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Calorimetria

o Calorimetro a Presion constante.

« Calorimetro a Volumen constante.
« Microcalorimetro diferencia de barrido (DSC).

« Microcalorimetro de titulacion isotéermica (ITC).



Calorimetro a Presién
constante

3 Tapon exterior

Regulador
de presion

] Exterior

Termometro - de plastico

o metal

Paredes
reflectantes

3 Aislante
Reaccion

F . Tapon

interior



Calorimetro a Volumen constante

« Determinacion del cambio de energia
interna (V=cte, q,= AU = [ C,, dT).

« Determinacion de reacciones de
combustion (alambres de ignicion).

« Si los productos de reaccion son gases
entonces AH = AU + AnRT.

« La constante del calorimetro (U,) se
mide aumentando la temperatura con un
calentador eléctrico (U, = VIt).

. También se pueden medir reacciones
de AU conocidos como referencia.
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Calorimetria - DSC

Mediante DSC podemos medir los flujos de temperaturas y
calor associados con diversas transiciones:

polymer

« Transiciones de vidrio. sample (ounle  reference
pan pan
« Puntos de fusion y evaporacion. \\ ;/ /
' 9] || |
« Tiempo y temperatura de | - | m
cristalizacion. f A =
« Calor de Fusion y de Reaccion. khtj

computer to monitor temperature
and regulate heat flow

» (Calor especifico y Capacidad
calorifica. Transiciones de un polimero

. Estabilidad oxidativa.

. Cinéticas de reaccion. E“‘:T

. Porcentaje de pureza. e

. Estabilidad térmica. - .
e i m
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Calorimetria - DSC

ParkinElmar Tharmal Analysis
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Calorimetria - DSC

Lysozyime Unfolding
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Calorimetria - ITC
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Calorimetria - ITC
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Calorimetria - ITC

. Alta Sensivilidad (0.1 pJ)

Respuesta (Rapida 15 s)

Volumen de Celda Pequeno (0.75 ml)

Diseno de celda (Cilindrica, 24K Gold)

Rango de Temperatura (0 - 80° C)

Estabilidad de Linea de Base (%*=0.02 pWatt/hr)
Bajo Nivel de Ruido (£0.004 pWatt)



Calorimetria - ITC

Interaccion Enzima - Co-enzima
Interaccion Proteina - DNA

Interaccion de drogas con receptores
Unidn a superficies o interfaces

Interaccion enzima-sustrato

Formacion de vesiculas lipidicas/liposomas
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Calorimetria - ITC

Independent Set of Multiple Binding Sites

This is the most common model for a binding experiment. The analytical solution

for the total heat is determined by the formula:

0=V .AH. EL]+1—[_H]-H-i—-.,'l[l+[M£-r;L—[L}-K}'+4-L-[I] )
e 14x107
1,2x107
Where the variable parameters for the model are: iy
AH - is the enthalpy of binding 3
: o o 8,0x10*
K - Is the binding constant ‘
n - is the number of binding sites 6.0x10%
4,0x10°
Other variables include: 5 0x1 0"
V - is the volume of the cell -
[L]  -is the total Ligand concentration 1

[M]  -is the protein concentration

(For more information see Freire E.; Mayorga O.; Straume M. Analytical

Chemistry, vol. 62, NO 18, 1990.)

Calor acumulado. PGA + TIM; Cacodilato, pH=7.0, T=15°C
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AH, (kcal.mol™)

Calorimetria - ITC

Ordenada en el origen: -63,0 es.: 12,4

Pendiente: 0,165 e.s.: 0,041
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Constante de Equilibrio (Keq)
Determinar la constante de equilibrio de una reaccion
guimica.

Determinar el pKa de sales que pueden usarse como
buffer.

Determinar la constante de equilibrio de dimerizacion
u oligomerizacion de proteinas.

Determinar la constante de equilibrio de union de
ligandos a proteinas (afinidad).

Determinar la constante de equilibrio de particion de
proteinas u otras sustancias entre una solucion y una
membrana lipidica.



Keg Quimica de la sangre

Transporte de oxigeno y dioxido de carbono

Hemoglobina (Hb)
HbH™(aq) + 0,(ag) = Hb0,(aq) + H'{aq)
Sistema bicarbonato
CO,(aq) + 2H,0() == H,C0,(ag) + H,0(1) == H,0%(ag) + HCO, (ax)
Hb Hb 02 Monoxido de carbono
Hb(aq) + CO{aq) = HbCO(ag)

Pulmones

1O,

Constante de reaccion
200 veces mayor que
para el oxigeno.

Tejidos
LO,]



Keo| - Produccion de amoniaco

Sintesis de amoniaco
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Usos del Amoniaco

Fertilzantes

.sulfato de amonio, (NH ) SO

.fosfato de amonio, (NH

.nitrato de amonio, NH N&)

.urea, (NH,),CO, tamb|en utlllzada en la produccion de barbituricos (sedantes)

Sintesis Quimica

.acido nitrico, HNO,, explosivos como TNT (2,4,6-trinitrotolueno), nitroglicerina (que también se usa como
vasodilator) y PETN (pentaeritritol nitrato).

.carbonato de sodio hidrogenado (bicarbonato de sodio), NaHCO,

.carbonato de sodio, Na2CO3

«cianuro de hidrégeno, HCN

.hidrazina, N2H4 (usada en sistemas de propulsién)

Explosivos

.nitrato de amonio, NH4NQO3

Fibras y Plasticos

.nylon [(CH2)4-CO-NH-(CH2)6-NH-CQ]-, y otras poliamidas

Refrigeracion

.grandes plantas refrigeradas, aire-acondicionado, etc

Farmacéuticos

.fabricacion de drogas como sulfonamida (inhibidor del crecimiento y la multiplicacion de bacteriasque requieren
acido p-aminobenzoico), para la biosintesis de acido fdlico, y vitaminas como vitaminas B, nicotinamida y tiamina.
Papel

.sulfito de amonio hidrogenado, NH4HSO3, permite que algunas maderas duras puedan ser utilizadas
Mineria y Metalurgica

.usado en nitriding (bright annealing) steel,

.usado en extraccion de zinc y niquel

Limpieza

.soluciones de amoniaco se usan como agente de limpieza



Keq - Constante de unidn

P+L < PL

= [PL]/[P][L]

unlon

K = [P][L]/[PL]

disociacion

., Gomo determinamos [PL], [P] y [L]?



Keq - Constante de disociacion

Kp = [PIILV[PL]

[P] =[Pl - [PL]y [L] = [L]; - [PL]

([Pol+[Lol+ Kp)= J([Po1+[Lol+ Kp)® - 4[PollL,]

[PL]= -

Si el complejo PL tiene una sefal caracteristica (absorbancia,
fluorescencia, etc), podemos relacionar esa senal (Y) con la
concentracion de PL.

Y =Y, [PL]

Con estas ecuaciones se puede hacer un ajuste no lineal
sobre los datos experimentales y obtener la constante.



Keq - Constante de disociacion
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Keq - Interaccion entre proteinas
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K_ - Interaccion entre proteinas

Dimer

(e)




K - Constante de
dlmerlzac:mn

2 P > P

Kaim = [P2] / [PT

2

Algunas técnicas para medir el tamano o PM de
una proteina:

 Electroforesis.

. Cromatografia de exclusidon molecular.

« Espectrometria de masa.

« Dispersion de luz o de rayos X.



fraccion

1.00 F

0.75 |

0.50 -

0.25 |-

0.00 &

K_ - Constante de
dimerizacion

eq

—®— mon
—m—dim
tet
I
/ ﬁ/’/-
I
1 l
50 100 150 200

[YLSCP2] [uM]

- 16

15

[v] 6y

QIQ
D



Cinética

Determinar la velocidad de una reaccion quimica y
proponer un mecanismo de reaccion.

Estudiar el efecto de la temperatura, pH, catalizadores
y presion sobre la velocidad de una reaccion .

Determinar la actividad de una enzima midiendo
velocidades iniciales de reaccion.

Estudiar el efecto de la temperatura, pH, cofactores,
concentracion de sustrato, inhibidores, etc, sobre la
actividad enzimatica .



Cinética - Actividad
enzimatica
S+E «— SE > P+E

Si el reactivo o el producto tienen una propiedad
fisicoquimica especifica, la velocidad de reaccion
se puede medir en base a esa propiedad.

Ejemplo:
PNFP > PNF + P

Fosfatasa

incoloro amarillo
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Cinética - Actividad enzimatica
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Cinética - Reacciones rapidas

Fluorascence

Optical
Fath

T R | S ———

Drive

-=Abhsorbance

Stopping
Syringe

S5ingle Mixing Stopped-Flow

El reactivo o el producto
(no ambos) deben
presentar una senal
facilmente medible.

Las proteinas tienen
grupos aromaticos que
absorben luz a 280nm vy
emiten fluorescencia.



Cinetica - Plegado de Proteinas
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Cinetica - Plegado de Proteinas
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