzas que
actidan sobre ésta son la fuerza gravitacional que es la responsable del movimiento hacia el fondo del
recipiente y una fuerza de fricciénh dada por la viscosidad del medio y que se encuentra en oposicién a la
fuerza gravitacional. En el caso contrario, el desplazamiento de la fase dispersa se da hacia arriba, siendo

la fase dispersante la que por accién de la fuerza gravitacional se dirige al fondo, fambién estard
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presente una fuerza de friccidn dada por la viscosidad del medio, al igual que en el caso anterior, dicha
fuerza estd en oposicién a la fuerza de gravedad, ddndose en la direccién del movimiento de la fase
dispersa. Independientemente del caso, cuando ambas fuerzas se equilibran, las particulas dispersas,
supohiendo que poseen simetria esférica, adquieren una velocidad constante dada por la ecuacion de

Stokes:

_2r2g(p — pm) 2.4
p= 9P Pm)
9In

Donde r es el radio de la particula, g la aceleracién de la gravedad, p la densidad del liquido, pm la

densidad de la solucién y nh la viscosidad del disolvente.

A través de mediciones de la velocidad de sedimentacién es posible la determinacién del peso molecular y
el tamaiio de particula, desgraciadamente como ya se menciond, la sedimentacion es un proceso muy lento,
lo que dificulta las mediciones experimentales. Para sobrepasar este obstdculo se hace uso de la
centrifugacion, lo que acelera el proceso de sedimentacidn.

Las propiedades cinéticas, con base en lo revisado, pueden ayudar a explicar la estabilidad de una
dispersién coloidal, debido a que aunque la fase dispersa tienda a la sedimentacidn, la difusién tenderd a
contrarrestarla cuando se establezcan gradientes de concentracion que resultan de la aglomeracion de
las particulas en el fondo, ddndose nuevamente su dispersion en el medio. Por esta razén, se dice que los
sistemas dispersos presentan una estabilidad cinética la cual impera sobre los efectos termodindmicos,
explicdndose asi, que un sistema disperso pueda mantener su estabilidad por largos periodos de tiempo

aunque eventualmente se de la separacidn.

2.3 Modelo de la doble capa eléctrica (DCE)

Los sistemas coloidales no son sistemas termodindmicamente estables y aunque la mezcla puede
conservarse por periodos prolongados de tiempo, en algin momento ocurrird la separacién de las fases. Al
formar la mezcla entre ambas fases, se debe aplicar energia para crear la dispersién, cuando esto sucede
se amplia la superficie en la interfase, aumentando a su vez la energia libre de Gibbs superficial con un
consecuente incremento en la energia del sistema. Para ganar estabilidad, el sistema debe disminuir su
energia, logrdndolo cuando las particulas dispersadas se unen formando una sola fase, lo que a su vez
reduce la superficie en la interfase ocurriendo de esta forma la separacién.

Tomando esto en cuenta, las propiedades cinéticas sélo dan una explicacién parcial de la estabilidad de un
sistema disperso, ya que debido al movimiento browniano las particulas de la fase dispersa colisionarian
eventualmente entre ellas formdndose un agregado de mayor tamafio, pero mds estable que las particulas
individuales debido a la reduccién de la interfase y con ella de la energia libre superficial. Por supuesto, al
transcurrir el tiempo este agregado aumentaria sus dimensiones por colisiéh con otras particulas de la

fase dispersa, ddndose asi la formacién de un medio continuo diferente de la fase dispersante.
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Considerando lo discutido en la seccién anterior, la difusién actuaria como un mecanismo que previene la
aglomeracién. Sin embargo, con solo este hecho no podemos explicar que las particulas de la fase dispersa
tarden en formar agregados estables o que dichos agregados no se disocien. Para poder explicar las
condiciones de formacion y estabilidad de estos agregados se debe recurrir a las propiedades eléctricas
de los sistemas dispersos, Cabe mencionar que la estabilidad de un sistema disperso estd en funcidn del
uso que se le vaya a dar, como por ejemplo una emulsién usada para fabricar un alimento, por lo que
podemos modificar la estabilidad de un sistema disperso si modificamos sus propiedades eléctricas.

Para poder dar una explicacion satisfactoria de la contribucién de las propiedades eléctricas a la
estabilidad, hay que tomar en cuenta la haturaleza de la particula dispersada. En este rubro, ya se ha
hecho mencién de la existencia de sistemas dispersos liéfilos y liéfobos. Como en los sistemas dispersos
li6fobos se tiene una interaccién débil con el disolvente, la estabilidad eléctrica se centra en el balance
de las fuerzas de atraccion entre particulas dispersadas y las de repulsion con la fase dispersante. Las
fuerzas atractivas son fuerzas del tipo dipolo-dipolo inducido, dipolo-dipolo y fuerzas de dispersidn,
mientras que las fuerzas de repulsién tienen origen en el fenémeno de la doble capa eléctrica (DCE), que
serd el objeto de esta seccidn. La estabilidad del sistema disperso estd dada por la suma de todas las
fuerzas repulsivas y atractivas que estén presentes y para que el sistema disperso sea eléctricamente
estable, deben predominar las fuerzas repulsivas. Por otro lado si predominan las fuerzas atractivas el
sistema disperso se vuelve inestable. La estabilidad de los sistemas dispersos liéfobos se describe mds a
detalle en la teoria DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek), la cual por su extensién no se
desarrollard, aunque ya se han expuesto las ideas principales.

En el caso de los sistemas dispersos liéfilos, al ser favorable la interaccion con el disolvente, el
tratamiento se vuelve mds complejo y la explicacidn de la estabilidad se centra en la DCE. Para empezar a
explicar este fendmeno se debe tomar en cuenta que, al encontrarse dispersadas, las particulas
coloidales pueden adquirir una carga neta superficial que se encuentra directamente en funcién de su
naturaleza. Para poder dar una explicacién adecuada a esto se han propuesto varios mecahismos:

1.- Tonizacién de grupos superficiales.

2.- Adsorcidn de iones, ya sea agregados a la mezcla o que sean parte de la solucién.

3.- Disociacién de complejos formados en la superficie como producto de una reaccidén entre la particula
dispersa y el disolvente.

Esta carga superficial, genera una repulsién entre particulas con la misma carga, explicando asi, que la
formacion de agregados en la fase dispersa no se dé inmediatamente. Por otro lado, si se forman cargas
eléctricas dentro del sistema disperso, debido al principio de electroneutralidad se debe tener el mismo
nimero de cargas de signo opuesto, las cuales se producen en base al mecanismo con el que la particula
haya obtenido su carga superficial. Estas cargas de signo opuesto se ven atraidas hacia la superficie
cargada formando una capa alrededor de la particula coloidal, la que a su vez atrae a otras particulas de
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signo contrario formdndose la DCE alrededor de la particula dispersa. Debido a la DCE, cuando las
particulas colisionan como producto del movimiento browniano, realmente lo que colisiona son sus DCE’s,
impidiendo la formacidn de agregados que desestabilicen la mezcla (a menos que la energia de la colision
sea lo suficientemente grande para vencer las fuerzas de repulsién o que por algiin método se reduzca el
espesor de la DCE).

Al tratar a la DCE, lo mds importante es conocer como el potencial eléctrico generado por la carga
superficial varia con la distancia, ya que dependiendo de su magnitud es el espesor de la DCE. Por
comodidad el andlisis de la DCE, se realiza suponiendo que la particula coloidal es esférica y posee carga
positiva.

La primera teoria que intentd elucidar la estructura de la DCE fue dada por Helmholtz y Perrin. En ella,
se supohen a los iones negativos a una distancia "d" alrededor de la particula positiva, formando una capa
compacta y fija la cual neutraliza la carga superficial. Segin el tfratamiento de Helmholtz, la situacién se
puede modelar como un condensador de placas paralelas, lo cual sélo puede ser vdlido si el radio de
curvatura de la particula es mucho mayor que el de los iones que forman la capa compacta. El lugar
geométrico que ocupan los centros de los aniones se le conoce como plano interno de Helmholtz. A

continuacién se muestra una esquematizacién de la DCE segin Helmholtz.

Disolucitn

Plano de
Helmhaltz

Figura 2-4 Doble capa de Helmholtz

Para poder modelar el potencial en la DCE, primero se presentan algunas ecuaciones (cabe mencionar que
las ecuaciones de este andlisis estdn en unidades C6S y no SI). De la electroestdtica, se tiene que
cualquier medio neutro debe cumplir con la ecuacién de Laplace:

V2@ =0 25

Sin embargo, en las cercanias de una regidn cargada que posee una densidad de carga p, la ecuacion de

Laplace deja de cumplirse y es necesario utilizar la ecuacion de Poisson:

vy = — (4n 9 2.6

La cual para un plano infinito con carga se reduce a:

2.7
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d?Y 4mp
dr2 ¢

Para resolver de forma analitica la ecuacién 2.4 se deben hacer algunas suposiciones, la primera es que la

superficie posee un potencial constante, la segunda es que el potencial es cero en el plano interno y por
(ltimo, que al no haber cargas entre el plano interno y la superficie, la ecuacién se reduce a la ecuacidn
2.2. La infegracién de la ecuacion 2.4 junto con las condiciones a la frontera (ver ref. 19 y 17) da la

funcién de potencial:

p =y, (1—2) 28

Siendo "d" la distancia que hay entre la superficie y el plano interno de Helmholtz, "x" la distancia y ¥, el
potencial de la superficie, el cudl varia de forma lineal con la distancia.

Sin embargo, la suposicién de que entre el plano interno y la superficie no se tienen cargas no concuerda
con las observaciones experimentales, por ello, este modelo no es capaz de dar cuenta de fenémenos
como la electroforesis y la electroésmosis, de hecho, de acuerdo a la propuesta de Helmholtz, ambos
fenémenos serian imposibles. La siguiente imagen ilustra la variacidon del potencial en la DCE segtn

Helmholtz (aqui el potencial se representa como ).

¢
be

D |
d x

Figura 2-5 Variacion del potencial con la distancia en el modelo de Helmholtz

El siguiente modelo de la DCE es el propuesto por Gouy y Chapman. En este modelo, la particula cargada
positivamente atrae contraiones que se colocan alrededor de la particula cargada, con lo que establecen
una region de carga neta en forma de una capa de carga contraria y mayor a la del ion central, empero
esta capa no es fija y compacta como la de Helmholtz, sino mds bien es como una nube de carga de limites
difusos. A su vez, la distribucién desigual de las cargas dentro de la dispersién, ocasiona que el exceso de
cargas positivas, se coloque alrededor formando una capa mds extensa de coiones, los cuales estdn
sujetos a la agitacidn térmica del medio y balancean la carga total para conservar la electroneutralidad.

A la capa que se forma alrededor de la particula cargada se le conoce como atmésfera idnica, mientras
que a la capa que balancea la carga de la atmésfera se le conoce como capa difusa. Por esta razén al
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modelo de Gouy-Chapman se le conoce como modelo de la doble capa difusa. Como se menciond
anteriormente, lo mds importante al tratar con la DCE es conocer la funcién que da el potencial eléctrico
con la distancia. Por ello, se desarrollardn algunos de los aspectos cuantitativos de esta teoria. La imagen
que se presenta a continuacion es un esquema de la DCE segtn Gouy y Chapman, por simplicidad se ha

omitido la representacién de la atmésfera idnica de cada ion.

® ®
©

02%0 %0
0 @
e ©
® @

®
®

@

———Capa ditusa

Figura 2-6 Doble capa de Gouy-Chapman

La superficie cargada positivamente posee un potencial o, el cual genera un potencial eléctrico y a una
distancia "x" de la superficie, decreciendo conforme aumenta la distancia hasta volverse cero en el seno
de la dispersidn. La energia potencial de un ion sometido al campo eléctrico de la superficie cargada, estd
determinada por el producto zey, siendo z la carga del ion y “e" la carga fundamental.

La densidad de carga para un nimero "n" de iones se obtiene realizando la suma algebraica de todas las

= 2.9
P =eZnizi .
i=1

Si se integra la densidad de carga en todo el espacio, tenemos el exceso de carga dentro de la solucién, la

cargas presentes:

cual se relaciona directamente con la carga superficial, siendo de la misma magnitud que ésta pero de

az—fpdx

El siguiente paso consiste en suponer que la distribucién de los iones alrededor de la superficie cargada

signo contrario.

obedece la distribucién de Maxwell-Boltzmann:

0 _(zielll) 2.10
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Al sustituir 2.7 en 2.6 y esa a su vez en la ecuacién 2.3 se obtiene la ecuacién Poisson-Boltzmann:

n
eV
V2 = — (_47'[6) Z Zl-n?e—(zke’l" ) 2.1
&

i=1

La ecuacidn 2.8 es una ecuacién diferencial parcial no lineal, por lo que en general ho se puede resolver de
forma analitica teniéndose que recurrir a soluciones numéricas. Una primera aproximacion para resolver
esta ecuacidn es linealizarla como lo hicieron Debye y Huckel en su teoria de coeficientes de actividad en
soluciones iénicas. En este tratamiento, se supone que la energia cinética de los iones es mucho mayor que
la energia potencial, por lo que se puede desarrollar en serie de Maclaurin en torno al y=0. Al realizar la
serie de potencias y retener sélo los primeros dos términos (se considera que los términos superiores

contribuyen poco a la suma):

n

n oo
4me z;e\" vy

ro--(Z)(Sm 3 o)) [
i=1 0 )

dme [~ 4me?\ (v 213
v == (o) e )+ | (e ) 2t v ) L2

i=1 i=1
El primer término a la izquierda en 2.10, corresponde a la suma algebraica de las cargas, la cual debido al

principio de electroneutralidad debe ser cero, con lo que la ecuacién 2.8 se reduce:

n
4me?
VY = ( kTg) Zn?ziz ' 2.14

i=1

Al agrupar las constantes se obtiene el érmino »?:
2 n
W2 = dme n0,.2 2.15
kTe )\ L 7

V2@ = 2y 2.16

Quedando finalmente la ecuacién:

La ecuacién ahora es una ecuacidn lineal, por lo que el siguiente paso para resolverla, es suponer que la
densidad de carga es uniforme en toda la superficie y debido a que la particula se ha supuesto esférica,
la atmésfera idnica debe ser también esférica, por lo que se realiza una transformacion de coordenadas
sobre la ecuacién, tomando que el origen se encuentra en la particula positiva. Debido a que el potencial

sélo es dependiente de la distancia, la parte angular de la ecuacién se anula, quedando:
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r2 \dr 7ﬂdr =

(O] v
r2 \dr r dr e = 217

Al resolver esta ecuacién y aplicar las condiciones a la frontera (el potencial debe anularse cuando la

distancia se hace infinitamente grande y que el potencial se haga infinito conforme la distancia se hace

cero) (ver ref. 19 y 17), la funcién para el potencial eléctrico queda como:

w=£fw 2.18
r

Como se puede apreciar, la solucidén decrece muy rdpido conforme aumenta la distancia e incluye al
pardmetro . La interpretacion fisica dada a x, es la magnitud del apantallamiento del potencial en la capa
difusa conforme aumenta la distancia hasta que el potencial se hace cero a una distancia lo
suficientemente grande, asegurando asi un tamafio finito para la DCE. Al revisar la ecuacién 2.12, se
observa que conforme aumenta la concentracién de iones o la carga de una especie, fambién aumenta el
valor de », resultando en un mayor apantallamiento y en consecuencia el decrecimiento del potencial con
la distancia se hace mds pronunciado. Por otro lado, el inverso 1/x se conoce como longitud de Debye y se
asocia con el tamafio de la atmésfera idnica, en base a lo anterior, entre mayor sea x, menor es el inverso,
por lo que el tamafio de la atmdsfera idnica disminuye tanto con la concentracién como con la carga de los
iones presentes.

Desgraciadamente, el tratamiento de Debye-Huckel, a pesar de introducir conceptos valiosos, no
describe adecuadamente la variacién del potencial, debido a sus suposiciones de que la energia potencial
es menor que la energia cinética de los iones y a que trata a los iones como cargas puntuales. La primer
suposicidn, es una situacién que prdcticamente no se da en la quimica coloidal, donde es mds comun que la
energia potencial sea mayor que la energia cinética.

Con esto en mente, se debe buscar una alternativa para obtener una solucién analitica de la ecuacion 2.11.
Esto se puede hacer suponiendo nuevamente que el radio de curvatura de las particulas dispersas es
mucho mayor que el de los iones que la rodean y recordando que el tamafio de las particulas dispersas es
mayor al de los dtomos, esta suposicidn no resulta ilégica, aunque esto seria mds adecuado en el caso de
un electrodo. Con base en esto, se puede reducir la ecuacion 2.11 a la ecuacién 2.7.

Por simplicidad, se supondrad que el electrolito es simétrico y aunque esto no es una restriccién necesaria,
simplifica el tratamiento matemdtico. Con esta suposicidéh y tomando que la distribucién de los iones
obedece a una distribucion de Maxwell-Boltzmann, la expresion para la densidad de carga es:

p=ze(nt —n")

2.19

—_y ) h(zeW)
p = —2zen, sin T
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Al sustituir 2.19 en la ecuacién 2.7:

2.20

d*W —8mzen, h(zell’)
dr? st kT

Si se utiliza la identidad:

)@ -6 &)
dr?z J\dr) \2/)\dr/\adr
Se puede transformar la ecuacién de manera que la integracién se vuelve sencilla. Aplicando las

respectivas condiciones a la frontera, el resultado de la primera integracién da la ecuacion de primer

orden de variables separables:

(d‘I’) _ 32nngkT \ | h(zeW) 2.21
dr S 2kr

Al resolver 2.21 mediante integracién y aplicar las condiciones de frontera (ver ref. 1,9 y 17), se obtiene

la solucién final:

ze¥ zeW, 222
()
tan AKT tan AkT e
Si se trata con potenciales pequefios, se puede hacer la aproximacién tanh (p) = p para obtener:
4kT zeW¥,
W — (_) [t h( )] —x(x—d) 2.23
ze ) 1" \aker )1

La solucién mds general para el potencial, aunque nho es una funcion sencilla, con un examen cuidadoso, se
observa que ftambién decrece rdpidamente con la distancia y tiene un mejor poder predictivo que la
solucién en la aproximacién de Debye-Huckel. A continuacidn se ejemplifica el comportamiento de la

solucidn general.

Ye

X
Figura 2-7 Variacién del potencial con la distancia en modelo de Gouy-Chapman
A pesar de las mejoras, esta solucidon sigue sin poder representar adecuadamente los resultados
experimentales, debido principalmente a que sigue tratando a los iones como cargas puntuales. Como
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consecuencia, segln las predicciones de las ecuaciones, los iones pueden acercarse mds a la superficie de
lo que en realidad son capaces, dando valores muchos mds altos que los reales para el potencial dentro de
la DCE. Por ello a pesar de ser una mejora sustancial frente al modelo de Helmholtz-Perrin todavia es
insuficiente para dar explicacién a la DCE y su estructura.

La ecuacién de Poisson-Boltzmann (2.11) también puede ser resuelta analiticamente para el caso de una
particula esférica, pero se limita sélo a los casos en que la atmésfera idnica sea muy delgada. En caso
contrario, se deben utilizar métodos numéricos para su resolucién.

El dltimo modelo que se describird es el formulado por Sterny ampliado por Grahame. Este modelo para
la DCE bdsicamente combina el tratamiento de Helmholtz-Perrin con el de Gouy-Chapman. La diferencia
en el fratamiento de Stern, se basa en dos prerrequisitos: los iones tiene un tamafio finito, siendo asi el
radio iénico, la distancia mdxima a la que se pueden acercar a la superficie; el segundo es que hay fuerzas
no eléctricas de interaccién especificas con la superficie. Estos requisitos se cumplen al suponer que en la
superficie cargada ocurre una adsorcidn (quimisorcidn) de contraiones asi como de moléculas de
disolvente de acuerdo a la isoterma de Langmuir, formdndose una capa compacta y fija (como predecia
Helmholtz) alrededor de la cual, por el movimiento térmico, se forma una capa difusa a manera de
atmdésfera idnica que balancea completamente la carga de la superficie (como en el tratamiento de Gouy-
Chapman).

En este modelo, se distingue entre dos planos de iones cerca de la superficie: el plano interno de
Helmholtz y el plano externo de Helmholtz. El primero se identifica con el grosor de la capa compacta (al
igual que en el modelo original de Helmholtz), mientras que el segundo es la zona donde empieza la capa
difusa. Al ser este modelo mds complejo que los anteriores, no se realizard el desarrollo matemdtico
completo, aunque no por ello se dejard de presentar las ecuaciones fundamentales. La primera serd la

ecuacién de la isoterma de Langmuir aplicada a la adsorcién de los iones (ver ref. 1)

o5 Nseze'P+<p/kT

— 2.24
oo T 14+ Nsezelll+<p/kT

La ecuacidn 2.24 es importante, ya que a través de ella se puede calcular la densidad de carga superficial
que origina la DCE a partir del nimero de iones adsorbidos y viceversa. De acuerdo a este modelo, la
carga superficial es del mismo valor absoluto, aunque de signo contrario, a la suma de la carga de la capa
compacta y la capa difusa, las cuales se pueden calcular si se conoce la funcidn que da el potencial. En
este punto el problema es, que el modelo de Stern tiene diversas ecuaciones para encontrar el potencial
eléctrico, porque al combinar los modelos anteriores se originan zonas donde la distribucién de iones es
diferente, ocasionando que el potencial en cada zona se comporte de forma diferente. Para dar las
ecuaciones de cada zona, lo primero es plantear adecuadamente la situacién fisica, tomando esto en
cuenta, se debe notar que el potencial en la superficie es constante, encontrdndose alrededor de ésta una

zona considerada libre de cargas con una constante dieléctrica que puede diferir de la del medio, después
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de esta zona libre de carga, se tiene a la capa compacta (delimitada por el plano interno de Helmholtz),
posteriormente se encuentra nuevamente una regidn libre de carga donde la constante dieléctrica puede
volver a cambiar y por Ultimo estd la fase dispersante donde se encuentra a la capa difusa (delimitada por
el plano externo de Helmholtz).

En la primera regién libre de cargas la ecuacién 2.6 se reduce a la ecuaciéh 2.5 y su solucién es (ver

ref.9):

L
Donde & es una constante dieléctrica promedio que viene dada por:
1 1 dx 2 26
a B Efo (x)1

La solucidn para la segunda region libre de cargas, es similar a la ecuacién 2.25, diferencidndose en los

limites de integracion, siendo la funcién de potencial (ver ref.9):

&2

d—b>b
'lui - llUd = —0g4 ( ) 2.27
Donde &, es una constante dieléctrica promedio que viene dada por:

11 fd dx s
& d-—bl, e(x), :

Antes de terminar el andlisis de la capa compacta, se debe mencionar, que las constantes dieléctricas

promedio no son necesariamente iguales y que la variacién de una zona a otra puede ser muy brusca y de
hecho puede presentarse una discontinuidad en la constante dieléctrica dentro de la DEC y de la
dispersién. Aunque matemdticamente esto puede causar dificultades, es necesario fomar en cuenta que

por la diferente distribucién de iones en cada zona, la constante dieléctrica local puede variar.

2

gsuperf'ice

solucion

E; gbz

0 d x

Figura 2-8 Variacién de la constante dieléctrica entre la superficie y la solucién segiin el modelo de Stern (por
conveniencia solo se representa la primer region)

Para la zona de la capa difusa, se supone que el modelo de Gouy-Chapman y su solucién para la superficie

plana infinita siguen siendo vdlidos, por lo que ya no es necesario hacer nuevamente el desarrollo. Algo
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muy importante, es que el modelo de Stern, predice que el potencial dentro de la DCE varia rdpidamente
en la zona de la capa compacta (aunque no necesariamente de forma continua como se vio del tratamiento
expuesto anteriormente), mientras que en la zona de la capa difusa varia lentamente. El modelo de Stern
ha probado dar una visién mds realista de la DCE y los modelos posteriores se basan en las ideas de Stern
para su desarrollo. Aunque este andlisis de la DCE termina con el modelo de Stern, podemos mencionar
que los modelos posteriores, bdsicamente varian el tipo de adsorcién que ocurre en la superficie, es decir,
consideran que pueda haber una adsorcién selectiva o consideran que la adsorcién obedece a una isoterma
diferente de la Langmuir, ademds en algunos casos puede ser que también resuelvan de forma numérica la

ecuacién de Poisson para dar una mayor exactitud del potencial en la capa difusa.

Plano de
W, Helmholt
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|
[ |
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. “_h
d x

Figura 2-9 Variacién del potencial con la distancia en el modelo de Stern-Grahame

La importancia de la DCE y su estructura radica en su papel central cuando se explican las propiedades
eléctricas, de las cuales la mds importante es el potencial zeta (7), el cual es el potencial en el plano de
cizalla y es una medida de la estabilidad eléctrica del sistema disperso. El plano de cizalla, es un plano
imaginario que separa a los iones capaces de moverse junto conh la particula de aquellos iones que se
desplazardn alrededor de la particula y los iones que se mueven junto con ésta.

La razén de que se le llame plano de cizalla (o de esfuerzo o corte), es que para poder mover a la particula
junto con los iones que la rodean, es necesario realizar un trabajo para desplazar a la fase dispersante y
a los iones que no se mueven junto con la particula, asi, se puede visualizar al plano de cizalla como la
forma de delimitar una especie de envoltura que rodea a la particula y su capa fija de iones.

El potencial en este plano imaginario dicta la estabilidad de una particula dispersada y la manera en que se
dan las interacciones electroestdticas, porque determina el potencial de repulsién entre las particulas
dispersadas de la misma naturaleza, asi si el potencial { es grande, el sistema disperso es eléctricamente

estable, ya que para que ocurra la agregacidn de particulas se debe vencer la energia de repulsién. Por el
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contrario, si el potencial es pequefio, la energia de repulsion también lo es y es mds fdcil que se dé la
agregacion de particulas.

De acuerdo a la teoria de Stern, el plano de cizalla se encuentra separando a la capa compacta de la
difusa, debido a que es ésta la que se adhiere a la superficie, debiéndose mover con ella; pero en realidad,
el plano de cizalla se ubica en una zona intermedia abarcando tanto la capa de Stern como una parte de la
capa de Gouy (figura 2-8), porque hay algunos iones de la capa difusa capaces de moverse junto con la
particula dispersada debido a que las fuerzas de atraccién son suficientes para mantenerlos en la
cercania de la particula. Asi, la magnitud del potencial { se puede relacionar directamente con el espesor
de esta regién de la DCE, por lo que si el potencial es grande, el espesor es grande y la cantidad de iones
es mayor y viceversa, lo que explica que las particulas se repelan evitdndose la agregacién. También esto
explica que la adicién de electrolitos o un aumento en la concentracién de la fase dispersa desestabilicen
al sistema: se comprime la DCE por la existencia de un mayor nimero de especies cargadas y el potencial

{ disminuye, haciéndose mds fdcil la agregacién por el predominio de las fuerzas de Van de Waals.

)
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Plane de cizalla de la doble capa
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E“"""“"“‘"’“‘“"‘“\. s
| superficie inferior de ko ‘
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Mayor porte :
de la solucion

— — —
— “Distoncia desde lo superficie de la particula

Figura 2-10 Doble capa de Stern-Grahame

Debido a que el plano de cizalla predicho por la teoria de Stern, en general, no coincide con la verdadero

plano de cizalla, el potencial  no siempre coincide con el experimental, sin embargo es capaz de dar
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cuenta de éste (a diferencia de la teoria de Helmholtz) y debido a la estructuracién que plantea de la
DCE hace mds sencilla su visualizacién.

La existencia de la DCE, es responsable del comportamiento de una fase dispersa en la presencia de un
campo eléctrico, esto se tratard con mayor detalle en el siguiente capitulo, pero se puede adelantar que
la DCE tiene dos efectos. En un campo eléctrico, la DCE se mueve en sentido contrario junto con el
liquido, lo que resulta en una fuerza viscosa que frena el movimiento de la particula. Este efecto se
conoce como efecto electroforético y juega un papel importante en la conductividad de las soluciones
como se verd mds adelante. El otro efecto es el efecto de relajacion y tiene que ver con la deformacion
de la DCE en presencia de un campo eléctrico, sin embargo, se pospone su discusién para el siguiente

capitulo.

2.4 Interaccion de una proteina en solucion acuosa

Una de las mayores dreas de interés en el estudio de las proteinas es su interaccién con su medio, pues
sus propiedades se ven fuertemente influenciadas por el disolvente, lo que afecta o determina sus
funciones biolégicas. Debido a esto, se busca una mejor comprensién de la dindmica molecular de estas
moléculas, para lo que es necesario conocer la interaccién proteina-agua. De acuerdo a lo anteriormente
expuesto, las proteinas pueden adoptar diferentes estructuras espaciales de acuerdo a su nivel de
plegamiento. Tratdndose de la estructura globular, en solucién acuosa, como producto del efecto
hidréfobo, los grupos polares de las cadenas laterales se orientardn de forma preferente hacia la
superficie de la molécula. Gracias a esta orientacion, cuando se realiza la dispersion de la proteina en un
medio acuoso, las moléculas de agua interactidan con la superficie, formando una “esfera” de solvatacién y
de acuerdo al pH del medio, los grupos polares (ya sean las cadenas laterales o los grupos amino y
carboxilo terminales) se ionizan, adquiriendo la proteina una carga superficial, la que a su vez origina una
DCE con los iones generados por la ionizacion. Esta dependencia con el pH ocasiona que el ion hidronio sea
de suma importancia en las propiedades eléctricas, porque mediante éste se obtiene un control de la
carga superficial y por lo tanto en la formacién de la DCE, asi como en el valor del potencial {, ademds
jugard un papel importante en la conductividad de las proteinas (el ion hidronio tiene una elevada
conductividad en agua producto del mecanismo de Grotthuss).Se debe mencionar, que la carga superficial
en el caso de las proteinas no es uniforme porque no todos los grupos ionizables estdn a la misma
distancia, ademds de que ho todos generan iones del mismo signo y/o de la misma carga, comportdndose la
proteina como un polielectrolito.

Aunque la electroneutralidad de la solucion se debe conservar, este requerimiento no es necesario en la
superficie y debido a la presencia tanto de grupos catiénicos como anidnicos, la proteina adquiere una
carga neta superficial de acuerdo al tipo de carga predominante. Por otra parte, dada la haturaleza dcido-

base de los aminodcidos, es fdcil concluir que la ionizacién de los grupos superficiales y por lo tanto la
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maghitud, asi como el sigho de la carga superficial, tienen una fuerte dependencia con el pH del medio,
por ello, las proteinas son consideradas moléculas anféteras del tipo anfiprético. Una molécula anfétera
es aquella que puede aceptar o donar protones para actuar como base o dcido respectivamente y que sea
anfiprética significa que la molécula tiene dtomos de hidrdgeno disponibles para donar.

En resumen, la carga neta superficial desde el punto de vista dcido-base depende de la estructura de la
proteina, ddndose por ésta, un predominio de grupos dcidos o bdsicos, los cuales provienen de las cadenas
laterales y de los grupos amino y carboxilo terminales que se encuentran en la superficie donde estardn
disponibles para la ionizacidn, la cual a su vez, estd en funcion del pH de la solucidn.

En base en esto, cuando se tiene una solucidn de proteina en un medio donde no se ha impuesto un pH,
ésta adquirird cierto pH por la ionizacién de los grupos superficiales. Dado que se trata con un
polielectrolito donde la carga superficial es el resultado de la suma de la carga de todos los grupos
presentes, es dificil hablar en términos generales y se debe tener precaucién.

En términos muy generales, al igual que con los aminodcidos, las proteinas poseen un punto isoeléctrico
por debajo del cual la proteina posee una carga predominantemente positiva debido a la protonacién de
grupos bdsicos y la neutralidad de los grupos dcidos (aunque estrictamente esta situacién depende de los
pKa’s de dichos grupos), mientras que si se estd por encima del punto isoeléctrico la carga es
predominantemente negativa, permaneciendo los grupos bdsicos heutros y los grupos dcidos en su forma

anidnica. A continuacién se dan los puntos isoeléctricos de las proteinas presentes en el WPC:

Tabla 2-2 Punto isoeléctrico de las proteinas del WPC

Proteina Punto Isoeléctrico
a-Lactalbdmina 461
p-Lactoglobulina 4.61
Seroalbdmina 5.48
Lactoferrina 8.15

Inmunoglobulina 6 7.95

Los aminodcidos que poseen grupos contribuyentes a la carga positiva son: K, Ry H, ademds del grupo
amino terminal; por otro lado, dentro de los contribuyentes a la carga negativa se tiene a: D,Y,Ey C
junto con el grupo carboxilo terminal. Por lo tanto, si se conoce la estructura primaria de la proteina y los
grupos que estdn expuestos en la superficie de acuerdo al plegamiento en la estructura terciaria (que en
el caso del WPC es globular), se puede hacer un recuento de los grupos contribuyentes a la carga y si
ademds se conocen los pKa’s, se puede calcular la carga superficial mediante una expresién dada por

Skoog y Wichman (Skoog y Wichman, 1986):

= 10®Ka;~pH) - 10(pH-PKa;) 229
z= z N; Z N .
i

1 + 10(pKai—pH) B J 1 + 10(PH-PKa))
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Donde el subindice "i" hace referencia a los grupos que contribuyen a la carga positiva, mientras que el
subindice "j" a los que contribuyen a la carga negativa y N es el nimero de aminodcidos o grupos con pKa;
que contribuyen a la carga en cada caso.

Ya que el WPC es una mezcla de 5 fracciones proteicas, cada una con su propia carga neta, la carga total
del WPC se puede calcular a partir de la suma de las cargas de las proteinas individuales para un pH dado.
Anteriormente se ha mostrado la secuencia de aminodcidos de cada proteina y se sabe que todas las
proteinas son globulares, entonces, ahora es necesario saber cudntos de los aminodcidos y grupos
terminales contribuyentes a la carga se encuentran en la superficie y los pKa’s de cada uno.

Tanto el recuento de los aminodcidos como sus respectivos pKa’s se muestran en las dos tablas dadas a

continuacién (ver ref. 2 y 10):

Tabla 2-3 Recuento de los grupos con carga positiva

Grupo/aminoacido  a-Lactalbdmina p-Lactoglobulina Seroalbimina Lactoferrina Ig6 pKa

Amino Terminal E 1 0] 0 0] 0 9.7
Amino Terminal L 0 2 0] 0 0] 9.6
Amino Terminal D 0 0 1 0 0 9.8
Amino Terminal A 0 0] 0 1 0 9.7
Amino Terminal E

Cadena Larga (Tg6) 0 0 0 0 2 91
Amino Terminal Q

Cadena Corta (Ig6) 0 0 0 0 2 9.7
Lisina K 12 30 59 54 82 10
Arginina R 1 6 23 37 38 125
Histidina H 3 4 17 10 26 6

Tabla 2-4 Recuento de los grupos con carga negativa

Grupo/aminodcido a-Lactalbdmina p-Lactoglobulina Seroalbdmina Lactoferrina Ig6 pKa
Carboxilo Terminal L 1 0 0 0 0 2.4
Carboxilo Terminal I 0 2 0 0 0 2.4
Carboxilo Terminal A 0O 0 1 0 0 2.3
Carboxilo TerminalR 0 0 0 1 0 2.2
Carboxilo Terminal 6

Cadena Larga (IgG) O 0 0 0 2 2.3
Carboxilo Terminal S

Cadena Corta (Ig6G) 0 0 0 0 2 2.2
Acido Aspdrtico D 13 20 40 36 56 3.9
Acido Glutdmico E 7 32 59 40 52 42
Cisteina C 8 10 35 34 36 83
Tirosina Y 4 8 20 21 52 10.1
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Por dltimo, con base en la revision de este mecanismo de formacién de la carga superficial, se puede
discutir en términos generales la formacién de la DCE en una solucién de proteina. La estructura de la
DCE en el caso de una solucidn sin pH impuesto no es sencilla, lo que dificulta aplicar los modelos
revisados. Esto se debe a que en todos, se toman como suposiciones iniciales una superficie
uniformemente cargada y una particula esférica, aunque en el caso de proteinas globulares, si bien la
forma se puede considerar esférica, la carga no se puede considerar uniforme.

La no homogeneidad de la carga se da porque, como se ha mencionado, en la superficie se tienen grupos
ionizables catidnicos y anidnicos, por lo que al darse la interaccion con el disolvente, se producirdn sitios
especificos con carga ya sea positiva o hegativa dependiendo del aminodcido o grupo terminal con el que
se trate, ddndose la carga heta superficial por la suma de la carga de todos los sitios ionizados. La carga
de estos sitios ionizados, produce una DCE local, la cual si se encuentra cercana a una zona con carga
opuesta, complica la estructura de la DCE por la interaccion atractiva de los iones con sighos contrarios,
afectando la distribucién de iones sobretodo en la capa difusa. A menos que ambos sitios estén
demasiado cercanos, las capas compactas se formardn con relativa facilidad, aunque esto no elimina la
posibilidad de interaccién entre capas compactas. Por ello, la formacién de una capa difusa, tal y como se
propohe en los modelos revisado, dependerd al final de la forma que adopte la capa compacta. El resultado
general, se puede visualizar como una serie de DCE’s, formadas independientemente, interaccionando
unas con otras, siendo el resultado final una DCE mds difusa y que se forma de acuerdo al signo de la
carga neta superficial. Dado que la complejidad de la estructura de la DCE depende de cada caso, es
mucho mds sencillo seguir las suposiciones de homogeneidad en la carga superficial.

En el caso de que se imponga un pH a la solucién, aunque la carga todavia no es uniforme, debido a que
persisten las zonas especificas de carga por la distribucién y localizacién de los grupos ionizables, en
general, como una aproximacion, se puede considerar que la carga superficial es uniforme, con lo que la
DCE se puede formar fdcilmente de acuerdo a la estructura revisada. Si no se supone la uniformidad de la
carga, el resultado serd como se ha mencionado una serie de capas compactas localizadas en torno a cada
sitio, las cuales sélo interaccionardn si los sitios se encuentran muy cercanos. Las capas compactas a su
vez geheran una serie de capas difusas, las cuales se podria considerar como una sola, aunque es posible
que haya pequefias separaciones entre ellas.

Si se aplica lo revisado hasta ahora al caso de la proteina de suero de leche, la situacién se complica,
porque se tiene una mezcla de varias proteinas, las cudles no necesariamente poseen el mismo signo y
maghitud de carga superficial, ademds de las posibles asociaciones entre las diferentes fracciones
proteicas, por lo tanto, las propiedades del sistema que se pueden medir directamente son el resultado
de todas las interacciones individuales. Ademds, tomando en cuenta que las cargas superficiales de las
diferentes proteinas pueden ser tanto de signos iguales como contrarios, se pueden dar interacciones
tanto de atraccién como de repulsién.

42



La intensidad de las interacciones dependerd de la magnitud de la carga superficial de los componentes
involucrados y de sus respectivas DCE’s, por lo que se tiene una dependencia implicita con la distancia. Si
dos componentes debido al movimiento browniano, se acercan o fuesen a colisionar, se debe tomar en
cuenta el signo y magnitud de las respectivas cargas superficiales y sus DCE’s para predecir si la
interaccién es atractiva o repulsiva, aunque en general, cuando se de interaccién entre componentes de
cargas opuestas, las fuerzas de atraccién causardn la formacién de agregados que eventualmente

crecerdn en tamafio hasta precipitar.
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3. Puente de impedancias, condensadores y

constante dieléctrica

3.1 Introduccion

La corriente eléctrica es fundamentalmente un flujo de cargas. Generalmente cuando se habla de
corrientes eléctricas, se asume que se trata con el movimiento de electrones, aunque hay otros
portadores de carga capaces de generarla. La corriente eléctrica puede interactuar con la materia y se
acuerdo a dicha interaccidn, los materiales se pueden dividir en tres grupos: conductores,
semiconductores y aislantes.

Los conductores son aquellos que permiten el paso de la corriente. Se dividen en dos tipos: conductores
de 1° clase (conductores en estado sélido) y los de 2° clase (conductores electroliticos). Los conductores
de 1° clase permiten el flujo eléctrico debido a su estructura electrénica, ya que los dtomos al formar la
red cristalina combinan sus orbitales los que, de acuerdo a la teoria del orbital molecular, forman
orbitales enlazantes y antienlazantes. Estos orbitales al estar muy cercanos unos de otros forman un casi
continuo conocido como banda: los orbitales enlazantes forman la banda de valencia y los antienlazantes
forman la banda de conduccién. La diferencia de energia entre ambas es tan pequefia que cuando se aplica
energia (en forma de una diferencia de potencial), los electrones de la banda de valencia pueden pasar
fdcilmente a la banda de conduccién, ddndose la conduccién de la corriente eléctrica. Los conductores de
2° clase estdn formados por electrodos sumergidos en soluciones de electrolitos. Dichas soluciones son
en general acuosas y debido a la disociacién del electrolito se tienen iones dentro de la solucién. Cuando
se genera una diferencia de potencial entre los electrodos aparece un campo eléctrico entre ellos, a su
vez, la presencia del campo ocasiona que los iones migren hacia uno u otro electrodo dependiendo su
carga, siendo este movimiento el responsable el que genera la corriente eléctrica.

Los semiconductores son materiales que presentan una conductividad muy baja, describiéndose a menudo
como materiales con un comportamiento entre un conductor y un aislante, ya que dependiendo de diversos
factores, como la temperatura, se pueden comportar como uno u otro.

Los aislantes son los que no permiten o que casi no permiten el paso de la corriente eléctrica. Este tipo de
materiales pueden presentarse en cualquiera de los 3 estados de agregacidn, en el caso particular de los
sélidos, su baja conductividad se debe a que las bandas de conduccién y valencia estdn muy alejadas, por
lo que es dificil que los electrones puedan pasar a la banda de conduccién. Dentro de este tipo de
materiales, hay una clase especial, que reciben el nombre de dieléctricos. Los materiales dieléctricos, son
malos conductores de la corriente eléctrica y cuando se les somete a un campo eléctrico externo se

produce un campo eléctrico en su interior, se debe mencionar que aunque todos los dieléctricos son
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aislantes, no todos los aislantes son dieléctricos. En estos materiales, tenemos una medida de la facilidad
con la que se puede establecer un campo eléctrico interno, la cual se conoce con el hombre de constante

dieléctrica. En este capitulo se tratard, entre otros, el tema de la constante dieléctrica y su medicion.

3.2 Campo Eléctrico, Energia Potencial Electroestdatica y su relacion con el Potencial
Eléctrico y Diferencia de Potencial

El campo eléctrico (E) es una regién del espacio alrededor de una carga eléctrica en la cual una carga de
prueba experimenta una fuerza eléctrica.

La intensidad de un campo eléctrico en un punto se da en términos de la fuerza por unidad de carga que

experimenta la carga de prueba en dicho punto y su magnitud es:

3.1

E=

Q|

Ya que la definicién de intensidad del campo se hace en base a una carga de prueba, la direccion del
campo eléctrico en un punto del espacio es la misma que corresponderia a la fuerza electroestdtica sobre
la carga de prueba en ese punto, entonces, si una carga es positiva, la direccion del campo eléctrico es
hacia afuera de la carga, es decir, alejdndose de ésta; por otro lado, si la carga es negativa, la direccidn
del campo es hacia la carga. La representacién de la direccién del campo eléctrico se hace tranzando
lineas de tal forma que su direccidn en cualquier punto, sea la misma que la del campo y reciben el nombre
de lineas de campo eléctrico. Por dltimo, un campo eléctrico a una distancia fija tiene la misma intensidad
sin importar la direccidn, es decir, posee simetria esférica y de acuerdo a la definicién de su intensidad y
a la Ley de Coulomb, varia de forma inversamente proporcional con el cuadrado de la distancia.

La energia potencial eléctrica en un punto del espacio, es la magnitud referente al trabajo que se debe
realizar contra el campo eléctrico, producido por una carga eléctrica, para llevar una carga de prueba
desde el infinito hasta dicho punto. Se considera al cero de energia potencial eléctrica cuando la carga
que origina el campo eléctrico y la carga de prueba estdn en reposo y separadas por una distancia infinita.
De la convencién de las lineas del campo eléctrico, la energia potencial eléctrica aumenta cuando la carga
que produce el campo eléctrico es positiva, ya que debe haber una fuerza que mueva a la carga en contra
del campo eléctrico, aumentando su energia y disminuye cuando la carga eléctrica es negativa, porque en
esta situacién es el campo eléctrico de la particula quien suministra la fuerza para transportar la carga
de prueba.

Del concepto de energia potencial eléctrica se desprende el de potencial eléctrico; el potencial eléctrico
en un punto del espacio, es el trabajo por unidad de carga necesario para transportar una carga de
prueba, en contra de las fuerzas eléctricas, desde el infinito hasta dicho punto, es decir, es la energia

potencial por unidad de carga en un punto del espacio.
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Para toda aplicacién prdctica, es mds (Gtil el concepto de diferencia de potencial eléctrico que el de
potencial (estrictamente, el potencial eléctrico también es una diferencia de potencial, pero la diferencia
se da entre el potencial en el infinito, que es cero y el del punto de interés). Diferencia de potencial,
voltaje o tensién eléctrica, es el trabajo por unidad de carga (positiva) que se realiza para fransportar
una carga de prueba desde un punto A hacia un punto B. Cuando la carga de prueba se mueve de un punto
con mayor potencial hacia uno con menor potencial, la diferencia es positiva y la fuerza para mover a la
carga es suministrada por el campo eléctrico, es decir, es el campo quien realiza el trabajo, mientras que
si es negativa, se debe aplicar una fuerza para vencer la fuerza del campo eléctrico y asi mover la carga,

es decir, se debe aplicar trabajo, mientras que si es cero, no hay movimiento de la carga.

3.3 Intensidad de Corriente y Ley de Ohm

Siempre que se somete un material conductor a una diferencia de potencial se produce una corriente
eléctrica. La corriente eléctrica es fundamentalmente un flujo de cargas, el cual se compone de
portadores de carga con una velocidad de deriva media. Si a través de una superficie estdn fluyendo
cargas de modo estacionario, como en la seccidn transversal de un hilo conductor, se define la intensidad

de corriente como:

Pl 3.2
dt

Por convenio, el sentido de la corriente se foma en direccién del flujo de cargas positivas (moviéndose de

mayor a menor potencial), aunque realmente en la mayoria de los casos se trate de un flujo de cargas
negativas en sentido contrario al del paso de la corriente.
Cuando la velocidad con la que pasan las cargas por la superficie varia de un punto a otro es mejor

wenr

considerar la densidad de corriente “j", la cual se relaciona con “i" de la siguiente forma:
i= f j*dS 33

La cual es independiente de la forma de la superficie, siempre y cuando, la superficie elegida corte

completamente la regidn por la que fluyen las cargas. Cuando la densidad de corriente es uniforme, el

resultado de la ecuacién 3.3 es:

i=jx*xA 34

Siendo "A" el drea de la superficie por la que fluyen las cargas.
Como ya se ha mencionado, la corriente es debida al movimiento de portadores de carga con una velocidad
de deriva media y cada portador lleva una carga igual a la carga del electrén (e). Si el nimero de

portadores por unidad de volumen es N, la densidad de corriente es:

Jj = Nev 35

Si se cumple la ecuacidn 3.5, la intensidad de corriente es:

i = NevA 3.6
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Como se puede observar, la intensidad de corriente es directamente proporcional a la velocidad de
deriva media y al nimero de portadores de carga por unidad de volumen, los cuales a su vez, son
dependientes de la diferencia de potencial aplicada. Por ello, debe haber una forma de relacionar a la
intensidad de corriente con la diferencia de potencial aplicada al conductor.
La relacién entre intensidad de corriente y diferencia de potencial viene dada por la Ley de Ohm. Al
aplicar una diferencia de potencial a un conductor se produce un campo eléctrico que provoca un
movimiento de los electrones en direccién de la fuerza provocada por el campo eléctrico, aunque la
trayectoria es al azar. Debido a la trayectoria azarosa, los electrones tienen una velocidad de deriva
neta, ocurriendo choques entre ellos y con la red del sélido, lo que reduce a cero la velocidad acumulada
por efecto del campo externo, ddndose asi, una aceleracidn por la fuerza aplicada.
Como la velocidad de deriva es un promedio, es menor que la velocidad al azar de los electrones y ya que
el tiempo medio entre choques es independiente del campo aplicado, la aceleracién debida al campo
eléctrico es el Unico factor que afecta la velocidad de deriva y como se puede ver de la ecuacién 3.6, la
intensidad de corriente es proporcional a ésta y dada la dependencia entre el campo y la velocidad de
deriva, se puede obtener la relacién de la intensidad de corriente con el campo eléctrico aplicado:

i X E
Para un conductor de re seccién transversal constante y de longitud "L", al aplicar una diferencia de
potencial "V" en sus extremos da lugar a un campo eléctrico uniforme E=V/L. Sustituyendo esta relacién,
se obtiene finalmente que la Ley de Ohm es:

iV

i=VR 37

"en

Donde "R" es la constante de proporcionalidad entre "V* e,"i" y se le conoce como resistencia.
Cuando se tiene un ndmero "n" de conductores de resistencias R1, R2, R3,..., Rn conectados en serie, la
corriente que circula es la misma en todas las resistencias, por lo que la diferencia de potencial total es la

suma de las diferencias de potencial en cada resistencia:

V=ZVn

V=YIiR,

V=iZRn .

Por otro lado, si la combinacién de los conductores es en paralelo, es la diferencia de potencial la que es la

misma para cada resistencia, por lo que:
V= ilRl = iZRZ == ian
i=Yi,

2D RO¥:
TR T R; 3.9

49



3.4 Materiales dieléctricos y constante dieléctrica

De acuerdo al teorema de Gauss, dentro de un material conductor en estado de equilibrio, el campo
eléctrico interno que se genera por la presencia de un campo eléctrico externo (generado por una
diferencia de potencial) debe de ser cero y el campo externo debe ser normal a la superficie del
conductor, para que asi, el mismo nimero de lineas de fuerza que entran al conductor sean las mismas que
salgan de él. Microscopicamente esto significa que los electrones que hayan pasado a la banda de
conduccidn se ven reemplazados por electrones provenientes de la corriente eléctrica, previniendo, en
una situacién de equilibrio, la aparicién de un dipolo permanente que causaria un campo eléctrico interno,
garantizando a la vez la electroneutralidad de la materia.

En los materiales dieléctricos esta situacién no se cumple, es decir, el nimero de lineas que entran al
material no es el mismo nimero de lineas que salen, provocando un campo eléctrico interno por la
reordenacién de cargas (acumulacién de carga en una regién y déficit en otra) y el cual se opone al campo
eléctrico aplicado. A nivel microscépico, este campo es producido por la aparicién de dipolos que provocan
un momento dipolar dentro del material. Los dipolos en el inferior del dieléctrico se generan por
mecanismos de distorsién y de orientacidn, los cudles se dan dependiendo del campo aplicado y la
naturaleza del material.

Dentro de los mecanismos de distorsién se encuentran el electrénico y el idnico. El mecanismo electrénico
consiste en el desplazamiento de las nubes electrénicas de sus posiciones de equilibrio, por otro lado, en
el mecanismo idnico, los dipolos se generan cuando los iones en un cristal se desplazan de sus posiciones
de equilibrio para alinearse a favor o en contra del campo aplicado dependiendo de su carga. Para el
mecanismo de orientacion, se requiere que las moléculas del dieléctrico presenten un momento dipolar
permanente, asi cuando se aplica un campo externo, los dipolos se orientardn con las lineas del campo
aplicado. Estos fenémenos en los que se da una orientacidn por la reordenacion de carga, ya sea por medio
de electrones, iones o dipolos se conocen con el nombre de polarizacidn.

Al existir una polarizacién, se da un vector de polarizacién, el cual representa a los dipolos por unidad de
volumen y que sigue la direccidn del campo aplicado. Al producirse la polarizacién, se genera un campo
eléctrico dentro del material en oposicién al campo aplicado y recibe el nombre de campo de

despolarizacién (Ey,) asf, el campo eléctrico interno total (E;,:) que se genera dentro de la substancia es:

- - -
Ene = Edp+ Eexe

3.10
El campo eléctrico interno que se genera dentro de la substancia y el vector de polartzacrom, se pueden

relacionar suponiendo uha relacién lineal, a través de un pardmetro conocido como susceptibilidad

dieléctrica (x).

3.1

P =€oxEimn;

Donde ¢, es la permitividad del vacio. Sustituyendo la ecuacién 3.10 y despejando a la susceptibilidad:
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I 312

€o (Edp + Eext)

La constante dieléctrica, de acuerdo al electromagnetismo cldsico, se puede calcular a través de la

susceptibilidad dieléctrica como:
e=1+y

Obteniéndose la expresidn:

-

P
e=1+ ————— 3.13

€o (Edp + Eext)

El problema con esta expresidn, es obtener una expresion para P ya que depende de la geometria que se

utilice para representar al sistema. Sin embargo, el vector de polarizacién se puede relacionar con los
dipolos generados a hivel microscdpico. Esto se logra con la polarizabilidad atémica (a) (o molecular
dependiendo la especie), la cual estd en funcién del campo eléctrico local sobre el dtomo (o molécula) que

genera el momento dipolar:

ﬁ = aEpca 3.14

La ecuacidh 3.14 es para la polarizabilidad de un dtomo o molécula de forma individual, por lo que el vector

de polarizacién se puede representar como la suma de todas las polarizaciones individuales:

pP= z N;p; = z NiaiEypcq; 3.15

Donde las N; son la densidad de los atomos o moléculas en la posicién i, la ecuacidn 3.15 se puede sustituir

en la ecuacion 3.13 para obtener:

2 NiaiEjocar; 3.16
EO(Edp + Eext)

Esta dltima ecuacion hace evidente que la constante dieléctrica tiene relacién con la polarizabilidad de

una substancia, por lo que la constante dieléctrica es un reflejo de su polarizabilidad.

Cuando el campo aplicado es una funcién arménica del tiempo, lo que sucede cuando se trabaja con
corriente alterna, la constante dieléctrica deja de ser una constante y se convierte en una funcién
compleja que depende de la frecuencia del campo aplicado.

Al aplicar a una substancia un campo externo que varia en el tiempo, la polarizacion dentro de la
substancia dependerd de la frecuencia con la que varia el campo ya que los diferentes mecanismos de
polarizacién no son instantdneos, sino que requieren de un tiempo finito para establecerse. Asi, mientras
que la parte real de la funcién sigue relacionada con la capacidad de polarizacién de la substancia, la parte
imaginaria se relaciona con el desfase entre la aplicacion del campo y el tiempo para que ocurra la
polarizacién entre 2 inversiones sucesivas del campo, por lo que se relaciona con la absorcién de energia

por parte de las particulas de la substancia para orientarse con el campo externo. La relacidn entre
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ambas magnitudes es conocida como tangente de pérdidas, la cual representa la energia que pierde el

dieléctrico en el proceso de reorientacién con el campo.

3.5 Corriente Alterna. Tensiones Sinusoidales
La corriente eléctrica como se ha analizado hasta el momento, posee una intensidad constante en el
tiempo, sin embargo, se puede hacer que la intensidad de corriente varie con el tiempo. De acuerdo a ley

de induccién de Faraday, en una bobina de N espiras y drea A girando a una velocidad angular w en un

campo magnético uniforme B se induce una FEM:
3.17

e = NAw sin wt

Esta bobina girando a una velocidad constante w es una fuente de FEM que puede utilizarse para
suministrar tensién eléctrica a un circuito. La ecuacién 3.17 se puede reescribir como:
& = g Sinwt
O bien, puesto que la FEM da lugar a una tensidn entre extremos del circuito se puede escribir:
V =V, sinwt
Siendo Vo la amplitud de la onda, w una pulsacién que es igual a 2nf (siendo f la frecuencia) y el

argumento wt la fase de la tensidn.
AV, |
Amplitud

Tiempo

Periodo

'i____
Y

Figura 3-1 Corriente Sinusoidal

Aunque se puede usar al coseno u otras formas mds complejas para expresar la tension, resulta que una
gran parte de las aplicaciones de la corriente alterna aparecen en tensiones e intensidades sinusoidales.
Ademds, al estudiar el comportamiento de un circuito frente a variaciones con el tiempo mds complicadas,
se realiza un andlisis de la variacién temporal por medio de efectos superpuestos apropiadas de senos y

cosenos.

3.6 Elementos de circuito en corriente alterna

Un circuito eléctrico es una interconexidén de componentes eléctricos como fuentes, resistencias,
condensadores, inductores, interruptores, diodos, etc., con al menos una trayectoria cerrada.

Con anterioridad, se han planteado algunos conceptos bdsicos de electricidad, a partir de los cuales se

puede desarrollar un breviario de la teoria de circuitos a. En esta secciéh se tratard exclusivamente el
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comportamiento de ciertos elementos de circuito (resistencias y condensadores) cuando se utiliza
corriente alterna. Se supondrd que la tensién aplicada varia con el tiempo de forma sinusoidal.

El primer elemento a analizar es el resistor. Un resistor es un elemento de circuito utilizado para
introducir un valor de resistencia determinado en un circuito, el diagrama de circuito para un circuito

formado por sélo un resistor es:

Figura 3-2 Diagrama de un resistor

Anteriormente, se ha hecho mencién de que la resistencia es una constante, por lo que si la intensidad de
corriente es sinusoidal, el voltaje fambién lo serd y viceversa, por lo que un resistor no cambia la fase del
voltaje o de la intensidad de corriente.

Un condensador es un dispositivo eléctrico que se forma por dos conductores paralelos separados por una

distancia fija, el diagrama de circuito mds bdsico para un circuito con un condensador es:

® —_V=q/C

Figura 3-3 Diagrama de un condensador

Uno de los arreglos geométricos mds comunes es el de placas paralelas, en el cual dos placas de la misma
drea estdn separadas a una distancia fija. Al aplicar una diferencia de potencial, un condensador almacena
carga eléctrica entre los conductores que lo forman, siendo la relacién de la carga almacenada entre los

conductores y la diferencia de potencial aplicada la capacitancia del condensador:

1
318 t tal forma

El espacio entre los conductores, puede estar al vacio o contener a un material dieléc
que cuando se tiene un dieléctrico y se aplica una diferencia de potencial entre los conductores, el campo
eléctrico polariza al dieléctrico aumentando la cantidad de carga que se puede almacenar; aumentando asi
la capacitancia.

El comportamiento del condensador en corriente alterna se analiza a continuacion; si se aplica un voltaje

de la forma:

3.19

V =V, cos wt
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Despejando el voltaje de la ecuacién 3.11 y con la definicidn de intensidad de corriente de acuerdo a la

ecuacién 3.2
v ldq dv i

dt _cdt’ dt ¢

Derivando 3.12 con respecto a "t" y despejando a "i

i = —VyCwsin wt 3.20

Por lo que mientras la tensién es cosenoidal, la intensidad de corriente es sinusoidal. El término —V,Cw, es

la amplitud I, de la onda, la cual, de acuerdo a la ley de Ohm, se relaciona con la amplitud del voltaje

mediante:
Vo
Iy =—
0~ R 3.21
Tgualando ambas expresiones para Iy:
VoCwr = 20
olw = R
Despejando el valor de R se obtiene:
__ 1. % 3.22
Cw I

Este término se conoce como reactancia capacitiva y surge por la oposicion del condensador al paso de la
corriente alterna. Esta magnitud y la resistencia eléctrica del condensador, al ser términos referentes a
la oposicién del paso de la corriente, se agrupan bajo unh solo término conocido como impedancia.

La impedancia es el equivalente a la resistencia eléctrica cuando se manejan corrientes alternas y a
diferencia de la resistencia, toma en cuenta los procesos dependientes del tiempo, como por ejemplo la
acumulacién y eliminacion de carga en los condensadores. Debido a que las tensiones e intensidades de
corriente se pueden relacionar mediante la ley de Ohm y a que éstas pueden expresarse como funciones
trigonométricas, la expresién matemdtica para la impedancia necesariamente es un nimero complejo, en
el cual la parte real es la resistencia eléctrica y la parte imaginaria es la reactancia:

Z=R+jX

Donde la j es la unidad imaginaria. Las ecuaciones para obtener la impedancia total, ya sea de un arreglo
en serie o en paralelo de varios componentes, son las mismas que cuando se trata con resistencias. La
funcién seno de la ecuacidn 3.20, se puede convertir nuevamente en un coseno si al argumento se le suma

7/2, con lo que se obtiene:
) T
i =I,cos (wt + —)
2
Con la que se puede apreciar, que al pasar por un condensador, la intensidad de corriente se adelanta 90°

al voltaje.
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3.7 Leyes de Kirchhoff

En los circuitos eléctricos, usualmente el problema es calcular la intensidad de corriente en el circuito y
la tension entre los extremos de cada elemento.

Esta es una ecuacién que siempre se cumple en un circuito cerrado y es conocida como la 1% ley de

Kirchhoff. En el caso mds general, de que haya mds de un generador y mds de una resistencia:

n
ZVk:O
k

Donde se incluye el efecto de las resistencias internas en el primer término, refiriéndose R sélo a las
resistencias del circuito.

Por convencidn, se toma que la FEM es positiva en la direccion en que se desplazaria una carga positiva,
mientras que el voltaje se toma como positivo en el sentido en que fluya la corriente.

Por dltimo, de la ley de la conservacién de la carga, se llega a la 2% ley de Kirchhoff. Si no hay acumulacién
de carga en ningln punto del circuito, la velocidad con la que llegan las cargas a un punto debe ser la
misma que la velocidad con la que salen de él, es decir, la intensidad de corriente debe ser la misma en

cada punto del circuito, lo que se expresa como:
n
Z L, =0
3

3.8 Medicion de capacitancias: el puente de Schering

Un puente es un circuito eléctrico utilizado para medir, de forma indirecta, resistencias de valores
desconocidos mediante el ajuste a cero de corriente (equilibrio del puente) por medio de patrones, siendo
el puente de Wheatstone el mds conocido. El puente de Wheatstone, es un circuito compuesto por 4
ramas resistivas, alimentado por CCy con galvanémetro como detector del punto de equilibrio:

a Ramas de relacién
1\

Figura 3-4 Puente de Wheatstone
La resistencia desconocida estd en una de las ramas, en la segunda se tiene una resistencia de referencia

(rama patrén) y en las otras dos se tienen resistencias variables (ramas de relacién). El valor de la

resistencia desconocida se determina ajustando los valores de las ramas de relacién hasta que el
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galvandmetro indica el cero de corriente. La ecuacidon que se utiliza para determinar la resistencia
desconocida se obtiene mediante la aplicacién de las leyes de Kirchhoff.

Si se utiliza corriente alterna (CA) para la alimentacién, ademds de la determinacion de resistencias en
CA, es posible la medicién de otros elementos de circuito como inductores, condensadores y elementos de
induccién mutua. El puente de Schering es un puente de CA que se utiliza para determinar la capacitancia
y resistencia asociadas a un condensador. Si se utilizan impedancias para representar los elementos que

componen al circuito, tendriamos prdcticamente la representacién de un puente de Wheatstone:

J

@

Figura 3-5 Puente de impedancias

Como se puede apreciar en las figuras, el detector siempre se coloca en los nodos que no estdn
conectados con la fuente de alimentacidn, ya que el objetivo es la comparacion de los voltajes que circulan
por el circuito, cuando los voltajes se igualan en cada nodo se igualan, la corriente neta que circula por el
circuito es cero, es decir, la corriente que entra al circuito y la que sale del circuito son iguales (mds no la
intensidad de corriente).
Aplicando las leyes de Kirchhoff el equilibrio en el puente se alcanza cuando:
7,7, = 7,74
Por lo que el valor de la impedancia desconocida puede obtenerse por medio de un simple despeje.
También, dado que se utiliza CA, se tiene que satisfacer una igualdad de los dngulos que tiene la corriente
de cada rama ademds de la igualdad de impedancias para lograr el equilibrio del puente. Si se escribe a las
impedancias en su forma polar, la igualdad de entre los dngulos queda como:
0,0, = 6,0,

En el caso del puente de Schering, el diagrama de circuito es:
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Figura 3-6 Puente de Schering

Si se sustituyen las ecuaciones de las impedancias de cada elemento en la ecuacién del punto de equilibrio,

se obtienen las ecuaciones para la resistencia y capacitancia del condensador:

R, =R G
X 2C3

R,
Cx=C3R_2

Hasta ahora, sélo se ha cumplido la condicion del producto de impedancias, pero para poder conseguir el
equilibrio, se debe cumplir fambién la condicién de suma de los dngulos. Como se puede ver, la suma de los
dngulos de las ramas 2 y 3 es de 90°, por lo que la suma de las ramas 1y 4 debe ser también de 90°. La
conexidn en paralelo del capacitor €I con la resistencia R1 da a la rama 1 un dngulo de fase pequefio, por lo
que en general, la rama 4 debe poseer un dngulo de fase menor de 90°, es decir, el puente de Schering
nos sirve para medir condensadores con dngulos de fase cercanos a 90°.

Una vez que se conoce la capacitancia, dependiendo el disefio y dimensiones del condensador (placas

paralelas, cilindros concéntricos, etc.) se puede calcular el valor de la constante dieléctrica.

3.9 Conductividad Especifica Electrolitica y Coloidal

Se ha mencionado con anterioridad, que los conductores se dividen en dos clases: primarios y secundarios,
siendo éstos Ultimos de naturaleza electrolitica. De acuerdo a la teoria de la disociacién electrolitica de
Arrhenius, cuando se disuelve un electrolito en agua el disolvente, mediante la solvatacién, disocia al
electrolito en sus iones (cada uno rodeado de su esfera de solvatacion y de su atmésfera idnica), ddndose
asi la formacién de portadores de carga dentro de la solucién. En ausencia de una fuerza externa, los
iones existentes en la disolucidn siguen un movimiento browniano, cuando se presenten gradientes de
concentracién se ven sometidos a la difusion para contrarrestar el gradiente, sin embargo, el
desplazamiento neto de todos los iones es prdcticamente nulo, por lo que no existe corriente eléctrica.
Cuando se sumergen electrodos en la solucién, la situacién se complica; de inicio, se da la formacién de las

DCE en cada electrodo aun antes de conectarlos a una fuente de tensién. Cuando los electrodos se
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conectan a la fuente de tensién, uno adquiere polaridad positiva y el otro adquiere polaridad negativa, lo
que origina un reacomodo de iones en la estructura de la DCE, debido al cambio en el potencial de
superficie; la DCE ocasiona una separacion de carga dentro de la disolucion, especificamente en la
cercania de los electrodos, con el consiguiente campo eléctrico cuyas maghitudes son del orden de
107 V/m, por lo que en la cercania de los electrodos ocurren fendmenos que modifican el comportamiento
de las particulas cargadas en solucién (efectos de Wien y de Debye-Falkenhagen). En este punto es
importante aclarar que la fuente de tensién es de corriente continua y que la diferencia de potencial
aplicada se mantiene constante, ya que en corriente alterna pueden ocurrir otros efectos que afectan a la
conductividad especifica. Ahora, el campo eléctrico producido por la diferencia de potencial entre los
electrodos origina una fuerza que mueve a los iones con cierta aceleracién a favor o en contra del campo
de acuerdo al sigho de su carga hasta que la velocidad del ion se vuelve constante obteniéndose una
condicién de estado estacionario. Este movimiento de iones produce una corriente eléctrica que atraviesa
el medio, sin embargo, para cerrar el circuito, cuando los iones llegan al electrodo debe haber una
transferencia de carga la cual se da por medio de una reaccidn electroquimica (en ambos electrodos); si el
potencial aplicado estd dentro del dominio de electroactividad de la especie electrolitica cercana al
electrodo (el rango de potencial en el que puede ocurrir una reaccién de transferencia de electrones para
una especie dad), se dard la transferencia de electrones con la consiguiente transformacién quimica; en
general, si se estd fuera del dominio de electroactividad de los iones del electrolito, las especies que
reaccionan pueden ser impurezas o el mismo disolvente. Esta es la razon de que las mediciones de
conductividad especifica (la cual a partir de ahora se mencionard simplemente conductividad) se realicen
ya sea a diferencias de potencial muy bajas y/o en corriente alterna: para evitar que el electrolito sufra
una reaccidn electroquimica (o que dicha reaccidn sea muy rdpida, para que no controle la corriente del
sistema).

La corriente que llega al electrodo, tiene otra componente cuyo origen no estd en la reaccion
electroquimica, sino en el hecho de que la DCE forma un capacitor junto con el electrodo, por lo que hay
una corriente capacitiva. Si el potencial aplicado a un electrodo fuese aumentando con el tiempo y se
estuviera fuera del dominio de electroactividad de las especies en solucién, seria esta corriente
capacitiva la que cerraria el circuito.

La magnitud de la corriente que puede atravesar a los conductores secundarios depende del nimero de
portadores, de la velocidad a la que se mueven y de la geometria de la celda. El ndmero de portadores
depende de la concentracién del electrolito, el cual por simplicidad se supondrd es fuerte, ya que de lo
contrario, si el campo eléctrico es muy intenso, el equilibrio de disociacién del electrolito se ve afectado
por el campo externo (2° efecto de Wien: modificacion de la constante de equilibrio de disociacidn),

provocando desviaciones a la ley de Ohm (las cuales también se dan a frecuencias de campos alternos muy
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altas), ocasionando que se puedan diferenciar varios regimenes de conduccién en funcién del voltaje
aplicado.

Por otro lado, la velocidad de migracion de los iones tiene tres contribuciones: una debida al campo
eléctrico aplicado, una por el movimiento convectivo del liquido y una contribucién por difusién. En el caso
de la contribucién por el campo eléctrico (que suele ser la de mayor importancia), ésta depende de la
maghitud de la carga y movilidad del ion, estando esta dltima influenciada por la temperatura, la
viscosidad, asi como por la polaridad del disolvente y el tamafio de la particula (con todo y su esfera de
solvatacién). En general, entre mayor sean la carga y el campo eléctrico, mayor es la conductividad
(siempre que se cumpla la ley de Ohm), mientras que entre mayor sea el ion (hidratado), menor serd la
conductividad, ya que entre mayor sea el tamafio, menor es la movilidad del ion, ya que la fuerza de
friccién por el movimiento con respecto al liquido crece. También la movilidad disminuye conforme
aumenta la viscosidad del medio, ya que entre mds viscoso sea mds dificil es el movimiento de los iones
por la friccién, sin embargo si se incrementa la temperatura, es de esperarse que la movilidad aumente
por el aumento en la energia cinética de las particulas y la disminucién en la viscosidad del disolvente. Ya
se ha hecho mencién anteriormente del efecto electroforético, el cual provoca una disminucién de la
movilidad por la friccidn con el disolvente por la presencia de la atmdsfera idnica (en iones) o de la DCE
(en el caso de particulas coloidales), provocando a su vez una disminucidh en la conductividad.

El otro factor que afecta la movilidad de un ion es el efecto de relajacién, el cual tienen su origen en el
movimiento del ion. Cuando se aplica un campo eléctrico, la atmdsfera idnica se deforma debido al
movimiento del ion, porque los iones que la componen no pueden ajustarse de manera inmediata al
movimiento para conservar la forma de la atmdsfera, ocasionando que ésta se vuelva mds delgada en el
frente del movimiento y mds ancha en la parte posterior, ocasionando que el centro de carga de la
atmésfera se desplace una pequefia distancia detrds del movimiento del ion y como las cargas de la
atmésfera y del ion son opuestas, se da una desaceleracién en el movimiento de éste por la aparicién de
un dipolo en oposicion al campo externo. Tanto el efecto electroforético como el de relajacion
desaparecen si el campo aplicado es muy intenso y/o la frecuencia de dicho campo es muy alta (en el caso
de corriente alterna), por la accién del 1° efecto de Wien y el de Debye-Falkenhagen, respectivamente,
debido a que el ion se mueve tan rdpido que la atmésfera iénica no se puede formar.

Cuando se frata con particulas de tamafio coloidal, la situacion es muy similar a la de las soluciones
electroliticas: el aplicar un campo eléctrico ocasiona el movimiento de las particulas cargadas, dando lugar
a una corriente eléctrica, siendo la movilidad de las particulas un factor importante en la conductividad.
Sin embargo, la diferencia entre ambos casos radica en que, en el caso de los sistemas dispersos son
mezclas heterogéneas en las cuales existe una interfase donde se forma la DCE, la cual, al componerse de
iones es muy sensible a los campos externos (mas que la atmdsfera idnica). Al aplicar un campo eléctrico,
ocurren diversos fenémenos de polarizacién, los cuales afectan la conductividad de la dispersidn.
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Después de la aplicacidn del campo eléctrico, no sélo la particula adquiere un movimiento por la fuerza
eléctrica, sino también los iones de la capa difusa, los cuales se mueven en sentido contrario a la
particula, induciendo un desplazamiento relativo entre particula y liquido, ademds, los iones en la capa de
Stern (o mds precisamente los iones presentes desde la superficie hasta el plano de cizalla, en lo que
seria la capa fija o de estancamiento) también se mueven por la accién del campo eléctrico, estos
movimientos producen una distribucién desigual de iones que deforma la DCE originando un momento
dipolar de manera similar al caso de la deformacién de la atmdsfera iénica; esta polarizacién da lugar a un
gradiente de concentracidn, el cual origina flujos difusivos dentro de la DCE, como se discutird un poco
mds adelante. Dado que existe movimiento de iones en la DCE, en los sistemas dispersos hay una
contribucién adicional a la conductividad, la cual se conoce como conductividad superficial y que se
relaciona con el potencial {. Ademds, el campo eléctrico se deforma en la vecindad de la particula debido
a su carga superficial, a la polarizacién de la DCE y a la conductividad en la DCE.

El dltimo factor que afecta las mediciones de conductividad es la geometria de la celda y la cual se toma
en cuenta con una magnitud conocida como conductividad especifica y es la propiedad que mds interesa en

los conductores de segunda clase, la cual se calcula como:

I
k=3
Donde p es la resistividad de la solucién, | es la separacion de los electrodos y A es su drea. El término
I/A es llamado constante de celda, ya que siempre que se conserven los mismos electrodos y ho se
modifique la distancia, esta cantidad es una constante sin importar la solucién de electrolito y es la que
nos permite tfomar en cuenta la geometria de la celda. A su vez, la conductividad especifica, se puede

relacionar con la concentracién del electrolito (normalizacion de la conductividad por la cantidad de iones

presentes), lo que da una cantidad conocida como conductividad molar.

3.10 Conductividad Superficial

En los sistemas coloidales, debido a la presencia de la DCE hay una contribucién adicional a la
conductividad, la cual, a pesar de darse en la interfase, se puede asignar a la particula y que se relaciona
con un exceso de conductividad alrededor de ésta por la densidad de carga existente en la interfase.
Este exceso puede representarse como una conductividad superficial, lo cual resulta muy Gtil en los casos
en que el espesor de la DCE es mucho menor que el radio de la particula.

La conductividad superficial, es un exceso de conduccién tangencial a lo largo de una superficie cargada y
el cual tiene su origen en el exceso de iones que componen la DCE (exceso de contraiones, déficit de
coiones). Este exceso de iones cambia la conductividad alrededor de la particula dispersada y da el
exceso de conduccion cuando se aplica un campo eléctrico paralelo a la superficie. La conductividad

superficial tiene dos contribuciones: una debida a la parte interna de la DCE (capa de estancamiento) y

60



otra por la capa difusa. La contribucién de la capa interna, es por el movimiento de los iones (mds no de la
fase dispersante) hasta el plano de cizalla, razén por la cual se relaciona con el potencial T y en general
entre mayor sea el potencial {, mayor serd la conductividad superficial porque aumenta la contribucion de
la capa de estancamiento (siempre que la DCE no sea delgada).

Para cuantificar la importancia de la conductividad superficial se define el nimero de Duhkin:

KU’
Du =
“ aK,,

Donde K€ es la conductividad superficial de la particula, K, la conductividad del medio y a es la longitud
caracteristica de la particula, la cual se identifica con el radio en el caso de particulas esféricas. Si el
valor del nimero de Duhkin es menor a uno, la particula, junto con su DCE, se comporta de manera muy
similar a una particula dieléctrica descargada, es decir, se puede considerar a la particula dispersada
junto con su DCE, como una particula aislante cuyo radio efectivo es el radio de la particula mas el
espesor de la DCE. En cambio, si el nimero de Duhkin es mayor a uno, la particula junto con su DCE, se
comporta como si fuese una particula conductora aunque sea una particula dieléctrica (aislante).
Entonces, si el nimero de Duhkin es menor a uno, la conduccién en la DCE es despreciable y el flujo de
carga por el liquido serd mayor que por la particula, de forma que la componente normal a la superficie de
las lineas de corriente es nula, es decir, las lineas de corriente evitan la superficie de la particula (como
la conductividad superficial es baja, la particula se comporta como un aislante). Si al contrario, el nimero
de Duhkin es mayor que uno, la conductividad en la DCE es apreciable, por lo que las lineas de corriente se

aproximardn perpendicularmente a la superficie rodeando a la particula.

__...—-—""'"-_-"'"--..___).,.—-—--... !]
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—— N ——>
J/\—;

Figura 3-7 Lineas de campo eléctrico para nimeros de Duhkin bajos y altos

A

3.11 Estructura de no equilibrio de la DCE
Ya se ha mencionado que la DCE se deforma en presencia de un campo eléctrico externo, pero ho se ha
profundizado en los diferentes procesos que tienen lugar por la accién del campo externo. También se ha

hecho alusidn a que la constante dieléctrica es una medida de la polarizacion de un sistema cuando se le
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somete a un campo eléctrico externo, sin embargo, el problema con los sistemas dispersos es que son
medios heterogéneos, por lo que definir a la constante dieléctrica de un sistema coloidal no es trivial.
Hasta el momento se sabe que en presencia de un campo eléctrico tanto el disolvente, como la particula
dispersada y su DCE son susceptibles de polarizarse, por lo que la constante dieléctrica en los sistemas
dispersos, representa a mds de un proceso de polarizacidn. Sin embargo, la magnitud de polarizacién de la
DCE depende de varios factores como las constantes dieléctricas, asi como de las conductividades de
medio y particula, ademds de que se debe tomar en cuenta la conductividad superficial, porque las lineas
del campo eléctrico son diferentes para cada caso y por lo tanto la polarizacion es diferente.
Asi, se pueden distinguir diferentes procesos en la polarizacion de un sistema disperso, los cuales
alcanzan su estado estacionario un determinado tiempo después de la aplicacién del campo. El tiempo que
tarda un proceso en alcanzar el estado estacionario se conoce como tiempo caracteristico.
La estructura de ho equilibrio de la DCE es un tema amplio y su tratamiento matemdtico es complicado,
siendo pocos los casos para los que se tienen expresiones analiticas (en general, se tienen expresiones
simples para particulas no conductoras con DCE’s delgadas), por lo que sélo se abordardn las ideas
principales desde un punto de vista cudlitativo. Al aplicar un campo externo, se perturban las
concentraciones iohicas en la DCE dando lugar a una distribucion de potencial diferente a la que se tiene
cuando el sistema estd en equilibrio:

Y(r) =%+ o)
El término perturbativo ¢(r) consta de dos términos: el primero es la contribucién del campo aplicado al
potencial y el segundo se asocia con la redistribucién de carga y se le puede considerar, en una primera

aproximacion como dipolar:

3
cos @

@(r) = —Ercos6 + 2
Donde E es la magnitud del campo eléctrico, r el vector de posicidn, 6 el dngulo que forma el campo con el
vector de posicidn, a es el radio de la particula y C es el coeficiente dipolar. El coeficiente dipolar,
contiene toda la informacién sobre los procesos que ocurren en la interfase al aplicar el campo y es al que
se le puede relacionar con la constante dieléctrica. También tiene relacidn con el potencial , aunque no se
ahondard en esta relacion, pues mucho depende del sistema con el que se trate, pero se puede decir de
manera genheral que al aumentar el potencial { aumenta el nimero de Duhkin, aumentando el valor del
coeficiente dipolar hasta un mdximo que viene determinado por la naturaleza del sistema.

El primer proceso de polarizacién que ocurre tras aplicar el campo, es la polarizacién de las nubes
electrénicas de todas las especies, sin embargo, este proceso tiene un tiempo caracteristico de alrededor

de 1071 s, durante el cual se da un fuerte pulso de corriente, pero es tan rdpido que la mayorias de las

ocasiones queda fuera del rango de estudio y por ello se le considera instantdneo.
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El segundo proceso que tiene lugar es la polarizacién molecular de la fase dispersa y la fase dispersante.
En este caso, la accién del campo externo, provoca la aparicién de una densidad superficial de carga en la
intferfase, la cual serd negativa de un lado y positiva del otro, dependiendo de la relacion de las
constantes dieléctricas del medio y de la particula dispersada. Para este proceso, el coeficiente dipolar
se calcula mediante:

€p — €m

a €p + 26
El tiempo caracteristico de este proceso es de alrededor de 107'* s.
Inmediatamente después de la aplicacidn del campo eléctrico comienza el movimiento acelerado de la
particula, alcanzdndose una velocidad constante después de un tiempo dado por:
pa’
)

Dependiendo del radio de la particula dispersada (a), la particula adquiere velocidad constante ya sea

Ty

antes de que ocurra este segundo proceso de polarizacién o después de éste, aumentando el tiempo
necesario para que esto ocurra con el radio de la particula.

Si la particula y el medio tienen conductividades no nulas y diferentes, se da otro proceso en el que la
accion del campo externo provoca flujos de iones que producen una acumulacion de carga en la interfase,

por lo que la polarizacién pasa a depender del contraste de constantes dieléctricas al contraste de

conductividades.  Para  este  proceso, el  coeficiente dipolar  foma la  forma:
Ky — K
c=-f_™ 3.16
Kp + 2Kpy

Sin embargo, la situacién se complica por el hecho de que la conductividad de la particula coloidal no
necesariamente es debida a la particula en si, sino que posee una conductividad superficial por la
presencia de la DCE, es decir,lcp tiene dos contribuciones: una por la conductividad exclusivamente de la
particula y otra debido a la conductividad superficial. Como se ha mencionado, el nimero de Duhkin es el
pardmetro por el cual se cuantifica la importancia de la conductividad superficial.

Ahora, si Du < 1, la conduccién superficial es poco importante y el flujo de corriente idnica se debe
mayoritariamente al medio y en la direccion del campo externo, causando una acumulacién de densidad de
carga positiva en el lado izquierdo de la particula y una densidad de carga negativa en el lado derecho, lo
que produce un momento dipolar en oposicién al campo externo. Conforme aumenta la acumulacién, las
lineas del campo normales a la superficie disminuyen hasta hacerse cero cuando el proceso de polarizacién
ha llegado al estado estacionario, lo que concuerda con lo representado en la figura 3.16. Cuando la
conductividad superficial es despreciable, el coeficiente dipolar dependerd casi exclusivamente de la
conductividad de la particula; si la particula es no conductora entonces el coeficiente dipolar tiende a
tomar valores cercanos a —1/2, ya que entonces el coeficiente dipolar pasa a depender casi

exclusivamente de la conductividad del medio, es decir, la polarizacion es mds importante en el medio que
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en la particula, ya que las lineas del campo eléctrico evitan a la particula porque su conductividad no varia
en el espacio. Por otro lado, si la particula es conductora, el coeficiente dipolar dependerd del contraste
de conductividades de acuerdo a la ecuacidn 3.16 y tanto la polarizacién del medio como de la particula
serdn importantes.

En el caso en el que la conductividad superficial es importante (Du > 1), el flujo de corriente se modifica
produciendo una corriente superficial alrededor de la particula. En el instante inicial del proceso, la
corriente superficial lleva carga positiva hacia el polo derecho y negativa hacia el polo izquierdo. El campo
eléctrico de esta distribucién de carga modifica el flujo de corriente hasta que la corriente que llega a la
particula sobre el polo izquierdo es igual a la corriente que atraviesa el ecuador de la particula hacia la
derecha, correspondiéndose asi a las lineas de campo de una particula conductora, con lo que el
coeficiente dipolar se calcula con la ecuacidn 3.16. En este caso, si la particula es no conductora, la
contribucion mds importante a la polarizacion se da por la conductividad superficial, ya que las lineas del
campo eléctrico se concentran en la superficie. De manera general, el tiempo caracteristico para que este

proceso de polarizacién (en cualquiera de los dos casos) llegue al estado estacionario se calcula mediante:
€o€p + 2606,

TMwo =~ Koy

Km + (Kp + 7)

Este tiempo caracteristico, estd relacionado con los movimientos electromigratorios que producen la

redistribucidn de iones en la DCE y es similar al de proceso de carga de un condensador.

El dltimo proceso que tiene lugar después de aplicar el campo externo es el establecimiento de flujos

difusivos y es el que necesita del mayor tiempo para llegar al estado estacionario. Los flujos difusivos se

deben a que hay diferencia en los nimeros de transporte para contraiones y coiones dentro de la DCE,

mientras que en el seno del medio son prdcticamente iguales. Esto provoca que los flujos

electromigratorios de aniones y cationes sean distintos dentro y fuera de la DCE.

Cerca de la superficie, el flujo de la corriente se debe principalmente a contraiones, mientras que lejos

de la superficie, los flujos son prdcticamente iguales. Esto produce un continuo aumento de concentracidn

de electrolito de un lado de la particula y una disminucién en el lado contrario, alcanzdndose el estado

estacionario cuando el aumento de electrolito se compensa con los flujos difusivos. A este fenémeno se le

conoce como polarizacién de concentracidn.

La polarizacién de concentracién disminuye el valor del coeficiente dipolar por 2 razones:

1) El aumento de concentracion de electrolito a un lado de la particula y su disminucién en el lado
opuesto provoca una deformacién de la DCE, la cual se vuelve mds delgada del lado de mayor
concentracidn de electrolito y mds gruesa en el lado de menor concentracién. Asi la distribucién
de carga se ve alterada credndose un dipolo y con éste, un momento dipolar en oposicién al campo

aplicado.
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2) Los flujos difusivos tangenciales dentro de la DCE que aparecen debido al exceso de electrolito

en uno de los polos y al déficit en el otro, reordenan la distribucién de contraiones (aparece un
flujo difusivo de contraiones en oposicién al campo externo) y disminuyen su contribucidn al

coeficiente dipolar.

3.12 Polarizacion de la DCE en campos eléctricos alternos

Al considerar la polarizacién de la DCE cuando el campo eléctrico que se aplica tiene una dependencia

temporal arménica con frecuencia w, el coeficiente dipolar y la conductividad se convierten en

maghitudes complejas dependientes de w. Dado que los diferentes procesos de polarizacion requieren de

un tiempo finito para establecerse, algunos se verdn desfasados con respecto al campo y si w es lo

suficientemente alta, un proceso determinado puede no alcanzar a establecerse entre 2 inversiones

sucesivas del campo, por lo que no contribuye al coeficiente dipolar. Cuando se da este fendmeno, se dice

que hay una relajacion del coeficiente dipolar.

En general, se observan dos relajaciones que desde frecuencias altas (fiempos caracteristicos pequefios)

a frecuencias bajas (tiempos caracteristicos grandes) son:

>

Relajacién de Maxwell Wagner: Cuando la frecuencia es menor que el inverso del tiempo de
relajacion dado por la ecuacidn el coeficiente dipolar deja de depender de las constantes
dieléctricas de medio y particula para depender de las conductividades.

Relajacién a: Al disminuir la frecuencia, la polarizacién de concentracién puede llegar al estado

estacionario, por lo que el coeficiente dipolar tiene dependencia con los flujos difusivos.

El valor del coeficiente dipolar cambia de acuerdo a los procesos que estén ocurriendo. Por ejemplo, la

parte real del coeficiente dipolar para particulas no conductoras toma valores limite de acuerdo a la

frecuencia del campo de la siguiente forma:

>

Un valor de -1 cuando la permitividad de la particula es mayor que la del medio, de —1/2 cuando
la permitividad del medio es mayor que la de la particula y de O cuando son iguales; esto se
observa siempre que la frecuencia es mayor que la frecuencia de la relajacion MWO.

Cuando Du >» 1, el coeficiente dipolar se acerca al valor de 1 para frecuencias antes de la
frecuencia de la relajacion MWO y de 1/4 (por la aparicién de flujos difusivos debido a la
polarizacién de concentracién) para frecuencias después de la frecuencia de la relajacién a.

—1/2 cuando Du < 1y esto es independientemente de la frecuencia del campo, ya que el medio
es el que impone la polarizacion, ademds en este caso, a bajas frecuencias los flujos difusivos

resultantes de la polarizacién de concentracién son poco importantes.
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Figura 3-8 Esquematizacién de la parte real de la constante dieléctrica en funcién de la frecuencia

El estudio de estas dos relajaciones ayuda a evaluar ciertas propiedades de las fases presentes como el
tamafio, forma, carga, conductividad superficial, etc. de las particulas dispersadas, porque como se vio, se
les puede relacionar con el coeficiente dipolar.

Dado que el potencial  tiene relacidn con el nimero de Duhkin y con el coeficiente dipolar, el valor de
potencial T es influyente en los procesos de polarizacién. Siendo estrictos, el valor del potencial T no
seria exactamente constante, ya que los procesos de polarizacién cambian la distribucién de los iones en
la DCE; sin embargo, si se considera que los iones en la capa de estancamiento no se mueven (o que el
plano de cizalla viene dado por la capa fija de Stern) en general, entre mayor sea el potencial { mayor es
la cantidad de iones que participan en los procesos de polarizacién, lo que aumenta el valor del coeficiente
dipolar. Esto pasa hasta que se llega a un mdximo, el cual se alcanza cuando el coeficiente dipolar se

acerca a su valor de 1/4, porque en ese punto la polarizacién de concentracion limita el

3.13 Constante Dieléctrica y su relacion con el coeficiente dipolar

La constante dieléctrica de un sistema coloidal caracteriza sus propiedades eléctricas macroscépicas y
depende de muchos factores como las propiedades dieléctricas de la fase dispersa y fase dispersante,
tamafio, forma y fraccién de volumen que ocupan las particulas dispersadas, asi como su distribucién en el
espacio.

Dado que el campo eléctrico macroscépico es el resultado de un promedio de muchos campos sobre un
volumen grande con una cantidad elevada de particulas y que respecto a dichos campos promediados, la
dispersién se puede considerar homogénea, la dispersidon se puede considerar homogénea, la mezcla se
puede caracterizar por una constante dieléctrica efectiva.

Con esta suposicién y con la de que el sistema disperso estd formado por particulas esféricas idénticas se

puede obtener la relacién entre coeficiente dipolar complejo y la conductividad, la cual debido a que el
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campo eléctrico es alterno, se convierte en una maghitud compleja y dados los diferentes procesos de
polarizacidn, hay un desfase con el campo en lo que un proceso llega a su estado estacionario, por lo que la
conductividad estd estrechamente relacionada con la parte imaginaria del coeficiente dipolar. Con esto, la
conductividad compleja se puede relacionar con la constante dieléctrica y ya que la constante dieléctrica
se puede relacionar con el coeficiente dipolar, se puede conocer la dependencia de la constante
dieléctrica con la frecuencia, manteniéndose de esta manera la relacién entre polarizabilidad y constante
dieléctrica.

La polarizacidn se da por una deformacion de la DCE, la cual en una primera aproximacion, es muy similar a
la que sufre la atmésfera idnica cuando un ion estd sometido a un campo eléctrico. Al igual que en el caso
de soluciones electroliticas, la velocidad de la particula en el campo disminuye por el arrastre de la DCE.
La DCE al deformarse, genera un gradiente de concentracién en la superficie de la particula: de un lado
se acumulan iones que se mueven a favor del campo y del otro lado de la particula se tiene un defecto de
iones, ocasionando la aparicién de flujos difusivos en la DCE. Aqui es donde se ve la importancia de la
conductividad superficial; si la conductividad superficial es alta, entonces se tiene una cantidad
apreciable de iones en la DCE y los flujos difusivos se vuelven importantes, debido a que el movimiento de
los iones por la difusién da origen a una conductividad que es diferente a la del medio y a la de la particula
en las proximidades de la superficie, es decir, ese tienen un exceso de conductividad, lo cual causa la
deformacion de las lineas de campo que atraviesan la particula. En este caso, la magnitud de la
conductividad debido a los flujos difusivos, es la que determina a la constante dieléctrica.

Si por otra parte, la conductividad superficial es despreciable, entonces el campo eléctrico afecta poco a
los iones préximos a la superficie, por lo que, como se menciond anteriormente, los flujos difusivos
carecen de importancia, siendo el efecto neto que las lineas del campo eviten la superficie de la particula
y la constante dieléctrica se determina por las constantes de fase dispersa y dispersante, es decir, por la
polarizabilidad.

Algo muy importante que se debe mencionar antes de dar por concluido este tema, es que todos los
procesos de polarizacién discutidos se dan a bajas frecuencias (desde los kHz hasta unos cuantos MHz).
A frecuencias mds elevadas, se dan otros procesos de polarizacién como los que se mencionaron en la
seccién 3.4. Cuando se trata con proteinas, se han identificado otras 3 relajaciones a frecuencias
elevadas en el espectro dieléctrico: la relajacién P, la relajacién y y la relajacién 8; la primera se da
alrededor de las decenas de MHz, la segunda se da alrededor de los 18 6Hz, mientras que la relajacién &
se encuentra entre estas dos. No se ahondard en estos procesos de polarizacién (ver ref. 41) puesto que
sus rangos de frecuencia exceden los limites de este trabajo, aunque si se dard una breve descripcién de
cada uno:

» Relajacién p: Se da por el movimiento de rotacién de una proteina polar en un medio acuoso.
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» Relajacidn y: Estd relacionada con la reorientacion de moléculas de agua libres.

» Relajacién &: Esta relajacién sigue siendo un motivo de estudio, en general se acepta que su
origen estd en la relajacién de moléculas de agua ligadas a la superficie de la proteina (relajacién
de la esfera de solvatacién), sin embargo, debido a la complejidad inherente a las proteinas, atn
no se sabe si se debe solamente a la relajacién de las moléculas ligadas o si hay algtin efecto de
movimientos dentro de la estructura proteica.

Esta breve discusidn se hizo con el objetivo de tener una imagen mds global de lo  que le ocurre a una
proteina en solucién interactuando con un campo eléctrico. Por supuesto, en el caso del WPC, la constante
dieléctrica es una suma de las contribuciones de cada uno de sus componentes y aunque se pueda pensar
que el componente mayoritario es, en general, quien domina la dindmica del sistema, sin embargo, en el
caso de los procesos de polarizacién esto seria cierto solamente si ademds del componente mayoritario
hay uno o mds componentes que estén presentando el mismo proceso de polarizacién, de lo contrario, el
proceso de polarizacién dominante a una determinada frecuencia es quien determina la polarizacién del

sistema, aunque sea de un componente no mayoritario.
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4.

Metodologia.

4.1 Seleccion de Variables.

» Independientes: Dimensiones del condensador, frecuencia de la corriente AC, tipo de proteina,

>

concentracion de las soluciones.
Dependientes: Capacitancia del condensador, constante dieléctrica de las soluciones, pH y

conductividad de las soluciones.

4.2 Hipotesis

>

El valor de la constante dieléctrica es producto de la estructura de la doble capa eléctricay es
dependiente de la concentracién de proteina.

La conductividad de las soluciones es producto del aumento de la concentracidn de iones por la
disociacién de los grupos ionizables en la superficie de la proteina.

El pH es un indicador de la carga predominante en la superficie de la proteina.

4.3 Objetivos

4.3.1 Objetivos Generales:

>

vV V VYV V

Construir el puente de Schering y determinar la constante dieléctrica del agua a diferentes
frecuencias para comparar los resultados obtenidos con los reportados en la literatura y asi
determinar la viabilidad del puente como método de medicidn.

Determinar la relacién constante dieléctrica/concentracidn.

Determinar la relacién pH/concentracidn.

Determinar la relacion conductividad/concentracion.

Examinar el comportamiento de las propiedades eléctricas de la proteina de suero de leche con
base en los resultados de constante dieléctrica, pH y conductividad para las soluciones de

proteina de suero de leche.

4.4 Parte Experimental.

4.4.1 Uso de la protoboard

Una protoboard es una herramienta utilizada en electrénica para armar prototipos de circuitos eléctricos

antes de construir la placa del circuito final, ya que permite montar y modificar las conexiones entre

elementos sin necesidad de soldaduras y en ocasiones incluso sin herramientas.

A continuacidén se da una imagen de una protoboard.
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Figura 4-1 Imagen de protoboard

Las columnas, denotadas por nimeros, comparten conhexidn, es decir, todos los elementos que se conecten
sobre la misma columna estardn conectados entre si. Las filas, denotadas por letras, no comparten
conexidn, por lo que para conectar elementos entre columnas o en puntos lejanos hard falta un alambre
que normalmente es de calibre 22. Se recomienda mantener una distancia no muy grande entre elementos
para no introducir resistencias indeseadas con los alambres de conexidn, ademds, para no dafiar la tableta
no se debe forzar la entrada de un componente en los orificios y se debe tener cuidado de no utilizar
voltajes superiores a 110 V en circuitos CA.

En el armado del puente de Schering se utilizard la protoboard para reducir la resistencia interna del
circuito, esto evitard tener que hacer modificaciones al esquema original y plantear factores de
correccién a las mediciones obtenidas, ademds se compacta el espacio que ocupa el circuito, la
visualizacién del diagrama circuital es mds sencilla y facilitar la deteccidn de las sefiales de entrada y
salida, por lo que se hace mds sencillo conectar apropiadamente el osciloscopio que se utilizard como

detector.

4.4 .2 Uso del osciloscopio

Un osciloscopio es un equipo utilizado para medir sefiales eléctricas, mediante la presentacion de los
valores de la sefial en forma de coordenadas en una pantalla, en la que (normalmente) el eje X (horizontal)
representa tiempos y el eje Y (vertical) representa tensiones. La sefial se puede medir ajustando perillas
que permiten cambiar la escala de medicidnh de ambos ejes, lo que permite visualizar la sefial de
diferentes formas (como un tren de ondas, como una sefial con una cresta y un valle o como una curva).
Los osciloscopios normalmente pueden medir mds de una sefial a la vez utilizando para ello diferentes
canales de entrada. Las perillas del osciloscopio se deben girar hasta obtener una visualizacién nitida de
la sefial, sin tener que seguir un orden en especial.

Ya se han mencionado las condiciones de equilibrio del puente de Schering, sin embargo nada se ha dicho
acerca del detector necesario en el puente. Dentro de los dispositivos que se pueden usar como

detectores se encuentra el osciloscopio. La corriente CA utilizada para alimentar el puente, es una sefial
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eléctrica, por lo que se le puede medir con el osciloscopio y recordando que el equilibrio se logra cuando la
corriente de entrada al circuito es la misma a la de salida, el osciloscopio resulta perfecto para localizar
el punto de equilibrio, ya que ahi, al medir la sefial de entrada y salida, éstas deben ser iguales.

La pantalla de un osciloscopio esta cuadriculada para facilitar las mediciones. La medicién del voltaje se
realiza contabilizando los cuadros que abarca la amplitud de la sefial y multiplicando ese valor por el que
marca la escala seleccionada con la perilla de ajuste vertical. Para la frecuencia, se contabilizan los

cuadros entre la cresta y el valle de la sefial, se multiplica por el valor de la escala y se obtiene el inverso.

Figura 4-2 Osciloscopio

4.4.3 Uso del generador de funciones

El generador de funciones, es un equipo que se puede utilizar como una fuente de CA en la que podemos
seleccionar el voltaje de la corriente, su frecuencia e incluso la forma de la sefial.

El generador usado es un modelo GFG-8216A. En este equipo, el voltaje se ajusta con la perilla AMP, los
valores de frecuencia se ajustan con la perilla FREQUENCY y los botones rotulados numéricamente
sirven para ajustar la escala de la frecuencia, es decir, si se quiere el valor de frecuencia seleccionado en
MHz, kHz, etc. Los botones que se encuentran debajo de los utilizados para la frecuencia son para
cambiar la forma de la sefial. En el conector OUTPUT se conecta el cable de salida de la sefial, cuyas

terminales se conectan al circuito.

74



Figura 4-3 Generador de funciones

4.4 .4 Condensador de placas paralelas

1.- Recortar ldminas de aluminio de 1cm de ancho y 4.5 cm de largo.

2.- Armar el condensador de placas paralelas colocando las ldminas de aluminio dentro de una celda
espectrofotométrica de tal forma que queden paralelas.

3.- Conectar las ldminas de acuerdo al diagrama de circuito.

Nota: Para este trabajo, se utilizé un condensador fijo de 207 pF en lugar de un condensador variable
como lo marca el disefio del puente, esto fue debido a que no se pudo conseguir un condensador variable
que pudiese dar valores de capacitancia en el rango adecuado. Con el condensador de 207 pF

prdcticamente no se observa diferencia de fase al momento de comparar las sefales.

4.4.5 Metodologia Experimental

4.4.5.1 Determinacion de la constante dieléctrica del agua

1.- Armar el puente de Schering siguiendo el diagrama de circuito:
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2.- Llenar con agua destilada el interior de la celda cuidando que las placas no se despeguen de las
paredes y que el agua no desborde la celda.

3.- Fijar la diferencia de potencial y la frecuencia que se va aplicar con el generador de funciones.

4.- Variar el valor del potenciémetro hasta que la amplitud de la onda del canal 1 sea igual a la del canal 2.

5.- Apagar el generador de funciones.

6.- Desconectar y medir el valor del potenciémetro utilizando un multimetro.

7.- Descargar los capacitores y la celda uniendo las terminales con un objeto metdlico por alrededor de un
minuto.

Repetir el procedimiento de medicién hasta obtener mediciones por triplicado.

4.4.5.2 Preparacion de dispersiones de suero de leche

1.- Preparar 50 mL de solucion de proteina de suero de leche a una concentracion 5% masa/volumen
dispersando en agua caliente la proteina por medio de agitacidén mecdnica.

2.- Preparar 25 mL de solucién de proteina de suero de leche a las siguientes concentraciones

masa/volumen por dilucién de la solucién al 5%: 0.5%, 1%, 2%, 4%

4.4.5.3 Determinacion de pH

1.- Calibrar el pH-metro utilizando soluciones buffer.

2.- Enjuagar el electrodo de vidrio utilizando agua destilada.

3.- Introducir el electrodo de vidrio en la solucién.

4.- Anotar la lectura de pH hasta que ésta permanezca constante.

5.- Retirar el electrodo de vidrio y enjuagarlo nuevamente antes de realizar otra medicién.
6.- Realizar nuevamente la medicién hasta obtener datos por triplicado.

7.- Repetir los pasos 1 a 6 con cada dispersion.

4.4.5.4 Determinacioén de la conductividad
1.- Calibrar el conductimetro utilizando la solucién patrén.
2.- Enjuagar el electrodo utilizando agua destilada.

3.- Introducir el electrodo en la solucién.
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4.- Anotar la lectura de conductividad especifica hasta que ésta permanezca constante.
5.- Retirar el electrodo y enjuagarlo nuevamente antes de realizar otra medicién.
6.- Realizar nuevamente la medicion hasta obtener datos por triplicado.

7.- Repetir los pasos 1 a 6 con cada dispersion.

4.4.5.5 Determinacion de la constante dieléctrica en soluciones de proteina de suero de leche

1.- Armar el puente de Schering de acuerdo al siguiente diagrama de circuito:

S

EQ) %— —{Detector
. <.

| - A/Y?Y/

2.- Llenar con la dispersién el interior de la celda cuidando que las placas no se despeguen de las paredes.

3.- Fijar la diferencia de potencial y la frecuencia que se va aplicar con el generador de funciones.

4.- Variar el valor del potenciémetro hasta que la amplitud de la onda del canal 1 sea igual a la del canal 2.
5.- Apagar el generador de funciones.

6.- Desconectar y medir el valor del potenciémetro utilizando un multimetro.

7.- Descargar los capacitores y la celda uniendo las terminales con un objeto metdlico por alrededor de un
minuto.

8.- Repetir los pasos 4 a 7 hasta obtener mediciones por triplicado.

9.- Limpiar y secar las placas del condensador antes de medir una nueva dispersidn.

10.- Repetir los puntos 2 a 9 con cada dispersién.

4.5 Parte Estadistica

El andlisis de resultados realizado es bdsicamente de tipo estadistico y a partir de éste se realizan
inferencias con base en el marco tedrico presentado a lo largo de este trabajo. En base a las inferencias
que se realicen durante el andlisis, posteriormente, se hardn las conclusiones pertinentes con respecto a
los objetivos planteados con anterioridad.

El andlisis estadistico ayudard a determinar si las diferencias entre los valores obtenidos se deben al
método o a variables que no se pueden controlar (error aleatorio).

Las técnicas de andlisis estadistico que se realizan en este trabajo se centran en pruebas de hipétesis, en
las cuales se utilizan principalmente la distribucién F de Fisher, la t de Student y en algunos casos la

distribucidn y*. La técnica de andlisis mds usada para el andlisis de datos, serd el Andlisis de Varianza o
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ANOVA, la cual se basa en una prueba de hipdtesis que utiliza la distribucién F y que es una poderosa
técnica para la descomposicidn de la varianza en sus diversos componentes, lo cual permite un andlisis
profundo de los datos obtenidos.
Asi mismo, durante el andlisis se ha hecho uso de disefios experimentales para desarrollar la
experimentacién y las razones para utilizarlo se discutirdn mds adelante. Todas las pruebas estadisticas
realizadas, las tablas y grdficas que se muestran en este trabajo se han realizado con el software
STATGRAPHICS Centurion XV®. A continuacidn se da una breve explicaciéh de ANOVA. El andlisis de
varianza permite comprobar si un tratamiento tiene algin efecto sobre la respuesta medida mediante una
descomposicion de la varianza. La prueba ANOVA, tiene como hipétesis:

Hoipy =pp =pz = =1

Hytpg # pp = pz = - =
(La hipétesis alterna es que al menos una de las medias sea diferente del resto).
Para que las conclusiones que se puedan extraer del ANOVA sean vdlidas, los datos deben ser
homocedadsticos, seguir una distribucién normal y las observaciones deben ser independientes, debido a
que el estadistico de prueba para el ANOVA es la F de Fisher.
Una forma sencilla de asegurarse de que se cumplen los primeros dos requisitos es mediante un ensayo de
Bartlett, el cual utiliza una distribucién x? y donde la prueba de hipétesis es que las varianzas de todas
las mediciones son iguales, mientras que la alternativa es que al menos una es diferente. En todas las
pruebas estadisticas que se realicen, para decidir si se acepta o ho la hipétesis nula es el valor-p, el cual
es un pardmetro que evalda la potencia estadistica de una prueba. La potencia estadistica es una medida
de la capacidad de la prueba para aceptar una hipétesis nula cuando ésta es cierta. Si el valor-p excede al
valor de significancia (a), es decir al valor que se asigna a la probabilidad de cometer un error de tipo I
(aceptar la hipétesis alternativa cuando la hipétesis nula es cierta), entonces se estd en la regién de
aceptacién de la hipétesis nula. En todas las pruebas estadisticas realizadas, el valor de esta probabilidad
se tomé como 0.05 (5%).
Para validar las conclusiones del ANOVA, se debe realizar un andlisis de residuos. Los residuos son las
diferencias entre los valores predichos por el modelo supuesto por ANOVA y los resultados observados;
si la variacién en los resultados, es producto del error aleatorio, entonces los residuos deben ser en
general pequefios y deben tener una distribucién normal. Ademds, los residuos no deben presentar
ninguna tendencia si los datos obedecen al modelo supuesto por ANOVA, el cudl es aditivo y cuya ecuacién
es:

y=u+T+R

En la ecuacién anterior "y" es la respuesta, T es el efecto del tratamiento, u es la media de todas las

mediciones y R los residuos. La razdn de que los residuos no deban presentar ningtn patrén es que los
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valores de éstos dependen del error aleatorio, por lo que si se presenta alguna tendencia se tiene un
indicativo de que el modelo ANOVA no es adecuado para ajustar los datos.
Para conocer la relacion entre concentracion y los factores estudiados (pH y conductividad), se realizan

regresiones lineales.
Bibliografia de imdagenes

http://electronicavm.files.wordpress.com/2010/10/uso-de-la-protoboard.pdf
http://www.ie.itcr.ac.cr/sguadamuz/Uso%20del %20protoboard.pdf
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5.  Resultados y Andlisis de Resultados

En este capitulo se realiza la presentacién de los resultados obtenidos durante la experimentacién y su
posterior andlisis. Debido a la variedad de pruebas que se han realizado durante este trabajo, la
presentacién y andlisis de los resultados se hard en los bloques en los cuales se dividié la
experimentacién, los cuales son:

» Determinacién de la constante dieléctrica del agua.

» Determinacién de la constante dieléctrica de las dispersiones de suero de leche.
» Determinacion de la conductividad de las dispersiones de suero de leche.
>

Determinacién del pH de las dispersiones de suero de leche.

5.1 Resultados y andlisis de resultados del puente de Schering en la determinacion de la

constante dieléctrica del agua

Como parte de los objetivos de esta tesis, se tiene la determinacién de la constante dieléctrica del agua
por medio del puente de Schering. Esto se hace para establecer si el puente construido es adecuado para
la determinacion de la constante dieléctrica en las soluciones de proteina.

Para lograrlo, es necesario medir la constante dieléctrica del agua con el puente construido y
posteriormente comparar los datos obtenidos con datos de la literatura, los cudles se obtuvieron de la
referencia 3.

Con esta informacidn anterior, se plantean diversas funciones de interpolacién en base a la ecuacién de
Debye para los procesos de relajacién y la ecuacion de Fréhlich para los procesos de resonancia que son
caracteristicos en el proceso de polarizacién, yendo desde una funcién con un sélo proceso de relajacidn
hasta la funcidn final que considera 3 procesos de relajacion y dos de resonancia, ademds de considerar
la influencia de la temperatura. Con cada funcién se revisa el grado de ajuste a los datos experimentales
y con base a ello se calcula el error asociado a cada una. La funcién de interpolacién final es la que posee

el mayor ajuste y es la que fue usada para obtener los datos de referencia. Dicha funcién tiene la forma:

ATy AT A3T3 ; A4ty A4ty

1-2irvt; 1-2invr, 1-— 2irrvr3) i <1 —2inty(fo +v) * 1+ 2int,(fo — v))
Asts Asts

1= 2ints(fy +v) + 1+ 2ints(f; — v))

e=es+2im/(

+ im/(

€; = 87.9144 — 0.404399¢ + 9.58726 « 10™4t2—1.32802 * 10~*¢3
A;= a; exp(—b;t); parai =123
T; = c;exp(—d;/t + t.); parai =123
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Ay=Ppo + Pit + pot?
fo = p3 + Dt + pst® + pgt?
T = Py + Pgt + pot? + pyot?
As= P11 + prat + p1at®
fi = P14 + P15t + pigt?
T; = P17 + P1gt + Prot®

3 Términos de relajacion
a, = 79.23882 | b; = 0.004300598 | ¢; = 1.382264 10713 | d;, = 652.7648
a, = 3.815866 | b, = 0.01117295 | ¢, = 3.510354 * 107%¢ | d, = 1249.533
as; = 1.634967 | b; = 0.006841548 | c; = 6.30035 1075 | d; = 405.5169
t. = 133.1383

1° Término de resonancia

po = 0.8379692
p; = —0.006118594
p, = —0.000012936798

ps = 4235901000000

p, = —14260880000
ps = 273825700
pe = —1246943

p, = 9.618642 x 10~

pg = 1.795786 * 1071¢
po = 9.310017 * 10718
P10 = 1.655473 x 10717

2° Término de resonancia

Py, = 0.6165532

p14 = 15983170000000

Py, = 2.882476 x 10~ 14

Py, = 0.007238532

pys = —74413570000

Pig = —3.142118 % 10-16

p13 = —0.00009523366

P1e = 497448000

Pro = 3.52805 * 10~ 18

Con esta funcidn se obtienen los valores de la parte real e imaginaria de la constante dieléctrica a las
mismas frecuencias con las que se realizan las mediciones experimentales.

La obtencién de valores experimentales para la parte real de la constante dieléctrica se realiza a través
de valores de capacitancia. Estos se obtienen al obtener el punto de equilibrio del puente de Schering, en
el cudl se ha incorporado el condensador que tiene como dieléctrico al agua. Para facilitar el disefio del
condensador se elige una geometria de placas paralelas. La parte imaginaria de la constante, se obtiene
calculando la tangente de pérdidas para la cual se necesita calcular la resistencia de la muestra, la cual,
igualmente se obtiene del punto de equilibrio del puente.

Debido a que el valor de la capacitancia varia con las dimensiones del condensador, se opté por fijarlas
para hacer mds fdcil la experimentacion y evitar errores por diferencias en las dimensiones del
condensador entre una medicidn y ofra. Para fijar las dimensiones del condensador, se utilizé una celda
espectrofotométrica dentro de la cual se colocan placas de aluminio (previamente lijadas) que son
cortadas para ajustar a las dimensiones de la celda, excepto en su altura, donde son 0.5 cm mds largas
que la celda para realizar la conexién con los caimanes. Al lograr el equilibrio del puente, el valor de la

capacitancia se calcula con una de las ecuaciones obtenidas al realizar balance del puente:
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C. =
X RZ

Los resultados obtenidos de las mediciones experimentales se muestran a continuacién:

Tabla 5-1 Resultados de la medicién de la constante dieléctrica del agua

Frecuencia (Hz) R1(ohms) C(f)

1.91E+04 1.92E+02 2.87E-11
1.91E+04 1.74E+02 3.16E-11
1.91E+04 2.36E+02 2.34E-11
1.92E+04 2.65E+02 2.08E-11
1.92E+04 2.31E+02 2.38E-11
1.92E+04 1.76E+02 3.13E-11
1.92E+04 1.68E+02 3.29E-11
1.92E+04 1.39E+02 3.96E-11
1.93E+04 1.62E+02 3.41E-11
1.92E+04 1.46E+02 3.78E-11
1.92E+04 1.67E+02 3.30E-11
1.92E+04 1.52E+02 3.61E-11
1.92E+04 1.55E+02 3.55E-11
1.92E+04 1.67E+02 3.29E-11
1.92E+04 1.68E+02 3.27E-11
1.92E+04 1.68E+02 3.28E-11
1.92E+04 1.65E+02 3.34E-11
1.92E+04 1.63E+02 3.38E-11
1.92E+04 1.68E+02 3.28E-11
1.92E+04 2.00E+02 2.75E-11
1.92E+04 1.71E+02 3.22E-11
1.92E+04 1.82E+02 3.03E-11
1.92E+04 1.75E+02 3.14E-11
1.92E+04 1.78E+02 3.10E-11
1.92E+04 1.84E+02 2.99E-11
1.92E+04 1.84E+02 3.00E-11
1.92E+04 1.71E+02 3.23E-11
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Figura 5-1 Montaje del puente de Schering en la protoboard

Con el valor de la capacitancia, se calcula la parte real de la constante dieléctrica mediante un despeje de

la ecuacién de un condensador de placas paralelas:

€o€-A
C=——
d
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Siendo A, el drea de las placas, d la separacién entre las placas, €, la permitividad del vacio y €, la
constante dieléctrica de la substancia utilizada como dieléctrico. Ya se ha hecho mencién que las
dimensiones del condensador son fijas, debido a que éste se disefi6 a partir de una celda

espectrofotométrica. Una imagen del condensador utilizado se muestra a continuacion:

Figura 5-2 Condensador utilizado en las mediciones construido a partir de una celda espectrofotométrica

Las dimensiones del condensador son:
A =0.00045 m?
d=0.01m

Los resultados obtenidos tanto para la parte real como para la imaginaria se muestran a continuacion:

Tabla 5-2 Valores experimentales y tedricos de la parte real e imaginaria de la constante
dieléctrica a diferentes frecuencias

Constante real Constantereal Constante Constante
Frecuencia (Hz) experimental Reportada imaginaria experimental imaginaria reportada
19133 7.22E+01 80.19928624 2.31E-02 8.62392E-05
19131 7.94E+01 80.19928624 2.55E-02 8.62302E-05
19123 5.87E+01 80.19928624 1.88E-02 8.61941E-05
19212 5.21E+01 80.19928624 1.68E-02 8.65953E-05
19154 5.98E+01 80.19928624 1.92E-02 8.63339E-05
19154 7.85E+01 80.19928624 2.52E-02 8.63339E-05
19200 8.25E+01 80.19928624 2.66E-02 8.65412E-05
19190 9.95E+01 80.19928624 3.20E-02 8.64961E-05
19297 8.56E+01 80.19928624 2.77E-02 8.69784E-05
19237 9.49E+01 80.19928624 3.06E-02 8.6708E-05
19235 8.29E+01 80.19928624 2.67E-02 8.6699E-05
19230 9.07E+01 80.19928624 2.92E-02 8.66764E-05
19226 8.92E+01 80.19928624 2.88E-02 8.66584E-05
19244 8.27E+01 80.19928624 2.67E-02 8.67395E-05
19240 8.21E+01 80.19928624 2.65E-02 8.67215E-05
19232 8.23E+01 80.19928624 2.65E-02 8.66854E-05
19239 8.38E+01 80.19928624 2.70E-02 8.6717E-05
19243 8.47E+01 80.19928624 2.73E-02 8.6735E-05
19244 8.24E+01 80.19928624 2.66E-02 8.67395E-05
19241 6.91E+01 80.19928624 2.23E-02 8.6726E-05
19238 8.07E+01 80.19928624 2.60E-02 8.67125E-05
19238 7.61E+01 80.19928624 2.46E-02 8.67125E-05
19235 7.89E+01 80.19928624 2.54E-02 8.6699E-05
19228 7.78E+01 80.19928624 2.51E-02 8.66674E-05
19230 7.50E+01 80.19928624 2.42E-02 8.66764E-05
19230 7.52E+01 80.19928624 2.42E-02 8.66764E-05
19230 8.10E+01 80.19928624 2.61E-02 8.66764E-05
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Antes de realizar la prueba ANOVA para los datos de la parte real de la constante dieléctrica del agua se

debe realizar el ensayo de Bartlett y cuyo resultado es:

Tabla 5-3 Verificaciéon de Varianza para los datos de la parte real de la constante dieléctrica del
agua

Prueba Valor-P
de Bartlett 3,63035 0,153245

Dado que el valor-p es mayor a 0.05, se cumplen los supuestos necesarios para validar las conclusiones que
se extraigan del ANOVA.

La tabla ANOVA resultante se muestra a continuacién:

Tabla 5-4 ANOVA para Constante dieléctrica por frecuencia

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  |Razén-F Valor-P
Entre grupos  |2425,53 19 127,659 2,51 0,1085
Intra grupos 356,098 7 50,8711

Total (Corr.) |2781,63 26

En base a la tabla, se puede observar que se estd en la regién de aceptacidén de la hipétesis nula, es decir
todas las mediciones son estadisticamente iguales, por lo que la frecuencia no tiene efecto sobre la parte
real de la constante dieléctrica.

Antes de realizar el andlisis de residuos, se debe mencionar que esta es la dnica vez que se realizard en
extenso, con el objetivo de ilustrar que supuestos son los que se verifican con cada grdfica y como se
realiza la validacién del andlisis, sin embargo, en futuros ANOVA, éste se limitard exclusivamente a
detectar patrones. Continuando con el andlisis de los residuos, la primer grdfica que se debe analizar es la
de residuos vs frecuencia, la cual muestra la variabilidad al cambiar la frecuencia; si la variabilidad es

debida al error aleatorio, la dispersién de las mediciones debe ser semejante y no seguir ningtin patrén.
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Grafico de Residuos para constante dielectrica
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Figura 5-3 6rdfica de residuos vs frecuencia

Como se puede observar, la dispersion de los puntos no es muy regular, sin embargo no se observa ningtin
patrén, por lo que se puede atribuir la variabilidad al error aleatorio.

La segunda grdfica a revisar es la de residuos vs predichos, en la cual, al igual que en el caso pasado, ho se
debe observar ningln patron y sirve para contrastar las predicciones del modelo de ANOVA con la
variabilidad que no explica el modelo. Si esta variabilidad se debe al error aleatorio, los puntos no deben

seguir ningdn patrén.

Grafico de Residuos para constante dielectrica
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Figura 5-4 6rafica de residuos vs predichos

Se puede observar que los puntos no siguen ningtin patrén y que la mayoria de los puntos oscilan, no muy
lejos de la linea que marca el cero, por lo que el modelo propuesto por ANOVA ajusta bien los datos, por

lo que la variabilidad que se observa se puede atribuir al error aleatorio.
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La dltima grdfica que se debe analizar para que las conclusiones del ANOVA sean vdlidas, es la grdfica de
residuos vs secuencia. En esta grdfica se puede observar cémo se distribuyen los residuos conforme se
realizan las mediciones. Si el experimento ha sido aleatorizado, el error sistemdtico que se pueda
cometer debe ser minimo o nulo, reflejdndose esto en los residuos, los cudles, nuevamente, no deben
tener ningdn patrén, ya que esto asegura que las mediciones son independientes, por que el error que se

cometa es debido al error aleatorio.

Grafico de Residuos para constante dielectrica
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Figura 5-5 6rdfica de residuos vs secuencia

En la grdfica no se observan patrones, por lo que el experimento fue aleatorizado correctamente (las
mediciones son independientes) y nuevamente, se puede decir que el error cometido es debido al error
aleatorio. Concluido este andlisis de los residuos, ya se pueden hacer conclusiones con los datos obtenidos
por medio del ANOVA con la certeza de que no se ha violado ninguno de las condiciones para validar las
conclusiones de la prueba.

El hecho de que el ANOVA muestre que la frecuencia no tiene un efecto sobre la parte real de la
constante dieléctrica, a primera instancia puede parecer contradictorio, ya que anteriormente se ha
hecho mencién acerca de la dependencia de la constante dieléctrica con la frecuencia. Sin embargo, el
rango de frecuencias manejado es muy pequefio y como se puede observar en la tabla, el valor interpolado
para la parte real de la constante dieléctrica es el mismo en todos los casos, de hecho, si se observa la
curva de dispersién para el agua, la parte real de la constante dieléctrica tiene una variacién significativa
sélo a frecuencias muy altas. Por ello, en el intervalo manejado, fdcilmente se le puede considerar como
una verdadera constante con un valor de 80.19928624 y entonces se pueden analizar los datos obtenidos
mediante una prueba de hipétesis en la que el estadistico de prueba es la t+ de Student (ya que se
desconoce la varianza poblacional), para la cual la media poblacional se toma como el valor de la constante

dieléctrica a la temperatura de trabajo.
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La prueba se hace a dos lados debido a que a priori, no hay razones para suponer que los resultados

experimentales serdn mayores o menores que la constante interpolada y los resultados se muestran a

continuacién:

Tabla 5-5 Resumen Estadistico para Constante Dieléctrica

Recuento 27
Promedio 79,1778
Varianza 106,986
Desviacion Estandar 10,3434
Coeficiente de Variacion |13,0635%
Error Estandar 1,99059
Minimo 52,1
Maximo 99,5
Rango 47,4
Sesgo Estandarizado -1,72556
Curtosis Estandarizada 1,49403

Tabla 5-6 Prueba de Hipétesis para Constante dieléctrica

Media Muestral = 79,1778
Mediana Muestral = 81,0
Desviacion Estandar de la Muestra = 10,3434

Prueba t

Hipotesis Nula: media = 80,1993
Alternativa: no igual
Estadistico t =-0,513177
Valor-P =0,612161

De la prueba de Bartlett, fue posible concluir que los datos siguen una distribucion normal. Esto se puede

confirmar con los valores del sesgo y curtosis obtenidos en la prueba + de Student, asi como de la grdfica

de probabilidad normal, la cual se muestra a continuacién.

porcentaje

Figura 5-6 Grafica de probabilidad normal para los datos de constante dieléctrica del agua
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En esta grdfica se puede observar que en general los datos siguen la linea de la distribucién normal,
excepto aquellos que estdn por debajo de 72 y los puntos por encima de 92, los que probablemente
puedan ser considerados como datos anémalos.

Se puede observar, de acuerdo a la prueba de hipétesis realizada, que la variacién en los datos
experimentales puede ser explicada en base puramente al error aleatorio (como ya se habia concluido con
el ANOVA), sin embargo, el coeficiente de variacién (que es una medida de la variabilidad) es muy alto
(13.0635%), es decir que, aunque estadisticamente se puede afirmar que las mediciones realizadas no
difieren de la constante interpolada, la variacién en las mediciones es considerable, lo que también se ve
reflejado en el valor de la desviacién estdndar. Para que el método tenga una precisién aceptable el
coeficiente de variacidn deberia ser menor a un 5% y la desviacién estdndar debe ser lo mds baja posible
para que los resultados obtenidos sean considerados confiables.

Tanto el valor de la desviacion estdndar como el del coeficiente de variacidn, pueden hacerse menores si
se descartan algunos de los datos que, de acuerdo a la grdfica de probabilidad normal, se pueden
considerar anémalos. Una forma de ubicar datos anémalos es mediante una grdfica de cajas y bigotes, en
la cual todos los datos que queden fuera de los bigotes pueden ser tomados como datos andémalos. Cuando
se realiza el diagrama de cajas y bigotes con los 27 datos de constante dieléctrica se obtiene el siguiente

diagrama:

Grafico de Caja y Bigotes

! ! ! ! !

52 62 72 82 92 102
constante dielectrica

Figura 5-7 Diagrama de caja y bigotes para todos los datos de constante dieléctrica del agua

Se puede observar, que al menos 4 datos pueden ser considerados andmalos y estos son justamente los
que también se pueden identificar con la grdfica de probabilidad normal. Al descartar estos 4 datos, se

obtiene un diagrama que muestra nuevamente la presencia de 3 datos andmalos, por lo que se vuelve a
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hacer un descarte y finalmente cuando se realiza el diagrama de cajas y bigotes con los 20 datos

restantes se obtiene el diagrama siguiente:

Grafico de Caja y Bigotes
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constante rechazo

Figura 5-8 Diagrama de caja y bigotes para los datos de constante dieléctrica del agua descartando datos

andémalos

En el cual ya no se observa la presencia de datos anémalos, por lo que se procede a repetir el andlisis

estadistico y la prueba de hipétesis con la + de Student. Los resultados obtenidos son:

Tabla 5-7 Resumen Estadistico para constante dieléctrica (sin datos anémalos)

Recuento 20
Promedio 80,65
Varianza 16,6174
Desviacion Estandar 4,07644
Coeficiente de Variacion |5,05448%
Error Estindar 0,91152
Minimo 72,2
Maximo 89,2
Rango 17,0
Sesgo Estandarizado -0,310358
Curtosis Estandarizada 0,0923484

Tabla 5-8 Prueba de Hipétesis para constante dieléctrica del agua (sin datos anémalos)

Media Muestral = 80,65

Mediana Muestral = 81,55

Desviacion Estandar de la Muestra = 4,07644

Prueba t

Hipétesis Nula: media = 80,1993

Alternativa: no igual

Estadistico t = 0,494449

Valor-P = 0,626658
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Se puede observar que el coeficiente de variacion bajé del 13.0635% a un 5.05448%, mientras que la
desviacién estdndar bajo de 10.3434 a 4.07644, lo cual es una notable mejoria de los resultados.
Tomando como base estos resultados, se puede decir que el puente de Schering construido es capaz de
medir con una precisién aceptable la parte real de la constante dieléctrica del agua. Sin embargo, el costo
de esta mejoria, fue eliminar un poco mds del 25% de los datos experimentales, lo cual resta validez al
experimento porque son muchas mediciones las que se deben de tomar como andmalas de acuerdo al
andlisis estadistico. Por estas razones, es recomendable revisar el disefio e instrumentacién del puente,
para poder asi identificar los factores causantes de la alta variabilidad observada.

Por otra parte, se deben analizar ahora los resultados de la parte imaginaria de la constante dieléctrica.
Para obtener esta parte de la constante, se debe calcular la tangente de pérdidas y posteriormente, a
través de ésta, se realiza el cdlculo de la constante imaginaria. La relacién entre la constante imaginaria y

la tangente de pérdidas es:

€ *
tand = —
€

La tangente de pérdidas es una magnitud directamente calculable a partir de la resistencia y la
capacitancia del condensador problema y se puede deducir a partir de las ecuaciones para el punto de
equilibrio del puente. La ecuacién para calcular la tangente de pérdidas es:

tan§ = wCyxRy
La resistencia del condensador problema se determina a partir de la siguiente ecuacién obtenida del
balance del puente:

G
RX = RZC_
3

Ya calculada la tangente, se puede calcular la parte imaginaria de la constante mediante un despeje.

De la tabla, se puede observar que los valores experimentales no coinciden en ningtin caso con los valores
esperados y que de hecho los valores experimentales son mayores a los esperados por un factor de 1000.
Otra cosa que se puede observar, es que al menos numéricamente, los valores para la parte imaginaria de
la constante tienen una mayor dependencia con la frecuencia, lo cual estd de acuerdo con la curva de
dispersién para el agua.

En este caso, ho tiene sentido realizar un ANOVA o cualquier otro andlisis estadistico, ya que a simple
vista los valores calculados y los experimentales son muy diferentes. Lo que si se debe hacer es buscar la
causa de esta pronunciada diferencia. Esto se puede realizar si se calcula, a partir de los datos tedricos,
el valor esperado para el condensador variable y contrastar este valor con el valor del condensador fijo
utilizado; esto permitird saber si el valor de capacitancia utilizado es superior o inferior al que se debe
utilizar para lograr un mejor ajuste entre la curva de potencial de la muestray la curva de referencia.

Lo primero, es calcular la tangente de pérdidas con la relacién de los valores real e imaginario de la

constante dieléctrica, utilizando para ello las frecuencias experimentales y la funcién de interpolacién.
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Con estos valores y las frecuencias, se calcula el producto CxRy y con los valores experimentales de Cy, se

calcula Ry mediante:

tané
X =

wCy
La cual se puede reescribir si se sustituye la ecuacidn (donde la parte real e imaginaria de la constante

son los valores tedricos obtenidos con la funcién de interpolacidn, no los experimentales):

€ *

R, =
T ewCy

Con los valores tedricos de la resistencia del condensador problema, se puede calcular (aunque sea sélo
una aproximacién), el valor de la capacitancia que debe tener el condensador variable del puente mediante
un despeje de la ecuacion con la que se calcula la resistencia de la muestra. Los resultados obtenidos se

muestran en la siguiente tabla:

Tabla 5-9 Resistencias y capacitancias tedricas

Constante Constante Rx C variable
Frecuencia Real Imaginaria Tan (6) Tedrica Tedrico
(Hz) reportada reportada Tedrica (Q) (F)

1.91E+04 80.19928624 8.62392E-05 1.07531E-06 1.96E+00 6.94E-13
1.91E+04 80.19928624 8.62302E-05 1.0752E-06 1.78E+00 6.94E-13
1.91E+04 80.19928624 8.61941E-05 1.07475E-06 2.41E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.65953E-05 1.07975E-06 2.71E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.63339E-05 1.07649E-06 2.36E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.63339E-05 1.07649E-06 1.80E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.65412E-05 1.07908E-06 1.71E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.64961E-05 1.07851E-06 1.42E+00 6.94E-13
1.93E+04 80.19928624 8.69784E-05 1.08453E-06 1.65E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.6708E-05 1.08116E-06 1.49E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.6699E-05 1.08104E-06 1.70E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.66764E-05 1.08076E-06 1.56E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.66584E-05 1.08054E-06 1.58E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.67395E-05 1.08155E-06 1.71E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.67215E-05 1.08132E-06 1.72E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.66854E-05 1.08088E-06 1.71E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.6717E-05 1.08127E-06 1.68E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.6735E-05 1.08149E-06 1.67E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.67395E-05 1.08155E-06 1.71E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.6726E-05 1.08138E-06 2.04E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.67125E-05 1.08121E-06 1.75E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.67125E-05 1.08121E-06 1.85E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.6699E-05 1.08104E-06 1.79E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.66674E-05 1.08065E-06 1.81E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.66764E-05 1.08076E-06 1.88E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.66764E-05 1.08076E-06 1.88E+00 6.94E-13
1.92E+04 80.19928624 8.66764E-05 1.08076E-06 1.74E+00 6.94E-13

Se puede observar, que el valor de la capacitancia del condensador variable es la misma en todos los
casos, esto puede deberse a que al realizar este cdlculo se han mezclado datos experimentales con datos
tedricos, ademds de que la variacién de la frecuencia es muy pequefia, por lo que los valores de

capacitancia del condensador variable varian en cifras decimales mds alld de las alcanzables
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experimentalmente. A pesar de esto, los cdlculos muestran que la capacitancia variable toma un valor
inferior a 1 pF, por lo que el uso de un condensador de 207 pF es muy superior al necesario para lograr
que ambas sefiales se encuentren en fase. Esto explica porque al comparar las sefiales se observaba un
ligero desfase en el osciloscopio. Aunque esto era de esperarse al utilizar el condensador fijo, no se
esperaba que la diferencia entre el valor necesario para el equilibrio del puente y el valor del condensador
utilizado fuese de tal magnitud.

Este resultado, necesariamente conduce a la pregunta de si pese a estas diferencias, los valores para la
parte real de la constante siguen siendo vdlidos a pesar de que no se llega al punto de equilibrio del
puente y en efecto los valores obtenidos para la parte real siguen siendo vdlidos.

La explicacién a esto radica justamente en la definicién del punto de equilibrio que se dio anteriormente.
Se sabe que el punto de equilibrio exige que el voltaje en cada punto (nodo) del puente sea el mismo,
exigiendo a su vez que tanto la fase como la amplitud del voltaje sean los mismos, para que la corriente
pasando por el detector sea cero. En este caso, la parte real de la constante se obtiene cuando la
amplitud de onda de la muestra y de la referencia son iguales, es decir, los voltajes tienen la misma
intensidad Vo, mientras que la parte imaginaria se obtiene haciendo que ambas ondas tengan la misma
fase, con ello el voltaje de las ramas del puente seria exactamente el mismo, cumpliéndose asi los
requerimientos del punto de equilibrio. Aunque el puente no estd perfectamente en equilibrio, las
“intensidades” del voltaje en cada punto del puente son las mismas gracias al ajuste de la resistencia
variable, lo que permite la determinacién de la parte real de la constante dieléctrica a pesar de que no se
logré que las ondas tuviesen exactamente la misma fase, siendo de esta manera el puente construido

capaz de determinar la parte real mds no la parte imaginaria.

5.2 Resultados y Andlisis de resultados de la determinacion de la constante dieléctrica de
dispersiones de suero de leche

Para esta seccién experimental no se realizaron mediciones de la constante dieléctrica de las
dispersiones de suero de leche debido a que al andlizar la informacidén obtenida en la parte de la
constante dieléctrica del agua, se concluyé que se debe seguir trabajando en la parte del disefio e
instrumentacion del puente de Schering para hacerlo un método confiable en la determinacién de la
constante dieléctrica, aunque los resultados obtenidos dan evidencia de que el método puede ser

implementado. Esto se analizard con mds profundidad en la parte de conclusiones y prospectivas.

5.3 Resultados y Andlisis de resultados de la determinacion de pH
Como se ha mencionado anteriormente, para realizar un buen andlisis del efecto que tiene un tratamiento
sobre una variable y obtener una buena estimacién del error aleatorio asociado a dicho tratamiento, se

debe contar con una cantidad suficiente de datos, siendo los estimadores obtenidos mds precisos entre
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mayor sea la cantidad de datos disponibles. Por ello, para la determinacién de la relacion
pH/concentracidn, se prepararon 4 soluciones al 5% (m/v) de acuerdo al procedimiento experimental y
siguiendo éste, a partir de cada solucién, se prepararon las diluciones correspondientes, lo que da un total
de 16 soluciones agrupadas en 4 series y a las cuales se les mide el pH por friplicado de acuerdo al
procedimiento experimental.

Debido a que las 4 soluciones al 5% se prepararon de forma independiente, puede haber factores que
hayan afectado a la preparacién y ocasionen diferencias entre las soluciones. Esto introduce en la
experimentacidn una variable de bloque, es decir, un factor que distingue a las muestras pero que no es el
objetivo del estudio; por ello, para excluir la influencia de esta variable al realizar el andlisis estadistico,
se realizé la experimentacidn utilizando un disefio experimental de bloques completamente aleatorizados.
Para lograr eliminar el efecto de la variabilidad por la agrupacién en bloques, el andlisis estadistico del
disefio de bloques aleatorizados utiliza un ANOVA multifactorial de muestras pareadas, por lo que es
necesario corroborar los supuestos del ANOVA para validar las conclusiones del andlisis, ademds, se debe
cumplir con el requisito adicional de que la variable de bloque no tenga interaccién con el tratamiento.
Esta condicién adicional se debe a que el disefio trabaja bajo la suposicién de que la variabilidad por el
tratamiento es mayor a la variabilidad entre bloques, por lo que si la interaccién entre ambas es
significativa la variabilidad de los bloques es comparable a la variabilidad del tratamiento, indicando que
la variable de bloque es significativa y no puede ser ignorada en el andlisis. Los resultados de la
determinacién de pH mostrados a continuacién, conservan el orden aleatorizado que se generé con el

disefio y que se siguié durante la experimentacidn:
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Tabla 5-10 Resultados de las mediciones de pH

Serie

Concentracién

(% m/v)
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Lo mds recomendable es primero verificar que la variable

de bloque no presenta interaccién con el

tratamiento, lo que ahorra realizar el andlisis de los residuos en caso de que la interaccién sea

significativa. Esto se puede verificar mediante la tabla de ANOVA que se muestra a continuacién:
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Tabla 5-11 Andlisis de Varianza para pH - Suma de Cuadrados Tipo III para el disefio de bloques
completamente aleatorizados

Fuente Uma de Cuadrados |Gl |[CuadradoMedio [Razén-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:concentracion 0,274223 3 0,0914076 311,17 0,0000
B:BLOQUE 0,15819 3 0,0527299 179,51 0,0000
INTERACCIONES

AB 0,0130688 9 0,00145208 4,94 0,0003
RESIDUOS 0,0094 32 {0,00029375

TOTAL (CORREGIDO) 0,454881 47

Como el valor p para la infteraccién bloque-tratamiento es menor que 0.05 la interaccién es
estadisticamente significativa, por lo que la variabilidad entre bloques es comparable con la variabilidad
por el tratamiento, existiendo entonces diferencias entre las series de soluciones, ocasionadas
probablemente por factores no bloqueados durante la preparacién. Esto hace al disefio por bloques
aleatorizados inadecuado para analizar los resultados y se debe recurrir a un andlisis estadistico
diferente.

Hasta ahora, se ha logrado establecer la existencia de diferencias significativas entre las soluciones
debido a la preparacién; las razones para esto se discutirdn mds adelante. A continuacion, lo mds
recomendable seria conocer hasta qué punto son diferentes, por lo que se pueden realizar ANOVA entre
las mismas concentraciones de las diferentes series y una prueba de rango mdltiples para detectar la
formacion de grupos homogéneos, con lo que se sabria cuales series son estadisticamente iguales y cuales
estadisticamente diferentes.

Al realizar este andlisis, se debe verificar que entre las concentraciones iguales de series diferentes se
cumplan con los requerimientos de homocedasticidad y normalidad, ya que de lo contrario las conclusiones
del ANOVA quedarian invalidadas. Para esto se realiza la prueba de Bartlett sobre cada grupo de

concentraciones, mostrdndose los resultados a continuacién.

Tabla 5-12 Prueba de Bartlett. Concentraciones de cada serie

Concentraciéon Estadistico de Prueba Valor-P

0.05% 1,45699 0476766
1% 1,0 10

2% 1,42235 0,506309
4% 1,40141 0,525208

De la tabla se puede observar que todos los valores p son mayores de 0.05, por lo que se cumplen los
requisitos de homocedasticidad y normalidad para las comparaciones entre concentraciones de series
diferentes.

Ahora se pueden realizar los ANOVA entre las concentraciones para verificar que en verdad haya

diferencia entre los bloques y aplicar la prueba de rangos mdltiples para detectar los posibles grupos
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homogéneos. Los resultados de los ANOVA junto con las pruebas de rangos mltiples para todas

concentraciones se muestran a continuacién:

Tabla 5-13 Tabla ANOVA para pH por Concentracién 0.5%

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio  |Razén-F Valor-P
Entre grupos  0,0692333 3 [0,0230778 62,94 0,0000
Intra grupos 0,00293333 0,000366667
Total (Corr.) |0,0721667 11
Tabla 5-14 Pruebas de Mdiltiple Rangos para pH por Concentracién 0.5%
Método: 95,0 porcentaje LSD
Concentracion05 |Casos |Media Grupos Homogéneos
0,5 (2) 3 6,44667 |X
054 3 6,48 X
053 3 6,61 X
0,5 (1) 3 6,61667 | X
Tabla 5-15 Tabla ANOVA para pH por Concentracion 1%
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio  [Razon-F Valor-P
Entre grupos  [0,0391333 3 0,0130444 55,90 0,0000
Intra grupos 0,00186667 0,000233333
Total (Corr.) 0,041 11
Tabla 5-16 Pruebas de Mdltiple Rangos para pH por Concentracién 1%
Meétodo: 95,0 porcentaje LSD
Concentraciéon 1  [Casos |Media Grupos Homogéneos
1(2) 3 6,41333 |[X
1(4) 3 6,41333 |[X
13) 3 6,51667 | X
1(1) 3 6,53667 | X
Tabla 5-17 Tabla ANOVA para pH por Concentracion 2%
Fuente Suma de Cuadrados (Gl |Cuadrado Medio  |Razén-F Valor-P
Entre grupos  10,0299667 3 0,00998889 19,98 0,0005
Intra grupos 0,004 0,0005
Total (Corr.) ]0,0339667 11
Tabla 5-18 Pruebas de Mdltiple Rangos para pH por Concentracion 2%
Meétodo: 95,0 porcentaje LSD
Concentracién 2 [Casos |Media Grupos Homogéneos
2(4) 3 6,34667 |X
2(2) 3 6,38 X
2(3) 3 6,45333 X
2(1) 3 6,46667 X
Tabla 5-19 Tabla ANOVA para pH por Concentracion 4%
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio  [Razén-F Valor-P
Entre grupos 0,035625 3 0,011875 118,75 0,0000
Intra grupos 0,0008 8 0,0001
Total (Corr.) ]0,036425 11

as
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Tabla 5-20 Pruebas de Mdltiple Rangos para pH por Concentracién 4%

Meétodo: 95,0 porcentaje LSD

Concentraciéon 4 [Casos |Media Grupos Homogéneos
4 (4) 3 6,27 X

4(2) 3 6,28667 |X

4(3) 3 6,38667 X

4 (1) 3 6,38667 X

De acuerdo a los valores p, los ANOVA muestran que todas las series son estadisticamente diferentes,
con lo que se comprueba que la preparacién es un factor determinante, sin embargo hace falta analizar
las pruebas de rangos mltiples para conocer que serie o series son diferentes entre si. Con las pruebas
de rangos mlltiples, se puede apreciar que en todos los casos se forman dos grupos homogéneos: uno
formado por las series 1y 3 y ofro formado por las series 2 y 4, por ello, los andlisis subsiguientes se
realizan agrupando los datos de dichas series de acuerdo a los grupos detectados. Por (ltimo, hace falta
validar los resultados obtenidos mediante el andlisis de los residuos. Las grdficas de residuos para todos

los ANOVA se muestran a continuacién:
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No se observan patrones en ninguna de las grdficas de residuos, por lo que los andlisis realizados son
vdlidos.

Ahora que se han analizado los datos de concentraciones iguales, se tienen pruebas de que las series son
diferentes y se pueden realizar los ANOVA a las series individuales para obtener evidencia estadistica
de que un aumento en la concentracién tiene un efecto sobre el pH. Un beneficio de haber realizado los
ANOVA de concentraciones iguales es que se han encontrado grupos homogéneos que coinciden para
todos los casos analizados, por lo que estos datos se pueden agrupar, disminuyendo el andlisis estadistico

a realizar. Primero se presenta el ANOVA del grupo formado por las series 1y 3:

Tabla 5-21 Tabla ANOVA para pH 1-3 por Serie 1-3

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio  |Razdn-F Valor-P
Entre grupos 0,167733 3 0,0559111 155,31 0,0000
Intra grupos 0,0072 20 {0,00036

Total (Corr.) ]0,174933 23

De la tabla ANOVA, por el valor p, se puede ver que los promedios de las concentraciones que componen a
cada serie son diferentes, por lo que si hay un efecto de la concentracion sobre el pH, lo que se puede

corroborar con la prueba de rangos miltiples:

Tabla 5-22 Pruebas de Miiltiple Rangos para pH 1-3 por Serie 1-3

Meétodo: 95,0 porcentaje LSD

Sriel3d |Casos |Media Grupos Homogéneos
4 6 6,38667 |X

2 6 6,46 X

1 6 6,52667 X

0,5 6 6,61333 X

Como se puede observar, cada concentracién forma un grupo, por lo que la variabilidad atribuida al error
aleatorio es menor que la variabilidad debida al cambio en la concentracién, apoyando la conclusién de la
tabla ANOVA. Para comenzar a validar el andlisis se debe realizar la prueba de Bartlett para asegurar la

homocedasticidad y normalidad de los datos:

Tabla 5-23 Verificacién de Varianza para Serie 1-3

Prueba Valor-P
de Bartlett |1,23489 [0,273016

Lo dltimo que es necesario para la validacién de los resultados obtenidos es el andlisis de los residuos,

para lo cual se muestran las grdficas a continuacién:
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En ninguna de las grdficas de residuos se observan patrones diferentes a un patrén aleatorio, por lo que
el ANOVA es vdlido y todas las conclusiones que se extraen de él son vdlidas.
El siguiente ANOVA se realiza con el segundo grupo homogéneo detectado y que se forma por las series 2

y 4

Tabla 5-24 Tabla ANOVA para pH 2-4 por Serie 2-4

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio  [Razdn-F Valor-P
Entre grupos 0,113846 3 0,0379486 88,77 0,0000
Intra grupos 0,00855 20 [0,0004275

Total (Corr.) 0,122396 23

Del valor p se puede concluir que el cambio en la concentracién tiene un efecto estadisticamente
significativo sobre el pH al igual que en el caso del grupo formado por la series 1y 3. Se verifica esto con

la prueba de rangos miltiples:

Tabla 5-25 Pruebas de Miiltiple Rangos para pH 2-4 por Serie 2-4

Meétodo: 95,0 porcentaje LSD

Srie2 4 |[Casos [Media Grupos Homogéneos
4 6 6,27833 |X

2 6 6,36333 X

1 6 6,43 X

0,5 6 6,45667 X

Como cada concentracién forma un grupo homogéneo se confirman las conclusiones del ANOVA. Lo
siguiente es que los datos cumplan con la prueba de Bartlett para asegurar la homocedasticidad y la

normalidad necesarias para validar el ANOVA:

Tabla 5-26 Verificacién de Varianza para Serie 1-3

Prueba Valor-P
de Bartlett  |1,20097 |0,336535

Lo dltimo es realizar el andlisis de residuos:
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En ninguna grdfica de los residuos se observa un patrén diferente al de una distribucién aleatoria, por lo
que se cumplen los requisitos para las suposiciones del ANOVA validdndose el modelo.

Ahora ya se tiene evidencia estadistica de al menos dos hechos: la concentracion y la preparacion de las
soluciones son factores que modifican el pH de las soluciones de WPC. La forma de preparacion ha
influido de tal forma que ha dividido los resultados en dos grupos independientes, aunque en ambos se
aprecia que el aumento en la concentracién de WPC modifica el pH de la solucién. Lo siguiente es conocer
la relacién concentracién/pH, para lo cual se puede suponer un comportamiento lineal y realizar una
regresién lineal. De los pardmetros de la regresidn, se puede establecer que tan bueno es el modelo lineal
para describir los datos. Sin embargo, como se tienen dos grupos homogéneos de datos serd necesario
realizar una regresién para cada uno de ellos. Lo mejor que se puede esperar en este punto, es que ambos
grupos sigan una relacién lineal, pero con pardmetros diferentes, sin embargo, dado que los grupos
diferentes, lo mds probable es que el modelo que los describa sea diferente.

Los resultados para ambas regresiones lineales se presentan a continuacion:

Tabla 5-27 Regresion Simple - pH 1-3 vs Concentracién

Coeficientes

Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro |Estimado Error T Valor-P
Intercepto 6,60754 0,0116289 568,2 0,0000
Pendiente -0,0591304 0,00504533 -11,7198 0,0000

Tabla 5-28 Andlisis de Varianza con Carencia de Ajuste pH 1-3 vs Concentracion

Valor-P
0,0000

Razon-F
137,35

Cuadrado Medio
0,150783
0,00109776
0,00847536
0,00036

Suma de Cuadrados |Gl
0,150783 1
0,0241507 22
0,0169507 2
0,0072 20
0,174933 23
Coeficiente de Correlacion = -0,928409
R-cuadrada = 86,1943 porciento
Error estandar del est. = 0,0331325

Error absoluto medio = 0,025785

Estadistico Durbin-Watson = 1,80857 (P=0,3313)
Ecuacion de la linea recta
pH 13 =6,60754 - 0,0591304*Concentracion

Fuente

Modelo

Residuo
Carencia de Ajuste
Error Puro

Total (Corr.)

23,54 0,0000

Tabla 5-29 Regresion Simple - pH 2-4 vs Concentracion

Coeficientes

Minimos Cuadrados

Estandar

Estadistico

Parametro

Estimado

Error

T

Valor-P

Intercepto

6,4779

0,00740058

875,324

0,0000

Pendiente

-0,0511014

0,00321082

_15,9154

0,0000
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Tabla 5-30 Andlisis de Varianza con Carencia de ajuste pH 2-4 vs Concentracion

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
Modelo 0,112615 1 0,112615 253,30 0,0000
Residuo 0,00978101 22 10,000444592
Carencia de Ajuste 0,00123101 2 0,000615507 1,44 0,2605
Error Puro 0,00855 20 10,0004275
Total (Corr.) 0,122396 23

Coeficiente de Correlacion =-0,959212
R-cuadrada = 92,0087 porciento
Error estandar del est. = 0,0210853
Error absoluto medio = 0,0167005
Estadistico Durbin-Watson = 2,65865 (P=0,9530)
Ecuacion de la linea recta:
pH2 4=6,4779 - 0,0511014*Concentracion

La prueba estadistica para la pendiente en ambos casos, indica, de acuerdo al valor p, que las variables pH
y concentracién se encuentran correlacionadas, sin embargo, el valor porcentual de R?, que es una medida
de la variabilidad explicada por el modelo, es apenas del 86% para el primer grupo y de 92% para el
segundo grupo. Por ello, se realiza la prueba de carencia de ajuste, en la que se evalia el ajuste de los
datos experimentales al modelo. En caso de que el valor p no sea mayor a 0.05, el modelo ajusta
pobremente los datos y es recomendable buscar un modelo alternativo que de mejor cuenta de la
variabilidad observada, brindado asi, un mejor ajuste a los datos experimentales. Se puede observar de
los resultados para el grupo formado por 1y 3, que el valor p es menor a 0.05, sin embargo en el grupo
formado por 2 y 4, el valor p es mayor a 0.05, siendo el modelo lineal adecuado para un grupo e
inadecuado para el otro. STATGRAPHICS permite hacer una lista de modelos alternativos junto con su
coeficiente de correlacién y la R?, lo que facilita encontrar un modelo alternativo que ajuste mejor los
datos. Aunque el modelo lineal, de acuerdo al andlisis, es adecuado para el grupo de las series 2 y 4,
mediante la comparacion con modelos alternativos se puede saber si éste es el mejor modelo, por lo que
también se hard el andlisis de modelos alternativos para este grupo. A continuacidéh se muestran los

resultados para ambos grupos de datos:
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Tabla 5-31 Comparacion de Modelos Alternos. pH 1-3 vs concentracion

Modelo Correlacion  |R-Cuadrada
Inversa-Y Log-X 0,9782 95,68%
Multiplicativa -0,9780 95,65%
Raiz Cuadrada-Y Log-X -0,9779 95,63%
Logaritmo de X -0,9778 95,61%
Cuadrado-Y Log-X -0,9776 95,56%
Inversa-Y Raiz Cuadrada-X 0,9630 92,73%
Logaritmico-Y Raiz Cuadrada-X -0,9620 92,55%
Raiz Cuadrada Doble -0,9616 92,46%
Raiz Cuadrada de X -0,9611 92,37%
Cuadrado-Y Raiz Cuadrada-X -0,9601 92,17%
Cuadrado-Y Inversa de X 0,9515 90,53%
Inversa de X 0,9503 90,30%
Raiz Cuadrada-Y Inversa de X 0,9496 90,18%
Curva S 0,9490 90,06%
Doble Inverso -0,9477 89,81%
Inversade Y 0,9316 86,79%
Exponencial -0,9300 86,49%
Raiz Cuadrada de Y -0,9292 86,35%
Lineal -0,9284 86,19%
Cuadrado de Y -0,9268 85,89%
Inversa-Y Cuadrado-X 0,8597 73,92%
Log-Y Cuadrado-X -0,8574 73,51%
Raiz Cuadrada-X Cuadrado-X -0,8561 73,30%
Cuadrado de X -0,8549 73,09%
Cuadrado Doble -0,8525 72,67%

Tabla 5-32 Comparacion de Modelos Alternos pH 2-4 vs concentracién

Modelo Correlacion  [R-Cuadrada
Inversa-Y Raiz Cuadrada-X 0,9621 92,56%
Logaritmico-Y Raiz Cuadrada-X -0,9618 92,51%
Raiz Cuadrada Doble -0,9617 92,48%
Raiz Cuadrada de X -0,9615 92,45%
Cuadrado-Y Raiz Cuadrada-X -0,9612 92,40%
Inversa de Y 0,9607 92,30%
Exponencial -0,9600 92,15%
Raiz Cuadrada de Y -0,9596 92,08%
Lineal -0,9592 92.01%
Cuadrado de Y -0,9584 91,86%
Cuadrado-Y Log-X -0,9422 88,77%
Logaritmo de X -0,9420 88,73%
Raiz Cuadrada-Y Log-X -0,9418 88,71%
Multiplicativa -0,9417 88,68%
Inversa-Y Log-X 0,9414 88,63%
Inversa-Y Cuadrado-X 0,9259 85,73%
Log-Y Cuadrado-X -0,9245 85,46%
Raiz Cuadrada-X Cuadrado-X -0,9237 85,33%
Cuadrado de X -0,9230 85,20%
Cuadrado Doble -0,9216 84,93%
Cuadrado-Y Inversa de X 0,8461 71,59%
Inversa de X 0,8450 71,39%
Raiz Cuadrada-Y Inversa de X 0,8444 71,30%
Curva S 0,8438 71,20%
Doble Inverso -0,8427 71,01%

108



De los posibles modelos, se concluye que el mejor ajuste proviene, para el grupo formado por 1y 3, de una
regresion inversa de Y-log X, mientras que para el grupo formado por 2 y 4, el mejor ajuste se obtiene
con un modelo inversa de Y-raiz cuadrada de X que con el modelo lineal, por lo que se optard por el
primero. Como se esperaba, los modelos son diferentes dadas las diferencias encontradas con
anterioridad en las soluciones de WPC. Asi mismo, se puede apreciar que la diferencia entre ambos se da
en la expresién para X, es decir, para la concentracién, recalcando la diferencia ocasionada por la
preparacién de las soluciones. Se muestran a continuacidn, la tabla ANOVA, las pruebas de carencia de

ajuste y la ecuacién para los modelos alternativos:

Tabla 5-33 Regresién Simple - pH 1-3 vs Concentracion

Coeficientes

Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro |Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,153068 0,0000980823 1560,6 0,0000
Pendiente 0,00255075 0,000115537 22,0774 0,0000

Tabla 5-34 Andlisis de Varianza con Carencia de Ajuste. pH 1-3 vs concentracion

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razdn-F |Valor-P
Modelo 0,0000937794 1 0,0000937794 487,41 0,0000
Residuo 0,00000423286 22 |1,92403E-7
Carencia de Ajuste 1,95753E-7 2 9,78764E-8 0,48 0,6228
Error Puro 0,00000403711 20 |2,01856E-7
Total (Corr.) 0,0000980123 23
Coeficiente de Correlacion = 0,978168
R-cuadrada = 95,6813 porciento
Error estandar del est. = 0,000438638
Error absoluto medio = 0,00035138
Estadistico Durbin-Watson = 1,80473 (P=0,3213)
Ecuacion del modelo ajustado:
pH 1 3=1/(0,153068 + 0,00255075*In (Concentracion))
Tabla 5-35 Regresion Simple - pH 1-3 vs Concentracién
Coeficientes
Minimos Cuadrados | Estandar Estadistico
Parametro |Estimado Error T Valor-P
Intercepto  |0,152243 0,000288767 |527,217 0,0000
Pendiente 0,00348768 0,000210886 16,5382 0,0000
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Tabla 5-36 Andlisis de Varianza con Carencia de Ajuste pH 2-4 vs concentracion

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
Modelo 0,0000688248 1 0,0000688248 273,51 0,0000
Residuo 0,00000553591 22 12,51632E-7
Carencia de Ajuste 4,63626E-7 2 2,31813E-7 0,91 0,4170
Error Puro 0,00000507229 20 2,53614E-7
Total (Corr.) 0,0000743607 23

Coeficiente de Correlacion = 0,962057
R-cuadrada = 92,5553 porciento
Error estandar del est. = 0,00050163
Error absoluto medio = 0,000395395
Estadistico Durbin-Watson = 2,52857 (P=0,9094)
Ecuacion del modelo ajustado:
pH 2 4=1/(0,152243 + 0,00348768*sqrt (Concentracion))

De acuerdo a las tablas ANOVA sin importar el cambio de modelo se mantiene la correlacién entre ambas
variables. En cuanto al grupo formado por las series 1y 3, por el valor p de la prueba de carencia de
ajuste, se estd en la regién de aceptacién de la hipdtesis nula, por lo que modelo es adecuado para
describir los datos. Por otro lado, en el caso del grupo formado por 2 y 4, el valor p de la prueba de
carencia aumenté como era de esperarse, ya que este modelo ajusta mejor las observaciones, por lo que
se puede concluir que los modelos escogidos son adecuados para describir las variaciones de pH con la
concentracion para ambos grupos de soluciones.

Ahora se muestra el grdfico de regresion para ambos casos:

Grafico del Modelo Ajustado
pH1_3=1/(0,153068 + 0,00255075*In(Serie 1_3))
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Figura 5-15 Regresion Lineal pH 1-3 vs In (concentracion 1-3)
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Grafico del Modelo Ajustado
pH2_4 =1/(0,152243 + 0,00348768*sqrt(Serie 2_4))
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Figura 5-16 Regresion Lineal pH 2-4 vs sqrt (concentracion 2-4)

Ahora que se tienen las grdficas, ya se puede apreciar que a pesar de que las relaciones no son iguales, en
general, la tendencia es que un aumento de la concentracion da una disminucion del pH.
Como los andlisis de regresién se basan en ANOVA, se deben verificar los residuos para ambas

regresiones:
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Gréfico de Residuos
pH 13 = 1/(0,153068 + 0,00255075*In(Serie 13))

2 =T ; T ™—]
L B ]
o r ]
g 1r ’ *]
c + g o 4
[0] - o 4
g i o ]
&  0F i -
Iy L . o [:
=} r a b
) - 0 o
3 r . 7
(4 r o ]
_2 ;1 i 1 T 1 1;
0 1 2 3 4
Serie 13
Gréfico de Residuos
pH 13 = 1/(0,153068 + 0,00255075*In(Serie 13))
2F : : - : e
s f :
E 1 . ) 7
c L 8 i
) L o e i
) [ o 4
K 0 : s —
w r f 0 ]
o [ o 7
> r o B
! F o ]
3 1r i . 7
o L o 4
2k, ‘ ° ‘ ‘ —
6,3 6,4 6,5 6,6 6,7
predicho pH 13
Gréfico de Residuos
pH 13 = 6,60754 - 0,0591304*Serie 13
28 FT T T T T T ™—]
3 18 E
© - 4
N - o o -
= r o . 1
° 08 [~ o o o o
2 F 0 ]
& C 2 ° ]
o -0,2 - o s . “ 3
> o
B C ]
- r 0 o .
@ 12 ] o -
‘2,2 ;1 1 1 ; 1 1 T 1;
0 4 8 12 16 20 24

numero de fila

Figura 5-17 Gréficas de residuos de la regresién lineal pH 1-3 vs In (concentracién 1-3)
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Grafico de Residuos
pH 2_4 = 1/(0,152243 + 0,00348768*sqrt(Serie 2_4))
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Figura 5-18 Gréfico de residuos regresién lineal pH 2-4 vs sqrt (concentracion 2-4)
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Al observar las grdficas de los residuos, se puede notar que no se viola hinguno de los supuestos
requeridos por ANOVA, ya que la distribucidn de los residuos es en general al azar, por lo que no hay
correlacién temporal, lo cual se puede verificar con el valor p del estadistico de Durbin-Watson. Los
(ltimos resultados para presentar en esta seccién y que pueden ser de utilidad para los resultados de
conductividad son los cdlculos de la carga del WPC a los pH's de las soluciones. Estas cargas se
calcularon a partir de la ecuacidn presentada en el capitulo 2 y se redondearon al entero mds cercano. Asi
mismo, se calculan las cargas promedio de cada concentracién para facilitar las comparaciones; los

resultados se muestran a continuacién:

Tabla 5-37 Carga en funcién del pH para las series

Concentracion (%) pHS1 ZS1 pHS2 Zs2 pHS3 ZS3 pHS4 Zs4
05 6.62 -3 6.42 3 6.61 -3 6.48 1
0.5 6.64 -4 6.45 2 6.6 -2 6.47 2
0.5 6.59 -2 6.47 2 6.62 -3 6.49 1
Promedio concentracion 0.5% 6.62 -3 6.45 3 6.61 -3 6.48 1
1 6.52 0 6.4 4 6.53 0 6.4 4
1 6.54 -1 6.41 4 6.52 0 6.43 3
1 6.55 -1 6.43 3 6.5 1 6.41 4
Promedio concentracion 1% 654 O 6.41 4 652 O 6.41 4
2 6.49 1 6.38 5 6.48 1 6.33 7
2 6.48 1 6.39 5 6.43 3 6.35 6
2 6.43 3 6.37 5 6.45 2 6.36 6
Promedio concentracion 2% 6.47 2 6.38 5 6.45 2 6.35 6
4 6.39 5 6.29 8 6.37 5 6.26 9
4 6.39 5 6.28 9 6.4 4 6.28 9
4 6.38 5 6.29 8 6.39 5 6.27 9
Promedio concentracion 4% 6.39 5 6.29 8 6.39 5 6.27 9

Al analizar con cuidado la tabla, es evidente la similitud en las cargas de la serie 1y 3, asi como la
similitud entre las cargas de la serie 2 y 4, lo que estd de acuerdo con los resultados obtenidos
previamente. También, si se observa con cuidado, se puede notar que dentro de una misma serie, un
cambio en el pH de aproximadamente 0.03 unidades da un cambio unitario en la carga. A partir de los
promedios, se puede llegar a tres conclusiones; la primera es una reiteracion de lo obtenido
anteriormente: conforme aumenta la concentracion disminuye el pH de las soluciones, la segunda es que
conforme disminuye el pH aumenta la carga positiva y la tercera es que un aumento en la concentracién da
un aumento en la carga.

El aumento en la carga positiva por el aumento en la concentracién, se puede explicar tomando en cuenta
las propiedades dcido-base revisadas en el capitulo 1. Las proteinas del WPC, al formar soluciones
acuosas, liberan iones H* como producto de su disociacién de acuerdo a los equilibrios dcido-base
expuestos en el capitulo 1. Si se examinan los pKa“s de la tabla del capitulo 2 y se plantean los equilibrios

dcido-base correspondientes, los aminodcidos superficiales que contribuyen con carga positiva, los cuales
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casi en su totalidad se componen por grupos amino, no presentan disociacién a los pH”s de las soluciones;
mientras que los aminodcidos contribuyentes con carga negativa, los cuales en su mayoria son grupos
carboxilo, estdn en su forma anidnica por la disociacion (excepto por los grupos que presentan un pKa
mayor que el pH de las soluciones, los cuales son neutros).

Al aumentar la concentracién de WPC, aumenta la concentracién de H* por la disociacién de los grupos
carboxilo en la superficie, ddndose asi la disminucién del pH con la concentracién, mientras que los grupos
amino se pueden protonar por dos vias: ya sea por el agua (de acuerdo a su equilibrio dcido-base) o por los
protones liberados por los grupos carboxilo. En este punto se debe mencionar que, tfanto la cantidad de
grupos amino que se encuentren protonados como la cantidad de grupos carboxilos disociados, dependen
del estado de equilibrio del sistema y éste depende de la concentracién, lo que explica la carga del WPC,
ya que de acuerdo a las tablas, si se suman todos los aminodcidos que contribuyen a la carga positivay a la
carga negativa de acuerdo a los pH de las soluciones, el WPC deberia tener carga neta negativa, ya que el
ndmero de grupos carboxilo disociados es mayor a los grupos amino protonados, sin embargo, la evidencia
muestra que es al contrario: la cantidad de grupos carboxilo disociados es menor a la de los amino
protonados. A mayor concentracién de WPC mayor cantidad de iones H* liberados y mayor es la carga
positiva, debido a que aumenta la cantidad de grupos amino protonados y la carga neta del WPC va de
negativa a positiva al aumentar la concentracién, pasando por el punto isoeléctrico, el cual seguin los
resultados obtenidos se encuentra alrededor de 6.52.

Las siguientes grdficas son para ilustrar la variacién de la carga con el pH y con la concentracién de WPC:

Concentracion vs Z

7 / Serie 3

1 / =>=Serie 4

N

Concentracion

Figura 5-19 Concentracién vs carga
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Figura 5-20 pH vs carga

Como se puede observar, la grdfica de la carga en funcién de la concentracién reitera los resultados
obtenidos con el andlisis de pH: las series 1y 3 forman un grupo homogéneo y las series 2 y 4 forman otro
grupo homogéneo. La variacién de la carga con el pH es prdcticamente lineal en el intervalo de pH dado
por las concentraciones utilizadas. Estos resultados de la carga dan cuenta de la presencia de iones en la
solucién, lo que servird para la discusidn de los resultados de conductividad, ademds de que apoya que la
formacién de la DCE en el WPC se da por el mecanismo de disociacidn de grupos superficiales.

Como se menciono anteriormente, la preparacion de las soluciones es un factor determinante y que tiene
mucho impacto sobre los resultados experimentales. La diferencia mds notable en el procedimiento de
preparacion se dio en la solucién concentrada, ya que aunque el agua estaba por debajo de su punto de
ebullicidn, la temperatura no fue siempre la misma; ademds, la velocidad de agitacién se variaba conforme
fuese necesario para completar la disolucién, por lo que no se mantuvo constante o se siguié un programa
para aumentar gradualmente las revoluciones del agitador. Estos pardmetros no fueron controlados
bdsicamente por no considerarlos significativos en la preparacidn.

Sin embargo, es muy posible que la razén por la que la temperatura fue un factor importante, es que un
aumento de ésta haya afectado el grado de hidratacién del WPC, es decir, la esfera de solvatacion que se
forma por la interaccién del agua con las proteinas, ya que, como se ha mencionado, la temperatura puede
modificar la estructura de una proteina, por lo que conforme la estructura va volviéndose menos rigida
por el aumento de temperatura, se modifica la cantidad de moléculas de agua que pueden interaccionar
con la proteina, ademds de que también cambian el nimero y tipo de aminodcidos expuestos al disolvente,
lo que cambia el nimero de grupos ionizables en la superficie modificando a su vez a la esfera de

solvatacién. Ya que estos grupos poseen propiedades dcido-base, una exposicién mayor de éstos
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modificaria la cantidad de iones en el medio, ya sea porque hay mas grupos que se puede disociar o que
pueden interaccionar con el ion hidronio, ocasionando las diferencias observadas.

La velocidad de agitacién también puede ser un factor importante, ya que en los sistemas dispersos, el
tamafio de particula se ve afectado por la agitacién; en el caso del WPC, el tamaiio de las particulas
agregadas al encontrarse como polvos, cambia ho sélo por el contacto con el disolvente, sino ademds por la
agitacidn, es decir, la agitacion también puede influir en la esfera de solvatacion por medio de la
formacién de agregados entre las diferentes fracciones del WPC. Estos agregados también modifican su
tamafio con la temperatura y se debe agregar lo explicado anteriormente del cambio en la estructura
proteica por la temperatura, por lo que ambos factores tienen efectos significativos de acuerdo al
andlisis estadistico.

Ademds, aunque el procedimiento de dilucidn es relativamente sencillo, no se puede descartar que las
variaciones entre las mismas concentraciones de las diferentes series, se haya producido por un error en
el procedimiento de dilucidn. Sin embargo, dado que la division fue en dos grupos homogéneos, cada uno
con dos series, es mds probable que los factores determinantes hayan sido la femperatura y la velocidad

de agitacién.

5.4 Resultados y Andlisis de resultados de la determinacion de la conductividad

En la seccidn anterior, ya se ha explicado el origen de la variable de bloque al preparar las soluciones y la
razén de usar un disefio de bloques aleatorizados durante la experimentaciéh. Dado que las mismas
soluciones utilizadas en la seccién de pH son con las que se obtienen los datos de conductividad, se aplicé
el mismo orden aleatorio generado anteriormente y se aplicard el mismo procedimiento de andlisis. Los

resultados obtenidos, de acuerdo a la aleatorizacién, se muestran a continuacién:
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Tabla 5-38 Resultados de las mediciones de conductividad

Serie | Concentracién Conductividad
(% m/v) Especifica (Sem™ )

1 2 0,000949
1 4 0,001777
1 05 0,000313
1 2 0,000945
1 2 0,000938
1 4 0,001767
1 1 0,000514
1 4 0,001753
1 1 0,000515
1 0,5 0,000307
1 0,5 0,000305
1 1 0,000509
2 4 0,00181

2 05 0,000283
2 0,5 0,000279
2 4 0,001791
2 1 0,000527
2 2 0,000972
2 05 0,000282
2 2 0,00096

2 4 0,001782
2 2 0,000969
2 1 0,000529
2 1 0,000525
3 2 0,000923
3 1 0,000452
3 05 0,000249
3 1 0,000446
3 05 0,000252
3 4 0,001603
3 2 0,000925
3 2 0,00092
3 1 0,000451
3 4 0,001617
3 0,5 0,00026
3 4 0,001617
4 2 0,000927
4 05 0,000251
4 0,5 0,000248
4 1 0,000486
4 2 0,000923
4 05 0,000254
4 4 0,001675
4 4 0,00167

4 2 0,000919
4 1 0,000492
4 4 0,001657
4 1 0,000489
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Como ya se ha mencionado, para que el disefio por bloques aleatorizados pueda utilizarse la variable de
bloque no debe interaccionar con el tfratamiento. Para asegurar esta condicion se debe analizar la tabla
ANOVA del disefio, la cual se muestra a continuacién:

Tabla 5-39 Andlisis de Varianza para conductividad - Suma de Cuadrados Tipo III para el disefio
de bloques completamente aleatorizados

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:concentracion 0,0000144709 3 0,00000482364 111798,53 |0,0000
B:BLOQUE 5,67449E-8 3 1,8915E-8 438,40 0,0000
INTERACCIONES

AB 2,87629E-8 9 3,19587E-9 74,07 0,0000
RESIDUOS 1,38067E-9 32 |4,31458E-11

TOTAL (CORREGIDO) 0,0000145578 47

El valor p para la interaccién indica que ésta es significativa, teniéndose que descartar el disefio de
bloques aleatorizados para el andlisis estadistico al igual que con los datos de pH. Por esta razén, el
andlisis estadistico se realiza como el de la seccidn anterior, esperando, por consistencia que los grupos
formados sean los mismos que en los resultados de pH. Igual que en la seccién anterior, se realizan las

pruebas de Bartlett para asegurar los requisitos de homocedasticidad y normalidad:

Tabla 5-40 Prueba de Bartlett. Concentraciones de cada serie

Concentracion Estadistico de Prueba Valor-P

0.05% 1,29533 0,633996
1% 1,06892 0,931595
2% 1,23383 0,707611
4% 1,1017 0,886932

Los valores p muestran que en todos los casos se cumple la prueba de Bartlett, por lo que se pueden
realizar los ANOVA y las pruebas de rangos mdltiples. Los resultados se muestran a continuacién:

Tabla 5-41 Tabla ANOVA para Conductividad vs Concentraciéon 0.5%

Fuente SUma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razdn-F Valor-P
Entre grupos  |6,52292E-9 3 2,17431E-9 138,05 0,0000
Intra grupos 1,26E-10 1,575E-11

Total (Corr.) |6,64892E-9 11

Tabla 5-42 Pruebas de Miltiple Rangos para Conductividad vs Concentracién 0.5%

Meétodo: 95,0 porcentaje LSD

Concentracion05 |Casos |Media Grupos Homogéneos
0,5 (4) 3 0,000251 X

0,5 (3) 3 0,000253667 X

0,5 (2) 3 0,000281333 X

0,5 (1) 3 0,000308333 X
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Tabla 5-43 Tabla ANOVA para Conductividad vs Concentracion 1%

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio  |Razén-F Valor-P
Entre grupos  |1,02796E-8 3 3,42653E-9 407,11 0,0000
Intra grupos 6,73333E-11 8 8,41667E-12

Total (Corr.) 1,03469E-8 11

Tabla 5-44 Pruebas de Mdiltiple Rangos para Conductividad vs Concentracion 1%

Método: 95,0 porcentaje LSD

Concentracionl [Casos |Media Grupos Homogéneos
1(3) 3 0,000449667 X

1(4) 3 0,000489 X

1(1) 3 0,000512667 X

1(2) 3 0,000527 X

Tabla 5-45 Tabla ANOVA para Conductividad vs Concentracion 2%

Fuente SUma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio  [Razdn-F Valor-P
Entre grupos 3,995E-9 3 1,33167E-9 57,69 0,0000
Intra grupos 1,84667E-10 8 2,30833E-11

Total (Corr.) |4,17967E-9 11

Tabla 5-46 Pruebas de Mdiltiple Rangos para Conductividad vs Concentracion 2%

Método: 95,0 porcentaje LSD

Concentracion2 [Casos |Media Grupos Homogéneos
2(3) 3 0,000922667 X

2(4) 3 0,000923 X

2 (1) 3 0,000944 X

2(2) 3 0,000967 X

Tabla 5-47 Tabla ANOVA para Conductividad vs Concentracion 4%

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio  |Razén-F Valor-P
Entre grupos  |6,47102E-8 3 2,15701E-8 172,10 0,0000
Intra grupos 1,00267E-9 8 1,25333E-10

Total (Corr.) |6,57129E-8 11

Tabla 5-48 Pruebas de Mdiltiple Rangos para Conductividad vs Concentracion 4%

Método: 95,0 porcentaje LSD

Concentracion4 [Casos [Media Grupos Homogéneos
4(3) 3 0,00161233  |X

44 3 0,00166733 X

4 (1) 3 0,00176567 X

4(2) 3 0,00179433 X

Todos los ANOVA muestran que la variable de bloque es significativa y las pruebas de rangos mdltiples
indican, contrario a lo esperado, que de las 4 concentraciones sélo 2 forman el mismo grupo homogéneo y
éste no es igual a los observados en los resultados de pH. Debido a que las 4 concentraciones de las
series 3 y 4 no forman un mismo grupo, se debe analizar cada serie de forma individual, ya que aunque se
puede formar un grupo con las series 3 y 4 para realizar un ANOVA, la combinacién de datos que
provienen de diferentes grupos puede causar la perdida de la homocedasticidad invalidando el ANOVA. Lo

Ultimo por hacer para validar las conclusiones de este andlisis es revisar las grdficas de residuos:
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Se puede observar que en todos los casos, los residuos no siguen un patrén, si no que se distribuyen de
forma aleatoria, por lo que las conclusiones obtenidas son vdlidas.
En base a las conclusiones del andlisis realizado, se procede a realizar los ANOVA para cada serie, siendo

el primer paso la prueba de Bartlett, cuyos resultados se presentan a continuacién:

Serie Estadistico de Prueba Valor-P

1 1,7016 0,318256
2 3,26358 0,0496327
3 1,48234 0,456425
4 1,64486 0,348358

Los valores p obtenidos muestran que las series 1, 3 y 4 cumplen con los requisitos de homocedasticidad y
normalidad. La serie 2 no cumple con la prueba de Bartlett, por lo que estd incumpliendo ya sea el
requisito de normalidad o el de homocedasticidad, sin embargo, se puede saber si la serie es
homoceddstica realizando una prueba de Levene. La prueba de Levene, se diferencia de la Bartlett, en
que los datos no necesariamente deben seguir una distribucién normal, por lo que si se cumple la prueba
de Levene, se puede inferir que los datos de la serie 2 son homoceddsticos pero no siguen una
distribucién normal. El resultado de la prueba de Levene se nuestra a continuacion:

Serie Estadistico de Prueba Valor-P
2 1,48406 0,29071

El valor p de la pruebe de Levene muestra que en efecto se cumple la homocedasticidad, por lo que es el
requerimiento de normalidad el que no se cumple. Esto se puede deber a un error sistemdtico, el cual
puede originarse por no seguir adecuadamente el procedimiento (como por ejemplo la limpieza adecuada
del electrodo antes de realizar una nueva medicién), también puede ser un error por el equipo (error
instrumental) o bien puede ser producto del factor de preparacién, aunque es dificil poder asignar este
hecho a un tipo de error en concreto.

Dado que la serie 2 no cumple con el requisito de normalidad, no es necesario realizar el ANOVA con esos
datos. Por otro lado, los ANOVA para las series 1, 3 y 4 si se pueden realizar y los resultados se

muestran a continuacién:

Tabla 5-49Tabla ANOVA para Conductividad por Serie 1

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio  |Razdn-F Valor-P
Entre grupos  |3,75063E6 3 1,25021E6 2451391 0,0000
Intra grupos 408,0 8 51,0

Total (Corr.) |3,75104E6 11

125



Tabla 5-50 Pruebas de Mdltiple Rangos para Conductividad por Serie 1

Me¢étodo: 95,0 porcentaje LSD

Concentracionl [Casos |Media Grupos Homogéneos
0,5 3 308,333 X

1 3 512,667 X

2 3 944.0 X

4 3 1765,67 X

Tabla 5-51 Tabla ANOVA para Conductividad por Serie 3

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio  |Razén-F Valor-P
Entre grupos | 3,28734E6 3 |[1,09578E6 38336,28 0,0000
Intra grupos 228,667 28,5833
Total (Corr.) 3,28756E6 11
Tabla 5-52 Pruebas de Miiltiple Rangos para Conductividad por Serie 3
Meétodo: 95,0 porcentaje LSD
Concentracion3 [Casos |Media Grupos Homogéneos
0,5 3 253,667 [X
1 3 449,667 X
2 3 922,667 X
4 3 1612,33 X
Tabla 5-53 Tabla ANOVA para Conductividad por Serie 4
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio  |Razén-F Valor-P
Entre grupos  |3,48381E6 3 1,16127E6 38601,82 0,0000
Intra grupos 240,667 30,0833
Total (Corr.)  |3,48405E6 11

Tabla 5-54 Pruebas de Mdltiple Rangos para Conductividad por Serie 4

Como era de esperarse,

Meétodo: 95,0 porcentaje LSD

Concentracion4 [Casos |Media Grupos Homogéneos
0,5 3 251,0 X

1 3 489,0 X

2 3 923.,0 X

4 3 1667,33 X

los ANOVA muestran que un cambio en la concentracién tiene influencia sobre la

conductividad y esto se da en todos los casos. Las pruebas de rangos miltiples apoyan estas conclusiones,

ya que cada concentracion es uh grupo homogéneo al analizar cada serie de soluciones.

Para validar el andlisis se debe verificar que las grdficas de residuos ho sigan ningdn patrén:
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En las grdficas de residuos no hay ningdn patrén observable que viole los supuestos de ANOVA, por lo que
las conclusiones son vdlidas.

Lo siguiente es obtener la relacidn entre conductividad y concentracion, para lo cual se sigue el mismo
procedimiento utilizado en la seccién anterior, sin embargo, en general, no hay un relacion lineal entre
conductividad y concentracidn, por lo que no seria raro encontrar que en este caso tampoco hay una
relacién lineal; dado que ho existen grupos homogéneos de datos, se debe hacer una regresién por
separado para cada serie analizada con los ANOVA. Igualmente, lo mds probable es que los modelos que

describen la relacién en cada serie sean diferentes. Los resultados se muestran a continuacion:

Tabla 5-55 Regresion Simple - Conductividad vs. Concentracién para serie 1

Coeficientes

Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro |Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,00010071 0,00000436458 23,0744 0,0000
Pendiente 0,000417043 0,00000189362 220,236 0,0000

Tabla 5-56 Andlisis de Varianza con Carencia de Ajuste. Conductividad vs. Concentracion serie 1

Fuente SUma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Modelo 0,00000375026 1 0,00000375026 48503,88 [0,0000
Residuo 7,73188E-10 10 |7,73188E-11
Carencia de Ajuste 3,65188E-10 2 1,82594E-10 3,58 0,0775
Error Puro 4,08E-10 8 5,1E-11
Total (Corr.) 0,00000375104 11

Coeficiente de Correlacion = 0,999897
R-cuadrada = 99,9794 porciento
Error estandar del est. = 0,00000879311
Error absoluto medio = 0,00000658213
Estadistico Durbin-Watson = 0,67255 (P=0,0022)
Ecuacion de la linea recta:
Conductividad 1 =0,00010071 + 0,000417043*Concentracion

Tabla 5-57 Regresion Simple - Conductividad vs. Concentracion para serie 3

Coeficientes

Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro |Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,0000793333 0,0000203887 3,89104 0,0030
Pendiente 0,000389467 0,00000884587 44,0281 0,0000
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Tabla 5-58 Andlisis de Varianza con Carencia de Ajuste. Conductividad vs. Concentracion serie 3

Fuente Uma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Modelo 0,00000327069 1 0,00000327069 1938,47 0,0000
Residuo 1,68725E-8 10 |1,68725E-9
Carencia de Ajuste 1,66439E-8 2 8,32193E-9 291,15 0,0000
Error Puro 2,28667E-10 8 2,85833E-11
Total (Corr.) 0,00000328756 11

Coeficiente de Correlacion = 0,997431
R-cuadrada = 99,4868 porciento
Error estandar del est. = 0,0000410762
Error absoluto medio = 0,0000322
Estadistico Durbin-Watson = 1,39208 (P=0,1404)
Ecuacion de la linea recta:
Conductividad 3 = 0,0000793333 + 0,000389467*Concentracion

Tabla 5-59 Regresién Simple - Conductividad vs. Concentracién para serie 4

Coeficientes

Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro |Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0,0000798551 0,0000148157 5,38991 0,0003
Pendiente 0,000401455 0,00000642793 62,4548 0,0000

Tabla 5-60 Andlisis de Varianza con Carencia de Ajuste. Conductividad vs. Concentracion serie 4

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |[Razon-F |Valor-P
Modelo 0,00000347515 1 0,00000347515 3900,60 0,0000
Residuo 8,90926E-9 10 |8,90926E-10
Carencia de Ajuste 8,6686E-9 2 4,3343E-9 144,08 0,0000
Error Puro 2,40667E-10 8 3,00833E-11
Total (Corr.) 0,00000348405 11

Coeficiente de Correlacion = 0,998721
R-cuadrada = 99,7443 porciento
Error estandar del est. = 0,0000298484
Error absoluto medio = 0,0000239623
Estadistico Durbin-Watson = 2,14075 (P=0,5929)
Ecuacion de la linea recta:
Conductividad 4 = 0,0000798551 + 0,000401455*Concentracion

Los resultados para los valores p de las regresiones muestran que, a pesar de que el pardmetro R? es alto
en todos los casos, al revisar los valores p de las pruebas de carencia de ajuste, el modelo lineal es
adecuado sélo para la serie 1, mientras que para la serie 3 y 4 se deben buscar modelos alternativos. Las

pruebas de modelos alternativos son:
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Tabla 5-61 Comparacién de Modelos Alternos. Conductividad vs. Concentracién para serie 3

Modelo Correlacion  |R-Cuadrada
Multiplicativa 0,9987 99,74%
Raiz Cuadrada Doble 0,9982 99,64%
Doble Inverso 0,9977 99,54%
Lineal 0,9974 99,49%
Cuadrado Doble 0,9971 99,42%
Raiz Cuadrada de X 0,9959 99,18%
Raiz Cuadrada-Y Log-X 0,9917 98,35%
Cuadrado de Y 0,9916 98,32%
Logaritmico-Y Raiz Cuadrada-X 0,9859 97,19%
Raiz Cuadrada de Y 0,9836 96,76%
Logaritmo de X 0,9717 94.,42%
Cuadrado de X 0,9659 93,31%
Cuadrado-Y Raiz Cuadrada-X 0,9650 93,12%
Log probit 0,9600 92,16%
Curva S -0,9573 91,65%
Logistico 0,9545 91,10%
Exponencial 0,9544 91,09%
Raiz Cuadrada-X Cuadrado-X 0,9299 86,47%
Cuadrado-Y Log-X 0,9146 83,65%
Log-Y Cuadrado-X 0,8785 77,18%
Inversa de X -0,8655 74,91%
Inversade Y -0,8606 74,07%
Cuadrado-Y Inversa de X -0,7683 59,03%
Inversa-Y Cuadrado-X -0,7505 56,32%

Tabla 5-62 Comparacion de Modelos Alternos. Conductividad vs. Concentracion para serie 4

Modelo Correlacion  |R-Cuadrada
Doble Inverso 0,9999 99,98%
Multiplicativa 0,9996 99,92%
Raiz Cuadrada Doble 0,9991 99,83%
Lineal 0,9987 99,74%
Cuadrado Doble 0,9986 99,72%
Raiz Cuadrada de X 0,9962 99,24%
Raiz Cuadrada-Y Log-X 0,9937 98,75%
Cuadrado de Y 0,9894 97,90%
Raiz Cuadrada de Y 0,9845 96,92%
Logaritmico-Y Raiz Cuadrada-X 0,9840 96,83%
Logaritmo de X 0,9717 94.,42%
Cuadrado de X 0,9699 94,08%
Curva S -0,9662 93,35%
Cuadrado-Y Raiz Cuadrada-X 0,9610 92,34%
Log probit 0,9576 91,71%
Logistico 0,9513 90,49%
Exponencial 0,9512 90,48%
Raiz Cuadrada-X Cuadrado-X 0,9321 86,89%
Cuadrado-Y Log-X 0,9091 82,64%
Log-Y Cuadrado-X 0,8754 76,62%
Inversa de X -0,8673 75,22%
Inversade Y -0,8428 71,03%
Cuadrado-Y Inversa de X -0,7621 58,08%
Inversa-Y Cuadrado-X -0,7315 53,51%
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Como se puede observar, para la serie 3 el modelo multiplicativo es el que posee mayor valor del
pardmetro R? e igualmente el modelo doble inverso para la serie 4. Realizando las regresiones para ambos

modelos se obtienen los siguientes resultados:

Tabla 5-63 Regresién Simple - Conductividad vs. Concentracién para serie 3

Coeficientes
Minimos Cuadrados | Estandar Estadistico M.A.D.
Parametro |Estimado Error T Valor-P  |Estimacion
Intercepto  |-7,66463 0,0124241 -616,915 0,0000 -7,6707
Pendiente 0,904209 0,0146351 61,7837 0,0000 0,897007
NOTA: intercepto = In(a)
Tabla 5-64 Andlisis de Varianza con Carencia de Ajuste para serie 3
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Modelo 5,89223 1 [5,89223 381723 |0,0000
Residuo 0,0154359 10 [0,00154359
Carencia de Ajuste 0,0142717 2 0,00713586 49,04 0,0000
Error Puro 0,00116418 8 0,000145522
Total (Corr.) 5,90767 11
Coeficiente de Correlacion = 0,998693
R-cuadrada = 99,7387 porciento
Error estandar del est. = 0,0392885
Error absoluto medio = 0,031789
Estadistico Durbin-Watson = 2,19822 (P=0,6774)
Ecuacion del modelo ajustado:
Conductividad 3 = exp (-7,66463 + 0,904209*In (Concentracion))
Ln (Conductividad 3) = -7,66463 + 0,904209*In (Concentracion)
Tabla 5-65 Regresion Simple - Conductividad vs. Concentracién para serie 4
Coeficientes
Minimos Cuadrados [Estandar |Estadistico
Parametro |Estimado Error T Valor-P
Intercepto 115,162 11,0791 10,3945 0,0000
Pendiente  |1933,88 961361 201,161 0,0000
Tabla 5-66 Andlisis de Varianza con Carencia de Ajuste para serie 4
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio  |Razén-F Valor-P
Modelo 2,01603E7 1 2,01603E7 40465,58 10,0000
Residuo 4982,09 10 {498,209
Carencia de Ajuste 64,2149 2 32,1074 0,05 0,9494
Error Puro 4917,88 8 614,735
Total (Corr.) 2,01653E7 11

Coeficiente de Correlacion = 0,999876
R-cuadrada = 99,9753 porciento
Error estandar del est. = 22,3206
Error absoluto medio = 11,9089
Estadistico Durbin-Watson = 1,87351 (P=0,4035)

Para los modelos alternativos, los valores p de las tablas ANOVA siguen mostrando una fuerte correlacién
de las variables para ambas series. La prueba de carencia de ajuste para la serie 3 muestra que a pesar
del cambio de modelo y de su alto valor de R2, no es adecuado para describir los datos y de hecho, hinguno

de los modelos sugeridos son capaces de pasar la prueba de carencia de ajuste. Debido a que ningun
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modelo es capaz de realizar el ajuste se puede optar por lo siguiente: conservar el modelo mds sencillo
para representar los datos a pesar de la falta de ajuste o bien se puede prescindir de la serie 3,
conservando sélo a la serie 1y 4 para futuras discusiones.

Lo mds adecuado seria prescindir de la serie, ya que al no disponer de un modelo capaz de representar
adecuadamente los datos, se pueden llegar a conclusiones errdéneas de la dependencia entre ambas
variables, por lo que ésta opcién es la mds viable para evitar las posibles discordancias durante la
discusién. Sin embargo, esta decisién provoca que se descarten la mitad de los datos experimentales, por
lo que las conclusiones que se realicen, a pesar de ser vdlidas pierden solidez

Para validar el andlisis de regresidn para las series 1y 4 se realiza el andlisis de los residuos:
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Se puede ver que los residuos cumplen con los requisitos hecesarios para validar el andlisis.

La dependencia de la conductividad especifica con la concentracién, como se puede ver ho es nada sencilla
y como se esperaba, no se cumple el modelo lineal, sin embargo, se pudieron obtener los modelos para
representar la dependencia, sin embargo, la dependencia no es la misma, dado que las series de soluciones
son diferentes; todas las pruebas estadisticas sugieren que las diferencias observadas se deben
nuevamente al modo de preparacién de las soluciones. Como se mencioné en el andlisis de resultados de la
parte de determinacién de pH, las diferencias en la preparacién pudieron haber causado diferencias en
las esferas de solvatacion y en la disociacién e interaccién con el medio de los grupos superficiales. Estas
diferencias, aunque no afectaron demasiado los resultados de pH, en el caso de conductividad se puede
ver una mayor influencia, pues este fendmeno es mucho mds sensible a la composicién e interacciones
idnicas que el pH. Primeramente, como el ion que juega el papel mds importante (por el pH) es el ion
hidronio, el hecho de que se hayan visto afectadas las esferas de solvatacion afecta el mecanismo de
conductividad de este ion (mecanismo de Grotthuss) por la diferente distribucion de las moléculas de
agua cerca de la superficie, ademds, también es posible que haya habido un cambio en la distribucién de
los iones o de los sitios iénicos en la superficie de la proteina, por lo que la conductividad se modifica de
manera substancial, explicando las variaciones observadas.

De conocerse la concentracién molar de las soluciones (lo cual en este caso ho es trivial dada la
naturaleza de las proteinas y que el WPC es una mezcla), se podria calcular la conductividad molar (de
cada especie, pues ho se puede hablar de una concentracién global en una mezcla como el WPC) y con ello
se podria revisar el ajuste con la ley de Kohlsrauch para electrolitos fuertes, para conocer si las
proteinas del WPC se comportan como un electrolito fuerte o la ley de dilucion de Ostwald para
electrolitos débiles, con la cual se podria obtener un pKa para cada proteina y uno para la mezcla, lo que
seria muy Util para caracterizar las propiedades dcido-base del sistema, ademds de que daria un
pardmetro muy importante para el estudio de los sistemas acuosos de WPC, sin embargo, fomando en
cuenta que las proteinas son polielectrélitos se deberia obtener mds de un pKa, por lo que la constante
que se pueda obtener, corresponderia a un equilibrio de disociacidn global en lugar de un equilibrio de
disociacién simple.

Sin embargo, lo (til de estos datos es observar que en efecto, un aumento en la concentracién da un
aumento en la conductividad, reafirmando que las proteinas en solucién sufren disociacion de sus grupos
superficiales, que la DCE se forma por estos iones y que la proteina adquiere una carga heta, por lo que es
una particula conductora. Sabiendo conductora a la particula, de lo discutido anteriormente, ya se sabe
cémo serd un campo eléctrico en sus cercanias, pudiéndose obtener informacién, al menos cualitativa, de
la deformacién de la DCE y asi al menos teorizar el comportamiento de la constante dieléctrica con la

concentracién.
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Ya se ha hecho mencidn de que la constante dieléctrica de un sistema disperso estd dada por diferentes
contribuciones dependientes de la frecuencia del campo eléctrico aplicado. Para la siguiente discusidn,
supongamos se aplica a las soluciones de WPC un campo eléctrico a una frecuencia lo suficientemente baja
para que la constante dieléctrica se encuentre si no en su valor mds alto, por lo menos este cerca de su
mdximo y asi tengan lugar todos los procesos de polarizacién revisados en el capitulo 3.

Con el aumento en la concentracién, de acuerdo a lo revisado, se espera la compresién de las capas
difusas de las DCE de todas las proteinas debido al aumento en el ndmero de mds iones, los cuales al
buscar formar su propia atmdsfera idnhica comprimen la DCE al reducir el espesor sobretodo de la capa
difusa. Esto a su vez provoca una disminucién en el valor del nimero de Duhkin en la contribucién de la
capa difusa, por lo que el coeficiente dipolar decrece; sin embargo, esto no significa que la constante
dieléctrica decrezca con la concentracién (a hiveles bajos y moderados), ya que el sistema ahora tiene un
nimero mayor de particulas polarizables, con lo que las contribuciones al coeficiente dipolar total
aumentan, ademds se tiene la contribucion del disolvente y ademds una contribucién adicional del
disolvente ligado a estos ionhes, el cual por la presencia del campo del ion al que se encuentra ligado es mds
fdcilmente polarizable que el disolvente libre. Por lo tanto, la polarizabilidad global del sistema aumenta,
lo que significa un aumento en la constante dieléctrica con la concentracién. Sin embargo, si la
concentracién aumenta demasiado, la constante dieléctrica debe disminuir, ya que ahora las DCE’ s de las
particulas dispersadas se vuelven muy delgadas y su polarizacion ocurre con mayor facilidad, ademds de
que las interacciones atractivas aumentan por la disminucién del potencial T acercando a las particulas
dispersadas. Conformen las particulas se acerquen unas a otras, empezaran a impedir los flujos difusivos
de la polarizacién de concentracion entre ellas, ademds de que las zonas que quedaban deficientes de
iones durante la polarizacién pueden empezar a interactuar con la zona rica en iones de una particula
vecina, lo que minimiza la polarizacion del sistema. Hay que sefialar que los aumentos en la concentracién
causan un desplazamiento de las frecuencias de relajacién, porque ahora los fiempos necesarios para que
ocurra un proceso de polarizacién cambian. En general, se necesitard menos tiempo para que un proceso
llegue al estado estacionario, ocasionando un desplazamiento hacia frecuencias mayores.

El mdximo de concentracion al que se puede llegar antes de que comience una disminucién de la constante
dieléctrica depende del sistema en consideracién, lo que se puede adelantar con el WPC es que, dado que
es una mezcla en la que puede haber asociaciones, este mdximo se consiga relativamente rdpido
(concentraciones alrededor al 10% m/v). También es importante sefialar que el pH del sistema disperso
serd muy importante al momento de evaluar la constante dieléctrica, porque la alta movilidad del ion
hidronio puede causar que los tiempos requeridos para la polarizacién sean menores (alterando la posicién
de las frecuencias de relajacién), ademds de que puede tener una alta contribucién a la conductividad

superficial.
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6. Conclusiones y Prospectivas

En este punto, ya es posible concluir con base en los resultados obtenidos, si se han cumplido los
objetivos propuestos. Al igual que en el capitulo anterior, las conclusiones estdn divididas de acuerdo a los
apartados experimentales. Asi mismo, en los casos donde sea hecesario, se han hecho sugerencias sobre

la experimentacidn para trabajos futuros.

6.1 Conclusiones del puente de Schering

Del andlisis de resultados de la determinacién de la constante dieléctrica del agua a diferentes
frecuencias utilizando el puente de Schering construido, se puede concluir que las mediciones de la parte
real de la constante dieléctrica tienen un nivel de precisioh apenas aceptable, disminuyendo la
confiabilidad del método. Por ello, no es recomendable realizar las mediciones en las dispersiones de
suero de leche.

Los resultados experimentales para la parte imaginaria de la constante y la tangente de pérdidas,
muestran diferencias bastante apreciables entre los valores tedricos y los experimentales, debido a que
las ondas de la muestra y de referencia no estaban perfectamente en fase. Esto hace al puente un
método poco confiable en la determinacién de ambas cantidades. Debido a que esas diferencias son muy
apreciables, el puente construido no debe ser utilizado en la medicién de la tangente de pérdidas y la
parte imaginaria de la constante.

De esto también se concluye que existe la necesidad de redisefiar el puente y que asi se convierta en un

método confiable para realizar la medicién de los tres pardmetros.

6.1.1 Prospectivas del puente de Schering

Entre las prospectivas para la implementacién del puente se tiene la necesidad de realizar un mayor
nimero de mediciones y manejar un intervalo de frecuencias mds amplio para evaluar mejor la capacidad
del puente como técnica de medicidn, ya que entre mayor sea el nimero de mediciones realizadas mejor
se puede estimar el error, lo que es de suma importancia para establecer su confiabilidad en la obtencidn
de la constante dieléctrica, aunque los resultados obtenidos hasta el momento muestran que el puente de
Schering es capaz de determinar la parte real de la constante dieléctrica con un nivel aceptable de
precisién. Por ello, es necesario mejorar tanto la instrumentacién del puente como la metodologia en
general antes de que pueda ser utilizado para la determinacién de constantes dieléctricas en las
dispersiones de suero de leche.

Ademds, se debe también sefialar, que la ventaja de manejar un intervalo mds amplio de frecuencias,

radica en que se puede extraer mds informacién de la experimentacién, contemplar efectos que con la
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experimentacion realizada no se pueden estimar y estimar el rango de frecuencias en las que esta
técnica es aplicable.

En cuanto a la instrumentacién del puente, lo primero que se debe hacer es utilizar un osciloscopio de
mayor resolucién, ya que el osciloscopio analdgico que se utilizé nho permite ampliar la escala lo suficiente
para poder visualizar diferencias pequefias entre la onda de entrada y la de salida sin ampliar una zona
especifica de la onda, es decir, el osciloscopio utilizado permite visualizar escalas pequefias, pero al
hacerlo se enfoca solamente en una parte de la onda, sin tener oportunidad de observar otro segmento de
la misma, lo que es importante al momento de igualar las ondas, sobretodo en la cresta; si se pudiese
utilizar un osciloscopio que permita visualizar diferentes segmentos de la onda al cambiar la escala (en
especial de la cresta) se podria ubicar mejor el punto de equilibrio, lo que mejoraria mucho la precisién
del método haciéndolo mds confiable para la determinacién de la parte real de constantes dieléctricas.
En lo que respecta a la modificacién de la experimentacion para medir efectos que no se contemplaron
originalmente, se hard una discusién mds adelante, ya que primero se discutirdn el resto de los resultados
obtenidos.

Hasta este punto, si solo se desea la determinacién de la parte real de la constante dieléctrica, no es
necesario modificar el puente construido. Pero si se desea determinar también la parte imaginaria y la
tangente de pérdidas de forma confiable, se debe redisefiar el puente, ya que los valores de capacitancia
que se necesitan para alcanzar el punto de equilibrio son tan pequefios que los componentes electrdnicos
disponibles comercialmente no permiten acercarse a dichos valores. El problema de redisefiar el puente
no es trivial y se debe hacer un disefio bastante cuidadoso para obtener un buen resultado. Dada la gran
cantidad de experimentos que deberian realizarse si el disefio del puente se hace en base a ensayo y
error, se recomienda la utilizacién de un disefio experimental que ayude a reducir la cantidad de
experimentacion necesaria y que maximice la informacién que se puede obtener. Para esta parte de la
experimentacién se recomienda seguir usando al agua como dieléctrico patrén.

El rango de frecuencias en las que se va a operar el puente es un pardmetro fundamental que se debe de
definir para poder disefiar de forma efectiva el puente; en este aspecto, se recomienda utilizar 4
frecuencias diferentes: 2 en la regidn de kHz y 2 en la regién de MHz (la amplitud de los intervalos
dentro de cada regién se deja a eleccién del experimentador). Con estas frecuencias y la funcién de
interpolacion para el agua, se pueden calcular la parte real e imaginaria de la constante dieléctrica, para
con éstas calcular la tangente de pérdidas, la capacitancia y resistencia del condensador problema (ya que
se hayan fijado la geometria y dimensiones para éste).

A partir de este punto se vuelve prudente utilizar un disefio experimental, ya que es necesario establecer
el rango de valores tanto para la resistencia como para el condensador variable. Para ello, se utilizan
resistencias y condensadores patrén de diversos valores, con los que se calculan los valores de
resistividad y capacitancia que adoptan los componentes variables para lograr el equilibrio del puente (por
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supuesto es hecesario calcular la resistencia y capacitancia de la muestra); se recomiendan 4 valores para
ambos componentes patrén. De esta forma se tienen 3 variables (frecuencia, condensador y resistencia
patrén) con 4 niveles cada una, lo que daria un disefio factorial 4* para un total de 64 experimentos, con
los cuales se pueden determinar los pardmetros éptimos de operacidn del puente. Los valores que deben
adoptar la resistencia y el condensador variables se deben calcular para cada uno de los experimentos
utilizando los valores de la resistencia y capacitancia de la muestra (calculadas previamente), para asi
fijar el rango de operacién de estos dos componentes y ver si estdn disponibles en el mercado (esto
también ayudaria a descartar experimentos que no son realizables por la falta de los componentes
necesarios).

Esto se puede hacer, debido a que como se conocen los valores de la resistencia y capacitancia de la
muestra, cuando se fijen los valores de la resistencia y condensador patrén, se fijardn automdticamente
los valores de la resistencia y condensador variables, los cuales se calculan con las ecuaciones del balance
del puente como se hizo en el caso de la parte de la imaginaria de la constante dieléctrica en el andlisis de
resultados.

Regresando a la parte del disefio experimental, debido a que el disefio se debe cuando menos triplicar
para obtener buenos estimadores del error aleatorio y de efectos de interaccion, el nimero de
experimentos se eleva a 192. Si todos los experimentos son realizables, la cantidad de experimentacion a
efectuar es elevada, por lo que seria prudente reducirla mediante un disefio factorial fraccional. Cuando
se tenga terminada la experimentacién, el andlisis de los resultados es en base a un ANOVA
multifactorial, ademds de que es posible determinar efectos de interaccién entre las variables y su
relevancia.

Otro disefio experimental que puede ser usado y que permitiria manejar un rango mds amplio de valores
para la resistencia y el condensador patrén, sin necesidad de incrementar el nimero de frecuencias, es un
método de superficie de respuesta, ya que con éste se puede ampliar la experimentacién como se
considere prudente.

Ya que se hayan podido establecer los valores éptimos de la resistencia y condensador patrén, asi como el
efecto de las frecuencias en los resultados que se pueden obtener del puente, éste se puede aplicar a las
dispersiones de suero de leche (o cualquier dieléctrico que se desee). Tanto el disefio factorial, ya sea
completo o fraccional, como el método de superficies de respuesta y su andlisis se pueden realizar
utilizando el STATGRAPHICS, donde inclusive se puede generar un orden aleatorio para llevar a cabo la

experimentacion.
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6.2 Conclusiones de la determinacion de la constante dieléctrica en dispersiones de suero
de leche

De esta parte no se tienen datos que ayuden a concluir sobre el objetivo propuesto debido a que el
puente no puede ser utilizado con confianza para la determinacién de la constante en las dispersiones.

Esto fuerza a la conclusién de que no se cumple con el objetivo propuesto.

6.2.1 Prospectivas para la determinacion de la constante dieléctrica en dispersiones de
suero de leche
Dentro de las prospectivas para esta parte de la experimentacién, se puede sugerir un disefio
experimental adecuado para llevarla a cabo una vez que se redisefie de forma adecuada el puente y se
asegure la confiabilidad del método.
Dado que la constante dieléctrica es una funcién de la frecuencia del campo aplicado y de la
concentracién del suero de leche, se deben estudiar estas dos variables y relacién. Esto conlleva a
replantear el objetivo inicialmente propuesto en este trabajo proponiéndose el siguiente:

» Determinar la constante dieléctrica de dispersiones de suero de leche a diferentes

concentraciones y su dependencia con la frecuencia.

Las frecuencias a las que se realicen las determinaciones de la constante dieléctrica deben ser las
mismas que se utilizaron cuando se determind la viabilidad del puente, es decir, se debe trabajar con las
mismas frecuencias con las que se determiné la constante dieléctrica del agua. Esto se debe a que sélo
para esas frecuencias se tienen estimadores del error y se tiene evidencia estadistica de la confiabilidad
del puente, por lo que no se pueden asegurar los resultados fuera de dichas frecuencias. Si se desea
trabajar con frecuencias diferentes, se debe determinar la constante dieléctrica del agua con las
frecuencias de interés y realizar el andlisis estadistico pertinente para estimar el error (aunque esto no
implica volver a disefiar el puente, sélo se debe determinar la constante dieléctrica del agua).
Ya que sélo se manejan dos variables, se puede utilizar un disefio factorial n?, donde nh es el ndmero de
niveles que se van a manejar. Ya que se tienen 4 concentraciones, se recomienda trabajar con 4
frecuencias (lo cual coincidentemente es el mismo ndmero de frecuencias utilizadas en el disefio del
puente), por lo que el disefio seria 4% para un total de 16 experimentos. Dado que para tener buenos
estimadores del error y de efectos de interaccién, se deben tener mds mediciones, se recomienda
realizar la experimentacién por triplicado, lo que da un total de 48 experimentos, una cantidad bastante
razonable, por lo que no se deberia tomar un disefio fraccional. Al igual que en la propuesta de disefio del
puente, el programa STATGRAPHICS es capaz de generar y analizar el disefio factorial, ademds de dar
un orden aleatorio para los experimentos, por lo que se recomienda utilizar este o cualquier otro

programa estadistico como apoyo a la parte experimental.
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Si se sigue este procedimiento o uno similar, seguramente los resultados que se obtengan no sélo serdn
confiables, sino que ademds proporcionardn mds informacion de la que se podia obtener con la

experimentacion propuesta originalmente.

6.3 Conclusiones de la parte de determinacion de pH

El andlisis de resultados para esta parte de la experimentacién ayudo a determinar la relacién
concentracién/pH. Se pudieron determinar dos relaciones experimentales debido a que la variabilidad en
los datos, los dividen en dos grupos. El andlisis de resultados apunta, a que esta divisién se debe a
diferencias en el procedimiento de preparacién.

Regresando a las relaciones experimentales encontradas, en ambos casos se tiene que la relacién es no
lineal y que es inversa, es decir, el pH disminuye conforme aumenta la concentracién. Aunque a priori, ho
se esperaba un comportamiento lineal, es importante remarcar que la dependencia pH/concentracién no
es sencilla en su naturaleza.

Otro resultado importante de esta parte, fue la determinacion de la carga del WPC como funcién tanto
del pH como de la concentracién. En esta parte, se observé que el pH puede ser utilizado para calcular la
carga de una proteina. Aunque el cdlculo es sencillo necesita mds informacién a parte del pH de las
soluciones y ésta sélo puede ser obtenida de la estructura de la proteina, por lo que si no se dispone de
esta informacién no se puede realizar el cdlculo de la carga.

Se pudo observar, que la dependencia de la carga con la concentracién es no lineal y sigue la misma
agrupacién de datos encontrada en el caso pH/concentracién, mostrando una congruencia en la relacién
carga-pH. Sin embargo, la dependencia entre pH y carga es lineal en el intervalo medido, lo que sugiere
una relacion mds sencilla que cuando se analizan estos factores en funcién de la concentracién, aunque no
se debe descartar la posibilidad de que a otros pH’s esta relacién deje de ser lineal.

En resumen, la experimentacién realizada ayuda al cumplimiento de los objetivos planteados y da
evidencia que apoya la hipétesis planteada, aunque es nhecesario corroborar los resultados obtenidos

controlando las variables no contempladas en la preparacién de soluciones.

6.3.1 Prospectivas para la determinacion de pH

Se recomienda que en futuros trabajos, se observe con mucho cuidado la preparacion de soluciones estos
factores y se pueden fomar acciones para asegurar que las soluciones han sido preparadas
correctamente. Un posible curso de accidn es preparar una sola solucién concentrada, a partir de la cual
se preparan 4 soluciones al 5% con las cuales se preparan las concentraciones de 0.5, 1, 2 y 4%. Esto
minimizaria la fuente de variacién al proceso de dilucién y se dejan fuera los demds factores, aunque no
por ello se les debe de descuidar. Otra posible solucién seria realizar un disefio experimental factorial, en

el cual se manejardn diferentes temperaturas y velocidades de agitacién para preparar las soluciones al
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5%: ya preparadas las soluciones se podria realizar unha valoracién dcido-base para conocer la
concentracién real de cada una y con los resultados, se podrian obtener las condiciones dptimas para la
preparacion de las soluciones. Aunque este procedimiento es mds complicado, puede brindar mayor

informacion sobre la interaccién de estas dos variables y su influencia en la concentracion.

6.4 Conclusiones y perspectivas de la parte de determinacion de conductividad especifica

Los resultados de la experimentacién de conductividad muestran nuevamente la importancia de la
preparacion de muestras, donde se ha podido obtener la relacion de la conductividad especifica con la
concentracién, aunque de acuerdo al andlisis estadistico se tienen que desechar datos. Algo de notar en
esta parte es que los datos no se agrupan de la misma manera que en el caso de la experimentacién de pH,

resaltando la posibilidad de que haya sido la preparacién de soluciones la que afecte a los resultados.

6.4.1 Prospectivas para la determinacion de conductividad

En frabajos futuros, donde se controle adecuadamente la preparacién de la muestra, se recomienda
realizar nuevamente estas mediciones y poner especial atencién hacia lo que apunten los resultados, ya
que, si no hubiese nuevamente concordancia entre estos resultados y los de pH se deben considerar
explicaciones alternativas para explicar las diferencias en la variabilidad.

La informacién que se puede obtener de estos resultados es limitada, puesto que los valores de
conductividad especifica obtenidos solo apuntan a un aumento en la concentracién de iones con la
concentracion de WPC, pero no pueden dar informacion, por ejemplo, de los procesos de polarizacién o de
la importancia de la conductividad superficial. Tampoco se puede obtener la conductividad molar, dado
que para ello se requiere conocer la concentracién molar y aunque esto no es imposible para los
componentes individuales del WPC, carece de sentido en el caso de una mezcla, por lo que no se puede
conocer la conductividad molar y de esa manera se pierde informacién acerca del comportamiento del
WPC como un electrolito. Para poder obtener mayor informacién de datos de conductividad y poder
relacionar ésta con informacién del comportamiento dieléctrico del WPC, se recomienda realizar
mediciones de impedancia con el puente de Schering. Obtenida la impedancia, se puede obtener la
admitancia y normalizando por la geometria de la celda, se pueden obtener conductividades complejas, las
cuales como se ha revisado anteriormente, ayudan a calcular el coeficiente dipolar y se pueden relacionar
directamente con las mediciones de constante dieléctrica. A pesar de estas limitaciones, los datos
obtenidos permiten corroborar el mecanismo de formacién de la DCE, obtener la relacién entre
conductividad especifica y concentracién, tfambién que el aumento de conductividad se da por el aumento
en la concentracion de iones y que las proteinas del WPC deben ser particulas conductoras, lo que ayuda a

establecer el marco en el que ocurren los procesos de polarizacion de la DCE.
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