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Interacciones de la lisozima con el Pb(H) por viscosimetria
y dilatometria de equilibrio de dialisis
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The conformational hen white egg lysozyme in the binary mixture water/Pb24" as a
function of the binary mixture composition has been studied. Intrinsic viscosity, partial specific
volume and preferential adsorption parameter in the 0-0.100 M Pb24- concentration range has
been experimentally measured. The obtained results suggest that the observed conformational
transition is a consequence of the interactions established between lysozyme and Pb24- cation.
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La importancia fisiologica de los catio-
nes metilicos cuando actuan como ligan-
dos es cada dia mayor. Muchas de las
funciones que desempenan dependen de
los componentes a los que se unen. De
particular importancia es la formacion de
complejos de estos cationes con peptidos
y protemas (5, 7).

Las interacciones de cationes pequenos
con macromoleculas son, por la natura-
leza de los enlaces que las soportan, de
caracter reversible y pueden estar estre-
chamente relacionadas con cambios de es- 
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tructura en las macromoleculas en cues-
ti6n, en el ligando o en ambos.

Desde el punto de vista experimental,
el estudio de las posibles alteraciones es-
tructurales inducidas por cationes metali-
cos con protemas, es abordable por dife-
rentes tecnicas que atienden distintos as-
pectos relacionados con los procesos de
mteraccion. En disolucion, que es el caso
del presente trabajo, dado que los distin
tos parametros conformacionales, tales
como el area de superficie accesible, la
forma y el volumen molecular, se relacio-
nan con el empaquetamiento de los ato-
mos en la macromolecula, caracterizan
propiedades termodinamicas e hidrodina-
micas peculiares en las disoluciones que
las contienen. Toda tecnica con capacidad 
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para valorar algunas de las propiedades
mencionadas estara dando a la vez una
medida indirecta de los parametros con-
formacionales citados. Tai es el caso de
los metodos empleados en este estudio, la
viscosimetria y fa dilatometria.

Material y Metodos

La proteina estudiada, lisozima de clara
de huevo de gallina (E. C. 3.2.1.17) (6,
9), fue suministrada por los Laboratorios
Serva. La enzima altamente purificada
liofilizada y libre de sal, y sometida pre-
viamente a un control de pureza.

Los distintos sistemas disolventes esta-
ban formados por mezclas binarias
agua/acetato de plomo (II) (Probus), en
su forma trihidratada y con una riqueza
minima del 99,5%.

Se prepararon trece sistemas disolven
tes en matraces de un litro, en el interval©
de concentraciones 0,006-0,100 M en
Ac2Pb. Todas las disoluciones se tampo-
naron a pH 5, mediante acido acetico.

Las disoluciones de enzima en las trece
mezclas disolventes, se prepararon ana-
diendo a cantidades exactamente medidas
de la enzima volumenes determinados de
disolvente mantenido a 298 K. Las con
centraciones finales de proteina fueron
calculadas evaluando los efectos de volu-
men mediante las densidades de los disol
ventes y disoluciones.

Las medidas de viscosidad se realizaron
en un viscosimetro Ubbelhode modifi-
cado de nivel suspendido (10, 12) inmerso
en un bano termostatizado con agua a 298
K, siendo las variaciones de temperaturas
de ± 0,01 K. Este modelo permite hacer
medidas independientemente del volumen
del liquido y efectuar diluciones in situ.
Con este aparato se determinan los tiem-
pos de caida de las disoluciones entre dos
puntos concretos.

Todas las disoluciones empleadas fue
ron previamente filtradas en un filtro de
vidrio fritado.

El viscosimetro se calibro para determi-
nar las constantes caracteristicas del
mismo, A y B, de la ecuacion

77 = Adt — Bd/t
para Io cual se midieron los tiempos
de caida de algunos liquidos puros de
viscosidad, 7), y densidad, d, conocidos a
298 K.

La viscosidad intrinseca, [77], se define
como:

Lim T7SP/c = [77]
c—> 0

Para el calculo de este parametro, se
han empleado las ecuacioneS empiricas de
Huggins (8) y Kraemer (13); estas
expresiones permiten obtener el valor de
la viscosidad intrinseca de la lisozima:

77Sp/c = [77] + Kj [t7]2c
Ln 77R/c = [77] — K2[77]2c

Los valores de la viscosidad intrinseca
[77], se obtuvieron por extrapolacion gra-
fica de 77SP/c y Ln tjr/c a concentracion
cero de lisozima.

Los valores de 77SP/c y Ln tjr/c fueron
calculados y ajustados por el metodo de
minimos cuadrados lineales a las ecuacio-
nes en cuestion, mediante un ordenador
Commodore CBM-Amiga partiendo de
los tiempos de flujo y volumenes de dilu-
cion, teniendo en cuenta las correcciones
pertinentes del viscosimetro.

Las densidades de los disolventes y di
soluciones se midieron en un picnometro
de vidrio convencional de un solo enrase,
que se calibro, determinandose su volu
men, para poder calcular las densidades.

El volumen especifico parcial de la liso
zima, V2, se calculo a partir de las ecua-
ciones:

= 1 - V2 d

= 1 — ^’2 dg
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El termino (dd/dC2)r, p puede estimarse
con la ayuda de la ecuacion:

d = do + (Sd/dC2)r> jxi-/x2’c2-
donde do es la densidad del disolvente,
conocidas las densidades y las concentra-
ciones de proteinas de diferentes medidas
para cada sistema (14).

La evaluacion del parametro X requiere
conocer (dd/3c2)r, p, w definido a poten-
cial qufmico constante del componente 3.
Es imprescindible, por tanto, erectuar ex-
perimentos de dialisis de las disoluciones
de lisozima frente al disolvente, para cada
sistema (11).

Para tai fin se dispuso de varios dializa-
dores, construidos por dos piezas metali-
cas separadas por una membrana semiper-
meable.

El parametro de adsorcion preferencial,
X se ha calculado empleando la ecuacion:

l-c2V2

a dilucion infinita de lisozima (C2 = 0).
Los terminos (dd/dc2)°Ti P. mJ y (3d/

3c2)t, p, e, se encontraron para cada sis
tema midiendo las densidades de cinco
disoluciones a distintas concentraciones
de proteina, antes y despues de dializar-
las, ajustando ambas series de datos mmi-
mos cuadrados lineales.

El valor de (dd/dC3)r, P, m2 se calculo
de igual forma, teniendo en cuenta la
concentracion de acetato de plomo (en
g/ml) y la densidad de cada mezcla disol
vente.

La notacion que se ha seguido ha sido
la de SCATCHARD (15) y la de STOCKMA-
YER (17).

Resultados

Se han determinado las viscosidades in-
trinsecas de la proteina globular lisozima

Tabla I. Constantes de Huggins, K1t y Kraemer,
K2, para las distintas concentraciones de acetato

de plomo (II) estudiadas.

(Ac2Pb)/M (Pb2+)/M Ki + Kg

0,100 0,069 0,82
0,090 0,063 0,59
0,080 0,058 0,49
0,070 0,052 0,34
0,060 0,046 0,47
0,050 0,041 0,54
0,040 0,034 0,41
0,035 0,031 0,58
0,030 0,027 0,54
0,025 0,024 0,44
0,020 0,019 0,49
0,008 0,008 0,47
0,006 0,006 0,59
0 0 0,32

de clara de huevo de gallina en catorce
mezclas disolventes de composiciones en
el intervalo 0 a 0,100 M de acetato de
plomo (II).

En la tabla I se especifican los valores
de la suma de las constantes de HUGGINS
y KRAEMER, que en el caso de buenos
disolventes deben adoptar valores muy
proximos a 0,5. La figura 1 representa la
viscosidad intrinseca, [tj], en funcion de
la concentracion de acetato de plomo (II).
Se puede observar una disposicion sinu
soidal bien definida, cuyos minimos estan
localizados a valores de 0,006, 0,030,
0,035, 0,050 y 0,100 M de acetato de
plomo (II); los maximos aparecen aproxi-
madamente entre los valores medios de
estos intervalos.

Los valores del parametro de la adsor
cion preferencial, para los catorce siste-
mas estudiados, se han deducido para
cada sistema de cinco medidas de densi
dad a otras tantas concentraciones de liso
zima antes y despues de someterlas a
equilibrio de dialisis. De estos datos, y
mediante la ecuacion citada anterior-
mente, se ha obtenido el parametro de
adsorcion preferencial (tabla II).

De las pendientes obtenidas se deducen
los volumenes especificos parciales, cuya
representacion frente a la concentracion
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Tabla II. Variation del coeficiente de adsorcion
preferential, X, en funtidn de la composition de

cada sistema disolvente.

Sistema disolvente
M

Coeficiente solvatacidn
~ A3

0.100 0,131
0.090 0,123
0.080 0,097
0,070 0,077
0,060 0,101
0.050 0,031
0,040 0,057
0,035 0,081
0.030 0,031
0,025 0,100
0,020 0,130
0,008 0,061
0,006 0,120

de acetato de plomo (II) se dan en la
figura 1.

La representacion del parametro de la
adsorcion preferencial, X, frente a la con-
centracion de acetato de plomo (II) (fi
gura 2) muestra una curva que presenta
similitudes con la obtenida para la visco-
sidad intnnseca.

Discusion

En general, las variaciones de las pro-
piedades hidrodinamicas de las proteinas

Fig. 1. Variation de la viscosidad intrinseca de la Fig. 3. Volumenes espetificos parciales de la liso-
lisozima con la concentration de acetato de plo- zima, segtin su concentration, en los sistemas aguat

mo (II). acetato de plomo (II).

Fig 2. Variation del coeficiente de adsorcion prefe
rencial, X, en funtidn de la concentration de

lisozima.

en contacto con pequenos ligandos pue-
den ser originadas tanto por alteraciones
estructurales, incluidos desplazamientos
del equilibrio entre estados conformacio-
nales distintos, como por variacion en los
estados de agregacion.

Para la lisozima se han descrito altera
ciones conformacionales dependientes de 
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fluctuaciones en el grado de solvatacion
de la molecula (6) que van acompanadas
de aumentos y descensos en la libertad
vibracional de la estructura molecular (7).

En el caso del acetato de plomo (II), se
observa (fig. 2) una disminucion en la
solvatacion preferencial para el interval©
0-0,008 M de la sal, lo cual puede ser
intrepretado en base a la formacion de las
primeras uniones electrostaticas fuertes
entre las formas ionizadas de la sal y los
grupos cationicos y anionicos de la pro-
teina, lo cual conlleva un desplazamiento
de las moleculas de agua, localizadas en
esos grupos. Como consecuencia, puede
ocurnr un cambio estructural que se tra
duce en los descensos del volumen especf-
fico parcial y de la viscosidad intrinseca
reflejados en las figuras 3 y 1, respectiva- 
mente.

Como se ha descrito en otros sistemas
protema-cation, un cambio en la pen-
diente del volumen especffico parcial, Vz,
puede relacionarse con transiciones con-
formacionales, y dado el caracter coope
rative de esas transiciones (11), es logico
observar rapidas variaciones de ese para
metro (8). En este sistema aparecen dos
cambios bruscos del volumen especffico
parcial a concentraciones aproximadas de
0,01 y 0,06 M de acetato de plomo (II),
que deben guardar relacion con transicio
nes de este tipo.

A la vez, los minimos en la solvatacion
{xreferencial a lo largo de toda la curva de
a figura 2 pueden reflejar procesos es-

tructurales ae cambio. En sistemas acuo-
sos, tales comp los formados por NaCl y
KC1 en los que la estructura nativa de las
protefnas se mantiene, la adsorcion prefe
rencial presenta valores elevados. Por el
contrario, los procesos de desnaturaliza-
cion van acompanados de caidas en el
mismo parametro (16).

Para el sistema que se analiza, esto
ultimo queda apoyaao por los datos de
viscosidad. En general, puede decirse que
los valores de la viscosidad intrinseca son 

proporcionales a la suma del volumen
parcial de la protefna, del agua y la sal
unida respectivamente. Si la hidratacion
proteica permanece relativamente cons-
tante y no acontecen alteraciones estruc-
turales que varfen el volumen especffico
parcial, un cambio de viscosidad puede
relacionarse con la cantidad de sal unida.
Esto puede explicar el hecho de que sin
observarse cambios profundos del volu
men especffico parcial en el interval©
0,02-0,05 M en acetato de plomo (II) si
los hay para la viscosidad intrinseca en el
mismo intervalo. Por contra, el nunimo
en la viscosidad intrinseca en tomo a
0,05-0,06 M puede estar soportado por el
mi'nimo en el volumen especffico parcial
en el mismo intervalo.

En la misma Ifnea de razonamiento, si
tanto la viscosidad como la adsorcion
preferencial son funcion de la estructura
macromolecular y de la union a la misma
de componentes del disolvente, se justi-
fica la amplia similitud entre ambas medi-
das en todo el intervalo considerado de
acetato de plomo (II). Se ha comprobado
una misma correlacion para los sistemas
lisozima-Cu (II) y lisozima-Co (II) (1, 2).

En definitiva, los amplios cambios de
las pendientes en las curvas de la viscosi-
daa intrinseca, el volumen especffico par
cial y el coeficiente de solvatacion prefe
rencial deben originarse por cambios es-
tructurales importantes en la arquitectu-
ra de la lisozima, y las caracteristicas se-
mejantes con maximos y minimos com-
partidos no hacen mas que sustentar
este punto de vista. Elio debe ser es-
pecialmente cierto para valores de con-
centracion total de sal en tomo a 0,02 y
0,055 M.

Sin embargo, los mecanismos de desna-
turalizacion por sales son complicados ya
que implican interacciones recfprocas en
tre sal, la protefna y el agua. Una sal
puede afectar directa o indirectamente la
conformacion proteica. La union del ca
tion Pb2+ a la lisozima podrfa alterar la
energfa libre de los estados conformacio-
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nales en equilibrio y con distintas caracte- 2.
risticas hidrodinamicas y volumenes par
ciales. Elio tambien explicaria los distin- 3-
tos fenomenos de cambio observados en
las propiedades medidas. 4'

5.

Resumen
6.

Se aborda el estudio de los posibles cambios
conformacionales de lisozima de clara de huevo de 7.
gallina en la mezcla binaria agua/acetato de plomo
(II) en funcion de la composicion de la mezcla g.
binaria. Se determina experimentalmente la viscosi-
dad intrinseca, el volumen especifico parcial y el 9.
coeficiente de adsorcion preferencial de diferentes
disoluciones, en el interval© de concentracion en iq
acetato de plomo (II) comprendido entre 0-0,100
M. Los resultados obtenidos permiten deducir que u.
en la lisozima se induce un cambio conformacional
como consecuencia de la interaccion de la proteina 12.
con el cation Pb2+.

Palabras clave: Cambio conformacional, Equili- 13.
brio de dialisis, Parametro de solvatacion preferen

cial, Volumen especifico parcial. 14.
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