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RESUMEN.

La tesis estd dividida en dos partes. En la primera parte se
describen los fundamentos fisicoquimicos con énfasis en el
potencial de unidn liquida, necesarios para comprender la deter-
minacidn del pH con electrodo de vidrio. En la segunda parte se
describe la evaluacidn de los distintos errores provenlentes de
la determinacidén del pH con electrodo de vidrio, originades por
el comportamiento de la unidn liquida en soluciones amortiguadas
con HEPES 1.6 Mm, en el intervalo de 1.6 a 160 mM de fuerza
idénica. A continuacién se hace un resumen de los resultados
obtenidos.

Se determinaron caracterIsticas del funcionamiento adecuada de
los electrodos utilizados: la pendiente $»95%, la respuesta a los
10 seg. de pasar el electrodo de vidrio del estdndar pH 10 al de
4 $987% , la diferencila de potencial entre 2 electrodos de calomel
de +/-1mV, en curvas i-v se determind la no polarizabilidad de
los electrodos; la resistencia de la unién 1iquida tanto con un
multimetro como a partir de un registro de impedancia a alta
frecuencia, y el tiempo de respuesta de 0.16 seg. a la adicidn
dcida.

Se obtuvo por otro lado una estabilidad de +/~0.02 pH/30 min. La
reproducibilidad de la lectura tanto en un mismo dia como en dias
sucesivos fue de +/-0.01lpH.

Se determind por titulaciones potenciométrica y volumétrica, asfi
como por la lectura del pH, 1la concentracidn de una solucidn HCl
4,3 mM. En adiciones sucesivas del HC1l 4.3 mM a un Ringer HEPES
1.6 mM, se obtuvieron resultados coincidentes con la evaluacidn
tedrica, con una pendiente de 0.19pH/pmol de H+. Esta curva se
utilizd posteriormente como estidndar para la evaluacién de la
eliminacidén dcida de los sinaptosomas.

En soluciones con HEPES o Tris 1.6 mM, se observd un incremento
del pH en funcidn de la fuerza idnica, que difiere de las predi-
cciones tedricas de los coeficlentes de actividad del amortigua-~
dor asT como del potenclal de unidn 1liquida segiin Henderson.

Se determind el potencial de unién liquida en soluciones de HEPES
1.6 mM wutilizando dos electrodos de calomel y se obtuvo un
potencial mayor que el predicho por la ecuacidn de Henderson, que
concuerda con las lecturas previas del pH en funcidn de la fuerza
idnica. El resultado obtenido puede explicarse cualitativamente
suponiendo una unidn del K+ al vidrio poroso.

Se determind de forma preliminar,la alteracidén del pH por 1la
presencia de partfculas cargadas en funcidn de la fuerza idnica,
utilizando una suspensidén de resina de intercambio catidnica.

La tesis termina con una aplicacidén bioldgica utilizando 1la
evaluacién del pH con el objeto de cuantificar el eflujo dcido de
sinaptosomas obtenidos del sistema nervioso central de la rata.
Se discuten los errores previamente evaluados y se muestra que no
interfieren en la determinacidén del eflujo.Se determind un eflujo
rdpido equivalente a 14 nmoles/min/mg de proteina, independiente
de la concentracidn externa de sodio, el cual se inhibe completa-
mente a 0°C.



SUMMARY.

The thesis 1s divided 1in two parts. In the first one the
physicochemical principles pf pH determination with emphasis on
liquid junction potential, are described. In the second part we
present the determination of the different errors im the pH
measurements with the glass electrode, caused by the behavior of
the liquid junction in 1.6 mM HEPES buffered solutions, within
the range of 1.6 to 160 mM ionic strength. We present a
summary of the results.

Characteristics of the following electrode behavior were
determined: The slope »95% ; the response at 10 sec. after
changing the glass electrode from pH 10 to pH 4 $98%Z; the
potential difference between two calomel electrodes +/- lmV; the
non polarizability of the calomel electrodes determined by i-v
plot; the resistance through the liquid junction measured both
with a multimeter and with a high frequency impedance plot and
finally the response time of 0.16 sec. to acid addition.

A stability of +4/-0.02 pH/30 min. was obtained. The
reproducibility of the pH measurement in the same day as well as
in different days was +/-0.0l1 pH. The concentration of an HCL
solution was  determined by potentiometric and volumetric
titrations and by pH reading. With successive additions of this
4.3 mM HC1 to a Ringer HEPES 1.6 wmM solution, we obtained
coincident results with the theoretical prediction of a 0.19
pH/pmol of H+ slope. This plot was later used as a standard for
acid efflux evaluation from synaptosomes.

It was observed an increase in pH as function of ionic strength
in HEPES or Tris 1.6 mM solutions, which differed from the
theoretical predictions of the buffer's activity coefficients and
the Henderson's liquid junction potential,

The 1liquid junction potential in HEPES 1.6 mM solutions was
measured utilizing two calomel electrodes, obtaining a bigger
potential than the Henderson's equation prediction, but
coincident with the previous pH measurements as function of ionic
strength. This result may be qualitatively explained supposing
that K+ binds to the porous glass of the junction.

In a preliminary way , the pH change due to the presence of
resuspended charged particles was measured as a function of
ionic strength within a cation exchange suspension.

The thesis finishes with a biological application of pH
measurements for the quantification of the acid efflux from
synaptosomes obtanied from the central nervous system of the rat.
The previously obtained results are discussed and it is shown
that they do not disturb this efflux evaluation. A fast efflux
equivalent to 14 nmol/min./mg. protein was determined, which was
found to be 1independent of external sodium concentration and
completely inhibited at 0°C.



I. INTRODUCCION.
I.1, Nocién y Definicidn operacional del pH

En 1924 Sorensen definid el pH= -~log aH+ en términos de la
actdividad de los protones; sin embargo experimentalmente no es
posible determinar la actividad en solucién de un solo ién, por
lo que se requlere una definicidn operacional en té&rminos del
m&todo de medida.

Es decir que, si bien la determinacién del pH de cualquier
solucién, en el laboratorio es una rutina fdcil, el valor
obtenido no es de interpretacidn directa. Inclusive la escala
internacional actualmente aceptada (Covington et al. 1985) da
indicaciones de la relacidn entre el pH lefdo y la concentracién
o actividad de protones en el medio, dnicamente para soluciones
electroliticas 1:1 en concentracidn no mayor a 0.1M,

La determinacidn en t&rminos de la actividad de protones, es de
interés solamente en ciertos estudios de investigacidén. En 1la
industria, como en rutinas de control, es importante la determi~-
nacién del pH en una escala arbitraria bajo condiclones constan-~
tes, independientemente del valor de actividad de protones.

I.2. Plan de la Tesis.

La tesis se divide en dos partes. La primera parte se ocupa de
los fundamentos necesarios para el conocimiento adecuado del pH
Se desarrollan inicialmente los conceptos y notaciones de las
celdas electroquimicas, para definir la celda potenciomé€trica del
electrodo de vidrio como una celda con unidn liquida., Enseguida
se obtiene la ecuacién de Henderson, para la determinacidn del
potencial de unidn liquida residual. 8e ilustra el modelo de
Eisenman que explica el origen del potencial del electrodo de
vidrio y finalmente se desarrolla la definicidn operacional del
pH segiin la escala internacional.

La segunda parte empieza con un capitulo de metodologia; ensegui-
da se describen los resultados experimentales, del funcionamiento
de los electrodos, las determinaciones de estabilidad, reproduci-
bilidad y exactitud de la lectura del pH.

Ensegulda se muestra la determinacidn experimental del potencial
de wunidén 1liquida y la comparacidén con las lecturas del pH en
soluciones de diferente fuerza 16nica en el intervalo no mayor a
160 mM. Los resultados se comparan con el tratamiento tedrico de
Henderson., En el siguiente capitulo se ilustra el llamado efecto
de suspensidn y los resultados experimentales terminan con un
capitulo de aplicacidn biolégica: la determinacién de la elimina~
¢ién A&cida de sinaptosomas del sistema nervioso central de la
rata.

Los antecedentes correspondientes al eflujo determinado en 1los
sinaptosomas, se desarrollan a continuacidn.

I.3. Antecedentes del Eflujo Acido de Sinaptosomas.

El metabolismo aerdbico genera protones y el anaerdbico 4cido
lictico como productos de desecho, lo cual tiende a acidificar el



medio intracelular.

Se sabe que la concentracién interna de protones en distintos
tipos de células es diferente de la predicha por una distribucidn
pasiva del 16n. En cerebro se ha encontrado un pH intracelular
entre 7.0 y 7.1, mientras que el pH externo se encuentra entre
7.3 y 7.4. El potencial de membrana de -80 mV corresponde en el
equilibrio electroquimico de Nernst, a un pH interno de aproxima-—
damente 6.0 (Siesjo, 1973). Existe por lo tanto un mecanismo de
regulacién del pH intracelular que consume energia y permite
mantener la relacidén de concentracidn de protones en un estado
estacionario fuera del equilibrio termodindmico.

Se han propuesto (Siesjo. 1973) cuatro mecanismos celulares para
controlar el pH intracelular, que son los siguientes:

1. Regulacidén fisicoquimica por amortiguadores internos.

2, Captura de protones por organelos celulares.

3. Consumo o eliminacién de dcidos metab8licos, i.e. dcido
lictico

4, Eliminacién dcida al exterior celular.

De las cuatro alternativas posibles, la eliminacidn al exterior
tiene la ventaja de no alterar la capacidad amortiguadora de 1la
célula., Cualquiera de las otras alternativas, hace uso de siste-
mas bioquimicos que pueden llegar a saturarse.

Por otro lado, en axdn de calamar y de caracol, asi como en
misculo de percebes (Thomas R.C., 1976; Boron W.F. et al. 19763
Boron W.F., 1977), se han encontrado evidencias experimentales de
cambios en el pH intracelular asociados a un flujo de eliminacién
dcida al exterior celular. En la Figura I-1 se esquematizan
diferentes mecanismos de elimingcién de protones. En el sistema
nervioso central, wutilizando sinaptosomas de rata, se ha encon-
trado un cambio en el pH intracelular dependiente de sodio exter-
no (Comunicacién personal, Dr. Daniel Naschen).

Las terminales nerviosas son pequeflas estructuras con una elevada
relacidn de superficie a volumen (didmetro interno de 0.75 ?m).
Los cambios en la velocidad de eliminacién del protdén pueden
entonces alterar drdsticamente la concentracidn interna del mismo
y en consecuencia alterar cualquier otra funcién fisiolbgica
dependiente del pH intracelular. Resulta por lo tanto de interés
estudiar los factores que regulan los cambios del pH intracelu-
lar, como es el flujo de protones. Evidencias experimentales
indican que éstas estructuras conservan las mismas propiedades
fisiolégicas que la c&€lula intacta, como son: La existencia de un
potencial de membrana cercano a -60 mV, 1la evidencia de canales
de calcio sensibles a voltaje, del intercambiador Na+t/Cat
(Blaustein y Ector, 1976) y de sistemas de recaptura de neuro-
transmisores dependientes del sodio externo (Kuhar 1973 y Martin
1973) o de sodio y cloruro (Sanchez-Armdss y Orrego
1977,1978).

ELl objetivo de los experimentos que se mostrardn mids adelante, es
encontrar evidencias experimentales que permitan caracterizar
dicho sistema de transporte en neuronas del sistema nervioso
central de la rata.
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II. POTENCIAL DE UNION LLGLiD:
I1.1. Introduccién.

Una celda electroquimica se compone de dos hemiceldas, cada una
de las cuales estd formada por el respectivo electrodo y electro-
iito. Cuando los dos electrodos pueden funcionar con el mismo
electrolito, @&ste es suficiente para cerrar el circuito al colo-
car en el mismo recipiente los electrodos; en caso de que cada
electrodo funcione con un electrolito diferente, los electrolitos
deberdn comunicarse entre si a través de un puente salino, una
unidén liquida cualquiera o una amalgama.

La convencién establecida (Mc Innes,1961) para la notacidn de una
celda es tal que, por ejemplo

Zn/zn2t,2C1-(1)//Zn2%,2C1~ (2)/AgCl/Ag (1)

La celda (1) estd formada por el electrodo de zinc, en contacto
con una solucidén de cloruro de zinc en concentracidén (1) y el
electrodo de plata-cloruro de plata en otra solucidn de cloruro
de zine (2). Estas dos soluciones se comunican por una unidn
17quida o interfase electrolito//electrolito.

Una diagonal o (;) es una interfase, una coma separa dos compo-
nentes de una misma fase y dos diagonales representan una inter-
fase cuyo potencial es considerado despreciable, tal como un
puente salino o bien un vidrio poroso o cualquier otra unidn
liquida.

Para poder estudiar las caracteristicas termodindmicas al equi-
librio o bien los procesos cinéticos de la transferencla de carga
que ocurren exclusivamente en un electrodo, es necesario hacer
que 1las variables independientes afecten dinicamente al electrodo
de trabajo, mientras que el electrodo de referencia se mantenga
en condiciones constantes.

La referencia primaria internaclonalmente aceptada es el electro-
do estdndar de hidrdgeno SHE . Dicha hemicelda se forma por el
burbujeo de hidrdgeno molecular con un electrodo de platino en
una solucidn acuosa con protones en actividad 1 molar. Por
convencién a cualquier temperatura el potencial del SHE es de
cero.

En el laboratorio usualmente se utiliza la celda de calomel como
referencia, la cual estd formada por mercurio en interfase con
cloruro mercuroso. Esta hemicelda responde a cambios en la
concentracidn de iones clorurbo, segilin

E= EC 4+ (RT/F) 1n anq- (2)

donde E: potencial de la hemicelda
Eo: Potencial estdndar.
R,T y F: Valores usuales.
agl-: Actividad de iomes Cl-

En la Tabla II-1 se muestran los potenciales del electrodo de
calomel a diferentes temperaturas.
Los potenciales de electrodos estdn siempre asociados a una



reaccidén quimica. Estas reacciones pueden estudiarse en condi-
ciones de equilibrio termodindmico, en que las actividades de las
especies quimicas que participan en la reaccidn electroquimica

TABLA 1I-1
POTENCIAL DEL ELECTRODO DE CALOMEL (mV)

Concentracidén de KC1

T (°C) Saturado 3.5N IN  0.1N
0] 260.2
10 254.1 255.6
20 247.7 252.0
25  244.4 250.1 283 335.6
30  241.1 248.1 335.4
40  234.3 243.9
50 227.2
60 219.9

Wescott (1978).

determinan el potencial del electrodo y por lo tanto la diferen-
cla de potencial de la celda. Asi por ejemplo, considérese 1la
celda

Hg3;HgoClysKC1(1) ~~KRxHg~-HgKx—--KC1(2);HgyClozHg (3)
Eq Ey
que une dos soluciones de KCl de concentracién diferente por
medio de una amalgama de mercurio y potasio. Los potenciales de

cada celda estdn determinados por

E} = E® 4+ RT/F 1n a Cl-j (4.2)

Eo EC + RT/F In a Cl-9 (4.b)

La diferencia de potencial Ej-E; estd dada por
E;~E2 = RT/F 1n aClj/aCly (5)

La determinacidn potenciométrica del pH se realiza en principio
en condiciones de equilibrio termodindmico. Esto se logra efecti-
vamente en celdas sin unidn 1iquida. Sin embargo las determina-
ciones wusuales en el laboratorio con el electrodo de vidrio,tie-
nen un componente que no se encuentra en el equilibrio. En 1la
Fig. 1II-1 se muestra el esquema de un electrodo de combinacidn
que agrupa al electrodo de vidrio constituldo por una membrana de
de vidrio en contacto con una solucidn estdndar de HCl, la cual
establece contacto con un alambre de platino y el electrodo de
referencia de calomel inmerso en una solucidn saturada de KCI1,
que hace contacto con la solucidn de lectura por medio de una
unidn 1liquida formada por un vidrio poroso. Dicha celda se repre-
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senta por

Hg;HgoClo;KC1(satd.)// Soln.X;Vidrio;HC1(1);Pt (6)
Ej El Ey
El potencial total E de la celda esti determinado al menos* por
la suma de los potenciales de electrodo de calomel, el de vidrio
y el de la unién liquida que permite cerrar el circuito.

E =E] + E] + Eg (7)

Los potenciales Ej y Ep se encuentran en el equilibrio, con
magnitudes que obedecen la relacidn de Nernst

E; = EO + RT/F 1ln aCl-(KCl satd) (8.a)

Ep = EO'+ RT/F 1n a H+(Soln.X) (8.b)
Donde EO' es una constante que involucra el potencial estdndar
del electrodo y um término logaritmico de la actividad de 1la
solucidn interna.

Sin embargo el potencial El de la unién 1fquida, se encuentra
fuera del equilibrio termodinimico. El potencial de unién 1Iquida
aparece debido a la diferente movilidad de los iones positivos ¥y
negativos a uno y otro lado de la membrana.La magnitud del poten-
cial de unidn liquida residual entre la lectura del estandar de
ajuste del pH y la muestra,determina en gran medida el error de
la determinacién del pH. El tratamiento cuantitativo se desa-
rrolla enseguida.

Se obtendri inicialmente la expresidn general, no integrada, del
potencial de unidn 1lIquida. Esta se obtendrd de dos formas,
a partir de una adecuacidn de la termodin@mica cldsica a una
situacién de no equilibrio y a partir de consideraciones de
termodindmica de procesos irreversibles.

Enseguida se obtendrd el potencial de unidn liquida para uniones
del mismo electrolito y los fundamentos de 1la determinacién
experimental, 1lo cual serd de gran utilidad para la comprensidn
de los resultados que se muestran en el capitulo IX.
Posteriormente se desarrollard 1la integracidén de la ecuacidn
general del potencial de unidn 1fquida para la unidén de dos
soluciones electroliticas de diferente composicidn. Se muestra el
desarrollo de Henderson, que es la aproximacién mis utilizada en
la bibliografia.

II.2. Expresién General del Potencial de Unidn Liquida.

Considérese un sistema formado por dos soluclones electroliticas

% La aparicidn de otros potencilales adicionales como diferencias
por agitacidn, el potencial de asimetria del electrodo de vidrio,
o cualquier, otro involucra un error en la determinacidn poten-
ciométrica del pH. (Mattock y Band, 1967).



que estin en contacto entre s de forma que a cierta distancia de
la unidén a uno y otro lado se conserva la concentracidn inicial
de electrolitos de cada solucidn, en condiciones de temperatura y
presidén constantes. La funcifn termodindmica adecuada para estu-
diar el sistema (Callen,1960) es la energia libre de Gibbs,G. En
cada solucién, estd definida la energfa libre de Gibbs Gy y G2
correspondiente, con

G1=Xn1ji p14 (9.a)

’
Go= %:HZi P21 (9.b)
Considerando que el movimiento de iones es suficientemente

pequefio como para no alterar las concentraciones en cada solu~
cidn, tenemos que para todo i

pLi = Cte.) (10.a)
p2t = Cte.g (10.b)

La variacidn de la energia libres se expresa entonces por
dGy= EPlidnli (11.a)
d6p=Epoidnyy (11.b)

donde el movimiento de dlones es de uno a otro lado de 1la
membrana, por lo que

dnjj = - dngy = dng (12)

Con 1lo que la diferencia de energia libre en la celda por el
desplazamiento de partiIculas en la unidn liquida se expresa por

dG = dGy - dG; = £ (p14 =-p21)dng (13)
t

Al utilizar dG = -nFdVv (14)

en la expresidn (13), podemos despejar el potencial de la forma
dv= - 1/nF 7 nydpy (15)

donde
n=Yyngzg (16)
i

La relacién (15) expresa el potencial AV de unién liquida que se
genera por el flujo de n iones. Este es el flujo de transferencia
de carga, o corriente, que ocurre en la unidén liquida, responsa-
ble de cerrar el circulto entre los dos electrodos.

Denotemos por 1 dicha corriente total que fluye en la unidn

1fquida. La fraccién de corriente con la que un 18n contribuye a
la corriente total, se denomina (Mac Innes, 1961) ndmero de
transporte ty
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ty = i4 /iT (17

De forma que si pasa reversiblemente un faraday de carga,
pasardn ty/zq moles del ién, es decir

ny = ty/zg (18)
Usando la relacién
Pt = Pio + RTln aj (19)

donde, p4%: potencial estandar
a{: Actividad de la especie i.

y lo obtenido en (18), en la relacidn (15) tenemos
dv = = (RT/F) § ty/zy dlnaj (20)

Al integrar entre los 1limites de la unidn lfquida, tendremos

Av= dv= -(RT/F){z,ti/zi dlnaq (21)

Esta es la expresidn general del potencial de unidn 1iquida entre
dos compartimentos.

Enseguida para fines ilustrativos, obtendremos la misma expresidn
general a partir de consideraclones de termodindmica de procesos
irreversibles en su r&gimen lineal. Considérese para simplicidad
del tratamiento un electrolito M (z+)A(z-=), donde z denota 1la
valencia respectiva.

Los flujos de cada una de la especles 16nicas, en el iIntervalo
lineal estdn dados por

J+ = LHF+ + LA—F- (22.a)

J- = L==F~ 4 L=t+F+ (22.b)
donde L+ y L-- son los coeficlentes directos o conductancias que
relaclonan de manera proporcional los flujos con las fuerzas Mty
F- respectivamente, mientras que Lt~ y L-~+ son los coeficientes
cruzados.

Considerando un wmovimiento electroneutro en un elemento de
volumen, la suma de los flujos unitarios positivo y negativo por
la carga respectiva debe ser cero

qtJ+ + q=J- = 0 (23)
donde gt =F z+ y q- =F z-

Las fuerzas termodin@micas que se consideran son por movimiento
difusivo y por diferencia de potencial eléctrico, de forma que

11



F+

dpt/dx + q+dV/dx

Fdifusiva+ <+ Feldctica+ (24.a)
Fe = dp—/dx + q-dV/dx = Fdifusiva- + Feléctrica- (24.b)
Al sustitrulr las expresiones (22.a y b) en (25) tenemos

g+ (LAtFt + L—+F~) + gq~(L==F= + L=+F+) = 0
y rearrreglando

FH(qHlt+ +q-L~+) +F-(q-L-- +qtL+-) = 0 (25)
Definimos los flujos positivo y negativo por fuerza unitaria
como

pt= QL+ + q-L-+ (26.a)
p== g-L-— + qtLi=~ (26.1)

Vamos enseguida a expresar p+ y p- en funcidn de los niimeros de
transporte

t+ = it/ (d+ +i-) y t= = i-/(i- + i+) (27.a y b)
Evaluemos

gL+ +  g-L—+

pt/ (pta+ + p-q-)=
qt (gt + q=-L-+) + q-(g+Lt= + gq-L--)
(28)

Recuérdese que los niimeros de transporte estdn definidos en
términos del flujo excusivo por gradiente eléctrico, es decir

i+ = gr(IH)eléc ; 1i- = q- (J-)eléc (29)

Ahora bien, las relaciones (24 a y b) son vdlidas para cualquier
condicibén de corrientes, en particular para aquéllas correspon-—
dientes a los flujos asociados a una fuerza eléctrica unitaria.
Observando las relaciones (24) y (26), se deduce que los flujos
asociados excusivamente a una fuerza eldctrica unitaria corres-
ponden nuevamente a pt+ y p-. Se tienen asi las respectivas co-
rrientes eléctricas por fuerza unitaria i#

1%+ = qtp+ 3 1%~ = q-p- (30.a y b)

Sustituyendo estos valores en la ecuacidn (28) y haciendo uso de
q+ = z+F, se tiene

pt 1%/ gt
ptqt + p-q- qt( i*+/qt) + q-(d*=/q-)
1 154

= e mmmeeem= o/ (24F) (31.a)
ZHF A%+ i%-

12



De la misma forma puede obtenerse

p-/(ptat + p=q-) = (1/z-F) (i*~/i*+ + i*-) = t-/(z~F)  (31.b)
Con lo que tenemos una relacidn entre las p+ y p- y los niimeros
de transporte. Regresando ahora a la condicién de flujos

electroneutros, ecuacidn (25), al expresar las fuerzas en su
expresidén desarrollada (24) tenemos

p+ (dp+/dx) + piqt(dv/dx) + p—(dr—/dx) + p-q-(dv/dx) =0 (32)
rearreglando
(av/dx) (ptat + p-q~) + pt(dpt/dx) + p-(dp-/dx) = 0 (33)
Despejamos el gradiente eldctrico
=dV/dx = pt/(ptat + p-q-) (dp+/dx) + p-/(p+q+ +p-q~) (dp~/dx) (34)
y utilizando la expresidn (32)

-dV/dx =(t+/z+F) dpt+/dx + (t-/z-F)dp-/dx (35)
81 ahora extendemos el resultado para n iomes

-dV/dx = ) (t1/ziF) dpi/dx

y utilizando la expresidn del potencial quimico, relacidn (19)
llegamos nuevamente a

Av= —(RT/F{E ti/zici dlnai (21)
la expresidn general del potencial de unién liquida.

Hemos pues obtenldo la expresidn general del potencial de unién
1fquida (21) a partir de una adecuacién de 1la termodindmica
clidsica y de termodindmica irreversible. Es importante hacer ver
que la ecuacidn obtenida no es rigurosamente termodinimica, ya
que describe el potencial de una unidn lIquida en funciln de
actividades idénicas individuales, las cuales no pueden
determinarse experimentalmente de manera directa. Se requiere una
convencidén extratermodindmica que defina la actividad de un 16n
de referencia; recurso ampliamente utilizado en electroquimica.

II.3. Unién LIquida Homoidnica.
Conslderemos una unidn del tipo
KC1(1l) : KC1(2) (36)

formada por dos soluciones del mismo electrolito. De la ecuacidn
(21) tenemos, en este caso

El- -(RT/}?j tk dinak + RT/F[ £C1 dlnacl (37)
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donde el subindice 1 hace referencia explicita al potencial de
unidén liquida, Puesto que

tk + tel =1 (38)
entonces

El = -(RT/F)J tk dlnak + RT/F.[(l-tk) dlnacl (39)
reuniendo términos e integrando tenemos

El = u(RT/F)) tk dln%k aci)+ RT/F 1n acl(2)/acl(l) (40)
Considérese la determinacidn experimental del potencial de una
celda del tipo

Hg; HgaClyp; KCL(1) :: KCL(2); HgyCly; Hg (41)

E; El By

Como se muestra en el capfitulo IX, se utilizd la celda (41) para
la determinacidn experimental del potencial de unidn liquida, por
lo que ‘desarrollaremos aqui las consideraciones conceptuales
necesarias,
E1l potencial E que genera la celda es la suma algebraica de 1los
potenciales de cada electrodo mis el de la unidn liquida.

E = E{ + Eg + E1 (42)
donde por definicién

E; = E° + RT/F 1In aClj (43.a)

Ep = - EO - RT/F 1n aCly (43.Db)

y el potencial de unidn liquida es el obtenido en 1la ecuacidn
(40). Al sumar los tres términos obtenemos

= —(RT/F)} tk dlnak acl (44)

Si ahora utilizamos 1la definicidn del coeficiente medio de
actividad

akel = (aKaCl)l/2 (45)
al sustituir en la ecuacién (40) se obtiene
E=~ (ZRT/F)jtk dlnakel (46)

Si se hace la suposicidn de actividades idnicas iguales para los
iones positivo y mnegativo, e lguales a la actividad media

ag= aci = agcl (47

el potencial de la celda puede escribirse
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E = Et = —(2RT/F) tk 1ln aci(2)/acl(l) (48)

donde el subindice t hace mencién al potencial de una celda con
transferencia de carga.

En efecto si se realiza la determinacién del potencial de una
celda sin transferencia, como

Hg; HgoClg; KC1(1); K(Hgx)---K(Hgx); KC1(2); HgpClp; Hg (49)

donde la unidn se forma con una amalgama de potasio y mercurio;
el potencial de la celda estd dado por la suma de los potenciales
Ey y Ep, ecuaciones 43.ay b

E =(RT/F) 1n acl(l)/acl(2) (50)

De 1la relacidn entre los potenciales de las celdas con y sin
transferencia (48) y (50) puede obtenerse el niimero de transporte
del potasio, o de manera general, del i6n no reversible con los
electrodos

tk =(1/2) Et/E (51)

II.4. Uniones Liquidas Heteroidnicas.

A continuacidn se presenta la integracidn de la ecuacidén (21)
para el caso de una unidén formada por dos electrolitos
diferentes. Se desarrollard la aproximacidn de  Henderson
Los resultados obtenidos deben asimismo ser utilizables para
soluciones del mismo electrolito.

Se ha encontrado experimentalmente que las uniones heteroidnicas
tienen un potencial que depende de la forma de elaborar la wunién
liquida, es decir, de las condiciones a la frontera asi como de
las condiciones en que ocurre la difusidn en la unidn.

4,1 Integracidén de Henderson

La integracidn realizada por Henderson (1907, 1908) requiere de
tres suposiciones bdsicas:

i) Aporxima actividades ifnicas a concentraciones.

ii1) Considera un gradiente o perfil de concentraciones 1l1ineal
para cualquier electrolito en la unién 1liquida.

iii) Considera el niimero de transporte independiente de las
concentraclones.

Denotemos por cil y Ciz las concentraciones en las soluclones 1 y
2 del i@simo 16n, respectivamente. E1 perfil 1lineal de
concentraciones indica que la concentracién a una fraccidn de
distancia x en la unidén liquida, se expresa por

Ci = Cij + ( Cip-Ciy)x = (1=-x)Ciy + xCig (52)
de donde
dCi= (Cig~Cijp) dx (53)

El niimero de transporte (Bockris y Reddy, 1977) puede expresarse
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de la forma
ti = uici/Zuici (54)

donde uil expresa la movilidad del ién i
Sustituyendo la relacidn (52) en la (54), tenemos

uici uici

(1-x) § Cijui + x JCisu Scijul + x $ ui(Cip-Ciy)

ty

(55)

La expresidn (24) del potencial de unién 1Iquida, considerando
concentraciones y no actividades y sustituyendo lo obtenido en
(53) se transforma a

El = —(RT/F)ffti/zi (Cip-Cip) /1 dx (56)
Utilizando la expresidn (55) del nfimero de transporte, tenemos

ui/zi (Cip-Cip)

El = -(RT/F)IZ dx (57
% uiciy + x72 uil(Cij-Ciy)

Consideremos la integral de un i8n, sea El) el potencial de unidn
1iquida correspondiente, tenemos

f uy/zy (C12-C3l)
El] = -(RT/F) - dx (58)
JuiCi; + x7ul(Cip-Cip)

Denotemos para facilidad de manejo

A= 13(Cy12=C11) f= B + Cx entonces
B= FuiCiy df= Cdx y dx = (1/C) df
C= Zu1(Cip~Ci}) y  Adx = (A/C) df

La expresidn (58) es una integral de la forma

El; = =(RT/F) 1/z; j Adx/(B +Cx) = =(RI/F)z; A/def/f

= —(RT/F) (A/21C) 1n f£3/f; (59)

donde f9 =ZuiCi + x\ %ui(Ciz—Ci])
2
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De 1la ecuacidén (52), multiplicando promero por ui y sumando
enseguida sobre i, se tiene que

en x3: D uiCip =JFulCi) + x Jui(Ciy-Ciy) = £ (60.a)
y en x1: g uiCl) =7uiCi] + xJui(Cip-Ci]) = £ (60.b)
de donde, sustituyendo los valores en (40) se tiene que
ui/zy (C12-Cy13) JuiCiy
El{ = =(RT/F)= = —memmmm e In @ (61)
2 ui(ciy-Ciy) ZuiCiy

Al considerar la suma de integraciones para todos los iones, se
llega a

Y ui/zi (Cip-Cip) Y. uiciy
El = =(RT/F) © —ecmmmmmm e In  =Semmmmee (62)
ui (Ciz-Cip) YuiCiy
la expresidén de Henderson para el potencial de unidn 1iquida.
Para el caso de lones todos monovalentes, se define para facili~
dad de expresifn, las sumas de los respectiveos iones positivos Uj
y Uz a cada lado de la unidn y de los megativos por V; y Vg, asi
U= “S Ct+jut Uy= EC“"ZU‘*‘ (63.a)
V)= 2 C~ju- Vo= 20-2u-— (63.Db)

Con lo que el primer factor de la relacidn (62), se expresa por

Jut/z1 (CLy-Ciy) Up-Uy =(Vp-V3) (U=U2) = (Ug~V3)
Sul (Clp-Cip) Up=Uy + Vo=V (U1+V]) = (Ug+Vy)
‘ (64)
y el potencial de unidn 1iquida queda en la forma mds reconocible
(U1-v1)-(Up=-V3y) Up+vy
El= RT/F ——mremm—mmmmee e In ———mmm e (65)
(U3+Vy) = (Up4V3) Up+Vy

Para el caso en que una solucidpn sea KCl saturado, el potencial
de unidn lfoquida se expresa a 259C, en volts por (Bates, 1973,
Cap.3):
Uy~v) + 11.6 Uptvy
El = 0.05916 log (66)
U+v) - 623 623

Si las soluciones 1 y 2 estdn constutidas por el mismo
electrolito a diferentes concentraclones, tendremos que
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Cty = G- = C1 y Cty = C~3 = Cy
con lo que la expresidn (65) se reduce a
U+ - U= Cy

El = (RT/F) Iin (67)
U+ -+ U= Co

Al expresarlo en términos del nimero de transporte
t+ = 1= t- = ut/(ut + u-)
llegamos a

El = (2t+ -1) (RT/F) lpn =——=- (68)

relacidn que puede obtenerse al integrar la ecuacidn (39)
considerando concentracidén en vez de actividades y niimeros de
transporte independientes de la concentracidn. Obs8rvese que en
este caso el resultado es independiente del perfil de
concentraciones y de las condiciones a la frontera.
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III. ORIGEN DEL POTENCIAL DEL ELECTRODO DE VIDRIO.

El origen del potencial del electrodo de vidrio se atribuia, o
bien a un potencial de la interfase vidrio-electrolito o bien a
la difusién 16nica al interior del vidrio. Los trabajos de
Eisenman en electrodos de vidrio selectivos al potasio y al
sodio, han mostrado que el electrodo de vidrio "no es ni mds ni
menos que una membrana de intercambio catidnico perfectamente
semipermeable" cuyo potencial es la suma de las contribuciones de
difusidn 1dnica al dinterior e intercambio en 1la superficie.
(Eisenman, 1967).

La determinacién experimental de la constante de equilibrio del
intercambio idnico y de las movilidades iénicas en el vidrio, han
permitido establecer la contribucidn separadamente del potencial
de superficie y del potencial de difusién.

El potencial de difusibn se encuentra en oposicidn respecto al
potencial total, a diferencia del potencial de superficie.

A continuacidén, partiendo de un modelo del electrodo de vidrio
sensible a protones desarrollaremos las expresiones bédsicas del
tratamiento de Eisenman, bajo la suposicidn de un intercambio
Nat/¥+ en el vidrio y de la difusidn exclusiva del sodio en el
vidrio. Es importante mencionar que en principio este desarrollo
vale para cualquier par de cationes, aunque como mencionamos
anteriormente, los estudios mds profundos se han desarrollado
para el par Na+/K+,

Como mencionamos,; el potencial del electrodo de vidrio estd
formado por la contribucidn de varios componentes. El vidrio, que
puede ser de 50 um de grosor, es impermeable a los H+,. el
transporte de carga al interior ocurre por el desplazamiento de
iones mdviles al interior del vidrio como Nat+ o Li+. A ambos
lados del vidrio se encuentra una zona de hidratacién del silica-
to constitutivo del vidrio; cada regidn de hidratacidn se encuen-
tra rodeada de las respectivas soluclones a cada lado del vidrio.
El esquema es el siguiente:

Solucidn Problema zonas hidratadas Solucidn interna
vidrio seco

1
[
lzbm! © m Jmid 2
! I
!

¢« GOpi—> l

El potencial aparece ya que el silicato tiene cilerta afinidad por
cationes que se adsorben o desorben de la regién de hidratacidn,
esto genera una separacidn de cargas que altera la diferencia de
potencial interrfacial. Asi la membrana de vidrio puede no ser
permeable en absoluto al i6n principal, H+ en este caso, sin
embargo si dicho 16n es el que domina la transferencia de carga
en las regiones interfaciales, el potencial generado serd selec-
tivo al ién.
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En las zonas interfaciales el equilibrio se alcanza muy rdpida-
mente, de forma que cada catidn adsorbido en una interfase se
reflejard inmediatamente en la otra. Al interior del vidrio, zona
m, suponemos que la conduccidn estd dada por un Ginico 1én, el
sodio. La membrana de vidrio comprende 5 fases, el potencial
total generado serd la suma de las respectivas diferencias de
potencial de las uniones entre cada fase, asi

Em =(Vo~Vm") + (Vm"-Vm) + (Vm-Vm') + (Vm'-V,) 5]

En el equilibrio termodindmico entre las soluciones y la fase
hidratada del vidrio se satisfacen las relaciones

/{ZH+1 =/5¢'H+m- (2)
/ﬁNa+1 =/2Nam- (3)

Al desarrollar el potencial electroquimico para el protén,
tenemos de la relacidn (2)

/M/H-I-]_o + RT 1n aHt+y + FV) =/MH+m'° 4RT 1n aBtpyr + zFVp (4)
De donde despejamos la diferencia de potencial
}1H+1°—;ﬂ{+m 10 al+

(Vg1=Vy)= + (RT/F) lp=—===e (5)
F aliy

De forma andloga para las fases m'' y 2, se obtiene Vp~Vpn. (6)
Donde PH+10 = FH+26 (7.a)

asi como
rH+mv° = PH+m"° (7.b)

La segunda y tercera diferencia de potencial que contribuyen en
(1) son potenciales de unidn, del tipo de potencilal de difusidn
que se estudid en el capftulo II donde se obtuvo la ecuacidn (62)
de Henderson. Haclendo uso de la ecuacidn de Henderson, para el
caso de solo dos lones univalentes, tenemos

(ng) alitbyr 4+ (uygq.) aNatge
Vg-Vp' = Ej= (RT/F) 1n (8)
(upg) (aNadty)

donde upt ¥ ung+- son las movilidades de los respectivos iones y
all+, aNa+t+ denotan las actividades.
Ya que el primer término de la ecuacidn de Henderson vale uno

para este caso y por otro lado en el denominador del logaritmo
solo aparece el sodio, por ser el dnico i6n conductor de la fase
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m del vidrio., De la misma manera para la interfase entre m'' y m

(uNa+) (aNa-l-m)
Vp=Vp= (RT/F) 1n 9
(uyy.) (albgm) + (unga4) (aNathgn)

Podemos ahora realizar la suma de las distintas contribuciones
(5), ()5 (8) y (9) al potencial total Em a través de la membrana
de vidrio

alt) allbpn (uN a.|.u1.{+)
Em=(RT/F) Lim e mem e mmmm + (RT/F)1n (10)
alty al+pe (una+/uy+) (aNaty raldg)

El primer t&rmino es la suma de (6) y (7) y el segundo la suma de
(8) y (9). E1 logaritmo del segundo t&rmino se obtiene fdcilmente
al observar que el denominador en (8) es igual al numerador en
(9) y ademis al dividir entre ups se dejan las actividades de los
protones en 1 y 2 como t&rminos separados.

Enseguida dividimos ambos términos logarItmicos, numerador vy
denominador, entre (aHip') (aliyr) y los reunimos en uno solo

(uygt+/ugs) (ali+y aNatyr/abhpe) + ald)
Em=(RT/F) In (11)
(uja+/ugs) (alty aNakpn/abiyn) + Higa

Por otro lado, considérese la suma de las condiciones de
equilibrio (2) y (3)

';,u+1 + }”xNa-!-l = firigr + ;ﬁNa+mv (12)

Esta suma expresa la condicidn de equilibrio de una reaccidn de
intercambio idnico

Nat) -+ Hbpr a2 Nabpr + B (13)

ecuacidn que no involucra transferencia de carga neta, por lo que
su constante de equilibrio deberd ser independiente del potencial
eléctrico. De esta forma puede definirse

all+jaNa-ty
K(H+, Nat) =mem e (13)
all+y1aNa+)

como una constante independiente de los valores del potencial. De
la misma manera entre 2 y m'', se define una constante de
equilibrio con el mismo valor numérico que entre 1 y m'.

Puesto que K(H+,Nat) y upygs/upgs son constantes caracteristicas
del sistema, se dfefine su producto kpot (H+,Nat+), como el
coeficlente potenciométrico selectivo

21



at
kpot (H+,Nat) = K(H+,Nat) ~———eoee

Haclendo uso de estas definiciones, a partir de la relacidn (11)
tenemos finalmente

kpot (H+,Nat+) aNat) + alt)
Em = (RT/F)1ln (16)
kpot (H+,Nat) aNat, + alip

S1i la solucién interna de referencia es la solucién 2 y la
solucidn 1 es la de prueba, el potencial puede expresarse como

Em = Cte + (RT/F) 1ln (aH+1 + kpot aNa+1) (17)

La membrana es selectiva al sodio y al protdén. Cuando kpot
(B+,Nat) es muy pequefio, de forma que el producto (kpot aNa+t) sea
despreciable frente a aH+, la membrana responde esencialmente
solo al protdén. En este caso el intercambio de cargas entre 1y
m' estd dominado exclusivamente por el H+.

De esta forma hemos obtenido una relacidn nernstiana entre el
potencial de membrana de vidrio y la actividad de protones,
all+- a partir de considerar solo dos iones Nat+ y H¥. Los
electrodos de vidrio responden a otros iones como Li+, K+, Agh,
NH4+, con sus respectivos coeficientes potenciométricos de selec-
tividad.

De manera general se tilene un intercambio 18nico, donde 1 y j son
dos cationes cualquiera, una prima representa la solucidn y dos
el 16n en el vidrio o intercambiador iénico

ill _‘_ j| w i' + jll (18)

La constante de equilibrio, andloga a la ecuacidn (14) es ahora

K =4i"j"/1"j'= (1/3)soln. (1/j)vidrio (19)
y el coeficiente potenciométrico selectivo

kpot(i,j) = K uj/ui (20)
Sin embargo el potencial del electrodo de vidrio en mezclas de
dos iones, se ha encontrado (Eisenman et al., 1957) definido
empiricamente por

(aj!l/“ kpot)l/n + aivl/“

E = (RT/F) 1n (21)
(aj"kpot)l/n + ainl/n
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donde
kpot = K(uj/ug)™ (22)

kpot i, j ¥y n son pardmetros empIricos caracteristicos del vidrio
y del par idnico. Eisenman ha estudiado vidrios selectivos a
sodio y potasio, para los cuales n=l. El cociente de movilidades
uj/ui los determind por la obtencidén de los coeficientes de
difusifn, utilizando Natpg y Kiyo.

Es importante mencionar asimismo que la determinacién del poten-
cial de superficie coincide con los estudios de selectividad
idnica de intercambiadores idnicos, que dieron por resultado las
secuencias de selectividad idnica de Eisenman.

Con el objeto de ilustrar mejor el pardmetro kpot procederemos a
resumir los conceptos bdsicos de dicha teoria.

La determinacidn de las secuencias de selectividad parten de la
evaluacién teedrico-experimental del cambio en la energia libre
de Gibbs de la reaccidn de intercambio del tipo de (18)

i+(vidrio) + j+(solucidn) = di+(solucidn) + j+(vidrio)
Se separan dos contribuciones, de forma que
f\G = ~RT In Kij = (Gi - Gj)ac“oso - (Gi 'Gj)vidrio (23)

la energia libre es la suma algebraica de la energfa de hidrata-
cidén de los iones, miAs la energia de interaccidn de los lones con
el vidrio.

El término de hidratacidn se obtiene experimentalmente, mientras
que el t&rmino de interaccidn con el vidrio fue calculado por
Eisenman. Para dicho cdlculo se considerd finicamente la contribu-
cién couldmbica utillizando modelos atdmicos simples de la estruc~
tura del vidrio de silicato o de aluminosilicato.

Los resultados obtenidos muestran que el orden de selectividad
i6nica depende de la magnitud del campo anidnico del vidrio. La
hidratacidén altera el grado pero no el orden de la selectividad.
De esta forma se utiliza un solo pardmetro para caracterizar la
selectividad del vidrio frente a los diferentes iones, que es
kpot (1,j) donde i y j representan dos catlones cualesquiera. La
magnitud de logkpot (i,j) dependiendo de la magnitud del campo
eléctrico y del par 18nico puede ir desde =7 hasta +6 aproximada-
mente. (Eisenman, 1966).
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IV. DEFINICION OPERACIONAL DEL pH.

El trabajo de la tesis se limita al pH de soluclones acuosas. El
agua se disocia en

2 Hy0 T== H30+ + OH- )

protones e hidroxilos, de forma que en cualquier solucidn acuosa
siempre se tendrd que satisfacer el equilibrio de disociacidn
(1). La constante de equilibrio termodindmica se expresa por

Keq. = (H30+) (OH-)/ Hp0 (2)

La concentracidn de moléculas de agua no disociadas puede consi-
derarse pricticamente constante. Se define asf el producto idnico
del agua

K = (H30+) (OH-) 3

el cual es funcién de la temperatura.(ver Ramette, 1983, Cap.
4).

IV.l, Nocién de pH.

El danés Sorensen definidé el pH en 1909 en dos articulos publica-
dos simultdneamente en francds y en alemdn, llamado el "exponente
del 16n hidrdgeno"; utilizandoe 1la primera letra de Potenz,
puissance, power o poder. Se definid inicialmente en términos de
la concentracidn

pH = = log C(H+) (4)

Més,’_ﬁdelﬁﬁie el mismo Sorensen y Linderstrom-Lang  (1924)
definieron el pH en t&rminos de la actividad del protdn

pH = ~- log a (HH) (5)

Tomando en consideracidn la constante de disociacidén del agua,
que permite una concentracldén minima de protones de 10-14 M y
médxima de 10 M a temperaturas ordinarias, la escala de pH toma
valores extremos de =1 a 15 unidades,

La definicidn del pH en términos de la actividad del protén es
una definicidén de la nocifn del pH, pero puesto que involucra una
sola actividad i6nica, no es medible. Como se ha mencionado
anteriormente, mno es posible medir experimentalmente propiedades
electroquimicas de iones aislados. Esto obliga a elaborar una
definicién operacional del pH, en términos de la operacién o
método utilizado para medirlo.

IV.2. Definicidn Operacional del pH.
Se determina la fuerza electromotriz E(X) de la celda
Electrodo de referencia/ KCl(sat.)//Solucién X/Hy/Pt (7)

y la fuerza electromotriz E(S) de la celda
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Electrodo de referencia/KCl(sat.)//Solucidn S/Hp/Pt (8)

ambas a la misma temperatura y en condiciones idénticas de los
respectivos electrodos de referencia y de hidrSgeno, asi como el
mismo puente salino con no menos de 3.5 mol/kg. El pH de 1a
solucidn,denominado pH(X) se define en té&rminos del pH(S) de 1a
solucidn estandar de referencia, por

E(S) - E(X)
pH(X) = PH(8) *+ —ommmmmmmeeem 9
RT/F 1nl0

IV.3. Soluciones Estindar de Referencia.

La -solucién 0.05 mol/kg de ftalato &cido de potasio es el llamado
.estdndar de pH de valor de referencia (RVS) en la escala interna-
cional del pH. E1 pH(RVS) se determina a partir de una celda sin
unidn 1liquida

Pt(Pd) /Hy(P=1 atm)/RVS,Cl-/AgCl/Ag (10)
en cinco pasos, que son los sigulentes:

1) Se determina la pendiente a partir de la fuerza electromotriz
E de la celda (10), a partir de

-log mHYHE‘u = (E-E®)/k + log m (11)
donde mH: mwolalidad de protones.
ﬁrﬂ. coeficiente de actividad del protdn
Ccl

: coeficiente de actividad del cloruro

m: molalidad

ii) Se extrapola -log meHXEl a m=0, para quitar asi el efecto
del cloruro. Este valor extrapolado se denomina p(aﬂgbl)o

p(all c1)® = -1og (mifudc1)o (12)
iii) Se define por convencidn el coeficiente de actividad del

cloruro. La escala internacional del pH tiene por convencidn la
ecuacién de Bates-Guggenheim (1960)

-log TCl— IT st e o o e (13)
14 1,5 11/2

iv) Con los valores de las expresiones (12) y (13), se obtiene
finalmente el pH(S)

pH(S) = p(aHfCl)o + log wCl
v) Finalmente se relizan determinaciones a diferentes

temperaturas y se suaviza la dependencia en la temperatura, para
que obedezcan a una relacidn del tipo
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pH(S) = A/T + B + CT -+ DT? (l4.a)

pH(S) = pH(S)p9g -+ b(T-298) + c(T-298)2 (14.b)

Los valores del estdndar pH(RVS) a diferentes temperaturas se
muestran en la Tabla IV-l.

TABLA 1IV-1.
ESTANDAR pH (RVS).

T(°C)pH T(OC)pH T(OC)pH

0 4.000 35 4,018 65 4,097
5 3.998 37 4.022 70 4,116
10 3.997 40 4,027 75 4,137
15 3.998 45 4,038 80 4,159
20 4.001 50 4,050 85  4.183
25 4.005 55 4.064 90 4,21

30 4.011 60 4,080 95  4.24

Covington et al., 1985.

Enseguida la escala internacional define los esténdares primarios
de pH(PS) que se elaboran con sustancias que satisfacen ciertos
criterios de preparacidn pura, estabilidad, en el intervalo de pH
de 3 a ll y con un potencial de unidn 1liquida residual pequefio.
Se han definido 7 estdndares a partir de las determinaciones sin
unién liquida en la celda (15)

Pt/Hy /PS,.Cl-/AgCl/Ag (15)

Estos valores se asignan por el mismo procedimiento ya menciona-
do.Los valores asignados de pH(PS) van de 0 a 959C como tempera-—
turas extremas, como Se muestra en la Tabla IV-2.

Debido a que la definicifn de los pH(PS) estd determinada por el
potencial de la celda (15) y ya que cada estf@ndar tiene una
fuerza idnica y composicidn quimica diferentes, esta escala de pH
no serd totalmente congruente al utilizarse en una celda con
unidén 1iquida por el error del potencial de unidn liquida dife-
rente para cada esténdar.

Una escala mis {til para el pH obtenido en celdas con unidén
1iquida, es 1a de los estdndares operaclionales, pH(O0S) que se
obtienen del potencial de la celda con unién liquida

Pt/Hy /0S//KC1 3.5mol/kg//RVS/Hy /Pt(Pd) (16)
Es decir, que los valores establecidos de pH(0S) son tales que
pH(0S) = pH(PS) + Ej (17)
la magnitud del potencial de unidén lfquida residual respecto al
del estdndar de valor de referencia, se incorpora al valor asig-

nado del estindar. El potencial de unidn 1liquida estd establecido
que debe formarse con un capilar de vidrio de lmm de didmetro, ya
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TABLA IV-2

%
VALORES DE pH (PS) DE SOLUCIONES DE REFERENCIA DE ESTANDARES PRIMARIOS.
t/°%
o 5 10 15 20 25 30 35 37 40 50 60 70 80 90 95
Tartrato de potasio saturado (a 25°C) - - - - - 3,557 3,552 3.549 3.548 3,547 3.549 3.560 3,580 3.610 3.650 3.674
Citrato de potasio dihidrogenado 3.863 3,840 3.820 3.802 3,788 3,776 3.766 3.759 3,756 3,754 3,743 - - - - -
0.1 mol/kg
0.025 mol/kg fosfato disddico + 6.984 6.951 6,923 6,900 6.881 6,865 6.853 6.844 6.841 6.838 6,833 6.836 6.845 6.859 6.876 6.886
0.025 mol/kg fosfato monobdsico
de potasio
5, )
0.03043 mol/kg fosfato dibdsico de 7.534 7.500 7.472 7.448 7.429 7.413 7.400 7.389 7,386 7,380 7.367 - - - - -
sodio + 0.008695 mol/kg fosfato
monobdsico de potasio
0.01 mol/kg tetraborato disédico 9.464 9,395 9,332 9,276 9,225 9,180 9.i39 9,102 9,088 9.068 9.011 8.962 8.921 8.884 8.850 8.833
0.025 mol/kg carbonato sGdico + 10.317 10,245 10.179 10.118 10,062 10,012 9.966 9.926 9.910 9,889 9.828 - - - - -
0.025 mol/kg carbonato monobisico

NOTA: Basado en una incertidumbre de * 0.2 mV en la determinacién de (E-E°);
la incertidumbre es de ¥ 0.003 en pH en el intervalo de 0 a 50°C.
* Covington et al., 1985.



dicha geometria genera un potencial de unidn 1iquida bien
definido y reproducible. Este potencial se denomina potencial de
unién 1Iquida residual convencional y aparece por 1000, debajo de
los valores de pH(0S) en la Tabla 1IV-3. Se recomienda como
alternativa (Covington et al.1985) el uso de vidrio de porosidad
grado 4 para las uniones liquidas.

La dincertidumbre aceptada en el valor del pH (Covington et
al.1985) es det0.02 unidades de pH, que corresponde al 3.9% en
concentracidn.

Es importante sefilalar que la mayoria de los disefios comerciales
de unidn liquida no tienen una geometria que permita obtener una
buena reproducibilidad en el pH lefido. La escala britdnica de pH
(Covington, 1981) se basa en un s6lo estdndar primario, el ftala-
to 4dcido de potasio determinado en celda sin unidén 1liquida y
varios estdndares secundarios u operacionales, obtenidos en cel-
das con unién lfquida. En principio esta escala tiene la ventaja
de ser mds congruente que la internacional, pero la interpreta-
cidn del pH en t&rminos de la concentracidén o actividad de pro-
tones se dificulta mis.

La escala internacional del pH no se compromete explicitamente
con una interpretacidn del pH en términos de 1la actividad de
protones. Esta interpretacidn para ambas escalas estd limitada
para soluciones homoidnicas de fuerza idnica no mayor de 100 mM,
que es el limite mdximo de concentracidén en que tieme validez el
tratamiento de Debye-Hiickel; por lo que dicha escala no se aplica
para muestras de plasma sanguineo, suero, sangre completa u
orina. Para estas muestras se recomienda el uso de un estindar de
fosfatos de fuerza iénica (I) 100mM, (Bower et al. 1961) &6 0.13M
(Semple et al. 1962) o bien de Tris con NaCl I=160 mM (Durst vy
Staples, 1972).

En el agua de mar el problema es aiin mayor ya que la fueza idnica
es del orden de 700 mM; suelen utilizarse tres escalas diferentes
(Bates, 1982), una basada en la actividad de protones, otra en la
concentracidén de protones libres y la {iltima en la concentracidn
total de protones libres mis los combinados con el sulfato pre-
sente en -el agua de mar.

En resumen se observa que la definicidén del pH dtil
experimentalmente es la definicidn operacional, que incorpora el
método de medida en la definicidn misma, Esta definicién opera-
cional se fundamenta en la convencidn de Bates-Guggenheim que es
una modificacidn del tratamiento de Debye-Hiickel, para el coefi-
ciente de actividad del idn cloruro. La validez del tratamiento
de Debye se limita a electrolitos puros ya que no toma en consi-
deracidn las interacciones especificas entre iones, en el limite
miximo de 100 mM de fuerza idnica. Esto indica claramente cuan
alejados estamos de hacer una interpretacidn correcta del pH en
términos de la actividad de los protones, en soluciones de in-
terés bioquimico.

IV, 4. Pendiente o eficiencia electromotriz.

Existen actualmente seis diferentes soluciones de referencia
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TABLA IV-3.
VALORES DE pH (0S) DE SOLUCIONES DE REFERENCIA DE ESTANDARES OPERACIONES.”

0.1 mol/kg tetraoxalato de potasic.
0.05 mol/kg tetraoxalato de potasio.
0.05 mol/kg diglicolato Na-H.
Tartrato K-H std (a 25°C).

0.05 mol/kg Ftalato de K (RVS).

0.1 mol/dm> Ac. acético + 0.1 wol/dm3 acetado de sodio.
0.0l mol/dm3 acético + 0.01 mol/dm> acetato de sodio.
0.02 mol/kg fosfato-piperazina.

0.025 molék%efosfato dibdsico + .025 mol/kg fosfato

monobdsic potasio.

0.03043 mol/kg fosfato dibasico + 0.008695 mol/kg fos-
fato monobdsico de potasio.

0.04 mol/kg fosfato dibdsico + 0.0l mol/kg fosfato
monobasico de potasio.

0.05 mol/kg Tris-HCL + 0.01667 mol/kg Tris.
0.05 mol/kg Tetraborato disddico.

0.0l mol/kg Tetraborato disddico.

0.025 mol/kg Carbonato monobdsico + 0.025 mol/kg
Carbonato dibdsico.

Hidréxido de Calcio (Std. a 20°C).

* Covington et al. 1985.
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primaria que constituyen la escala internacional del pH. Estas
soluciones cubren desde pH= 3.557 como valor mds &cido, hasta el
mids alcalino de 10,012 a 259C. La respuesta R(pH) del electrodo
se define (Bates, 1973 Cap.ll) por

R(pH) = (E9-Ej)/(pHy-pH}) (18)

que se obtiene experimentalmente leyendo el voltaje E} y Eo de
dos soluciones cuyos respectivos pH; y pHy son conocidos. La
respuesta ideal del electrodo de vidrio, al leer dos soluciones
con un potencial de unidn 1{quida constante, es la misma que 1la
del electrodo de hidrdgeno; es decir que debe satisfacerse

Eg-Ej =(RTInl0/F) (pHy-pHj) (19)
de donde

(RT1nl0) /F = mtedé= (Eo'-E1')/(pHp-pH]) (20)
que define el valor tedrico de la pendlente (mted). E;' y Ej'
denotan las fuerzas electromotrices respectivas de las soluciones
1 y 2, determinadas con el electrodo de hidrégeno.

Estos valores a diferentes temperaturas se muestran en la Tabla
iv-4,

TABLA 1IV=4,
PENDIENTE DE NERNST A DIFERENTES TEMPERATURAS.
Temperatura (°C) Pendiente (mV/pH)
0 =54,20
20 ~58.07
25 -59.06
30 -60.05
50 , -64.01

E1l wvalor experimental de la pendiente puede diferir del tedrico,
por lo que se define la’relaci6n entre las pendientes como la
“eficiencia electromotriz FJ(Bates, 1973).

p = m/mte§ = (Ep~Ey)/(Ez2'-E;") (21)
Una pendiente mayor al 95% se considera adecuada (Wescott,1978).
Para su uso posterior se presentan, en la Tabla IV-4, los valores

de pH de los estdndares mis utilizados en este trabajo, en fun-
c¢idén de la temperatura.
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TABLA 1V-5.
pH DE ESTANDARES EN FUNCION DE LA TEMPERATURA,

Temperatura Estdndares de pH
(°c) 4% 7% 10% 10%%
0 4,000 7.12 10.317
10 3.997 7.06 10.15 10.179
20 4.001 7.02 10.062
25 4.005 7.00 10.00 10.012
30 4.011 6.99 9.96 9.966
40 4,027 6.97 9.87 9.889

% Estandares Sigma
%% Estindar elaborado en el laboratorio. Staples et al. (1969)

IV.5. pH de una solucidn amortiguada en funcidn de la fuerza
idnica.

La definicidén del pH estd dada en términos de la actividad de
protones. En el caso de una solucidn amortiguada el equilibrio
del amortiguador es el factor determinante del pH. Considérese la
disociacidén esquemdtica de un amortiguador

HA o> H+ + A- (22)
en el equilibrio
(1) (A=)
Ko oo (23)
(HA)

donde: (HA) Actividad de la fraccidn no disociada.
(A-) Actividad de la fraccidn disociada.

De esta relacidn obtenemos

(A=)
pK = -logK = ~log(Ht) - log —==w—- (24)
(HA)
y despejando
(a-)
pH = pK + log —~——-- (25)
(HA)

que es la llamada ecuacidn de Henderson-Hasselbach. Esta ecuacién
puede descomponerse en

pll = pK + log ~=——m--= + log —==—-- (26)

los términos de concentracidn y de coeficientes de actividad. Se
observa asi que el pH de una solucidn amortiguada es funcién del
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cociente de coeficientes de actividades del  amortiguador
utilizado, Dicho cociente suele denominarse pK'.

El tratamiento mis utilizado para determinar la contribucidn de
la fuerza idnica en los coeficientes de distintos amortiguadores
es la ecuacidén de Davies (Davies, 1962) que proviene de una
adecuacidn experimental del tratamiento de Debye-Hiickel. La ecua-
cién de Davies se expresa por

1
A 1%
log =22 ( = wmm———- ——-= 4 0.15 1) 27)
14+1°
Donde: A es una constante que depende de la temperatura y de

1a constante dieléctrica del medio (A=0.51 a 259C),
z la valencia del amortiguador, I la fuerza ibdnica
definida por

I=1/2 Ei Cq 242 (28)

Con dicha ecuacién se obtuvo la Tabla IV-6, que expresan las
correcciones relativas a I= 70 mM, para amortiguadores monovalen-
tes 4cidos o zwitterifnicos, en cuyo caso el factor se resta y
para basicos se suma, los cuales se utilizardn posteriormente.

TABLA IV-6.
CORRECCIONES DE ACTIVIDAD EN FUNCION DE LA FUERZA IONICA.
I (mM) pK T (mf) pK
1 0.082 70 0.0
2 0.053 100 -0.011
20 0.037 160 ~0.026
40 0.018

T= 30°C, 1I: Fuerza idnica. Para amortiguadores no monovalentes
ver (Perrin, 1974 Tabla 2.3) o (Ramette 1983 Tabla 4,4).

En conclusién tomando en consideracidn las limitaciones aqui
mencionadas, asl como las restricciones del potencial de wunién
1iquida en soluciones heteroidnicas, para hacer una correcta
interpretacidn del pH obtenido de la lectura en celdas con unién
1iquida, en soluciones hetercoidnicas de interé&s bioquimico, hacen
falta dos requisitos:

1) Evaluar el coeficiente de actividad del protén en soluciones
con varlos electrolitos.

ii)Determinar el potencial de unidn liquida de la celda con que
se trabaje.
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PARTE B: RESULTADO S.

V. METODOLOGIA.

En la introduccidn de la tesis se presentaron los temas de cada
capftulo. Hemos ya revisado los conceptos fundamentales de
fisicoquimica necesarios para la comprensidn de la determinacidn
del pH.

Los resultados experimentales que se presentan en esta seccidn,
muestran dificultades en la lectura del pH que son consecuencias
de las alteraciones del potencial de unién liquida residual entre
las lecturas del estdndar y las distintas muestras que se estu-
diaron.

Es dimportante dejar claro que buena parte de los resultados no
son determinaciones directas del potencial de unidn liquida. Los
resultados son lecturas potenciom&tricas del pH como lo puede
determinar cualquier bioquimico en el laboratorio. Unicamente en
el capitulo IX se muestran determinaciones del potencial de unidn
ifquida, las cuales se comparan con la lectura del pH correspon-
diente.

Las soluciones que se utilizaron fueron las siguientes:

i) Estandares Sigma de pH 4,7 y 10. Ver Caps. IV y VI,

ii) Estdndares que se prepararon en el laboratorio, pH 2.6 y 10.
Ver Caps. IV y VL.

iii) Una solucidén de dcido clorhidrico 4.3 mM. Ver Cap. VIII.

iv) Soluciones HEPES y Tris 1.6 y 5 mM, pH=7.4 a 30°C ajustado
con NaOH o HCl respectivamente. Ver Caps. VII al XI.

v) Una solucidn Ringer poco amortiguada ajustada con NaOH a
pH=7.40 a 30°C, con la cual se registrd el eflujo dcido de 1los
sinaptosomas (Ver Cap. XI),cuya composicidn es:

Sustancia Concentracidn (mM).

HEPES* 1
NaCl 1
KC1 5
MgC12 1
CaCl2 0
Glucosa 1

* Acido sulfdnico -N-2-hidroximetilpiprazina N'-2,etano.
(Good, 1966).

Esta es una solucifn con concentraciones 18nicas similares a los
medios extracelulares con alto sodio y bajo potasio. La fuerza
ignica es de 160 mM. Se escogid una baja concentracidn (1.6 mM)
de amortiguador, debido a que nos permite detectar variaciones
por cambios en el potencial de unién liquida residual al no
contribuir significativamente en la fuerza idnica, puesto que no
es de esperar que &stos sean muy grandes (Bates, 1973). La baja
capacidad amortiguadora le confiere suficiente sensibilidad al
registro del eflujo dcido de sinaptosomas, ver Cap. XI. Por otro
lado una concentracién mis baja de amortiguador hubiera permitido
modificaciones en el pH por cambios en el COy del medio ambiente.
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En el desarrollo del presente trabajo se utilizaron fundamental-
mente tres electrodos de combinacidén Sigma, dos modelo E-4878 y
uno E-5003, Esporddicamente se utilizaron & uno o dos electrodos
Beckman. El electrodo de vidrio, modelo 11263 y el de referencia
modelo C-39170, el cual tiene una unidn liquida de fibra de
cuarzo de mayor superficie de contacto con las soluciones que el
sello de cerdmica de los electrodos Sigma.

Contamos asimismo con un registrador Honeywell, Electronik 196
con registro de sensibilidad y velocidad variable, de hasta 2.5
cm/0.01 wunidades de pH y 2.5cm/seg. acoplado al pHmetro. Este
registro se utilizd sobretodo en la evaluacidn de la eliminacidn
dcida de sinaptosomas, resultados del Cap. XI.

Se utilizaron cuatro pHmetros diferentes, si bien los dos prime-
ros fueron los mds utilizados: Un pHmetro Corning modelo 10l y un
Orion modelo 701A, ambos con lectura de tres cifras decimales;
dos pHmetros Beckman con lectura uno hasta centésimas y el otro
hasta milésimas, modelos 3560 y 4500 respectivamente. Los cuatro
pHmetros utilizados son de una muy alta impedancia de entrada.
Los denominamos pHmetros y no potencidmetros, ya que no utilizan
el principio potenciométrico de un puente Wheatstone para medir
la fuerza electromotriz con una resistencia infinita de entrada.

A contlnuacidn se describen las distintas rutinas metodoldgicas
utilizadas.

1. Determinacidén de la pendiente del electrodo de vidrio.(Ver
Cap.VI).

La pendiente se determind de 1la siguilente forma: Se ajusta el
electrodo al valor del estindar primario de le considerando 1la
temperatura de la lectura, usualmente el estdndar 7. Se registran
los mVy de lectura. Se ajusta enseguida la pendiente al valor del
pHy del estdndar y se determinan los mVy leidos. La pendiente se
calcula segin

m = (mVp - mVy)/(pHp - pHj) (1)

El valor porcentual m% se determina haciendo uso de los valores
de pendiente nernstiana tedrica (100%), Tabla IV-4, a la tempera-~
tura correspondiente.

2. Resistencia a través de la unidén 1liquida. (Ver Cap. VI).

Se midiS la resistencia de dos maneras, con corriente directa con
un multimetro, o bien con corriente alterna en un registro de
impedancia a alta frecuencia. En el primer caso se procede de la
siguiente manera: Se coloca el electrodo en una solucidn saturada
de cloruro de potasio. Se calibra el voltimetro a resistencila
cero, con terminales de alambre de plata, colocando ambas termi-
nales en la solucidn saturada de cloruro de potasio. Enseguida se
lee 1la resistencia del sello de cerdmica colocando una terminal
en la solucidén de KCl1 en 1la que se encuentra el electrodo y el
otro en la solucidn interna de KCl introduciéndolo a través del
orificio superior del electrodo. (Wescott, 1978).
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3) Titulaciones potenciométricas y volumétricas.(Ver Cap.VIII)

Para las titulaciones potenciom@tricas y volumétricas se utilizé
como estdndar primario biftalato de potasio, previamente desecado
por dos horas a 1159C,

3.a) Titulacidén Volumétrica.

Las soluciones que se indican a continuacidn se hicieron con agua
desionizada y decarbonatada por ebullicién durante 10 minutos.
Las titulaciones se realizaron a temperatura ambiente por la
~adicidén de una solucidn NaOH 4.803+/-.10 mM (n=3),preparada a
partir de una solucidén (Sigma) 0,1 M la cual se tituld com una
solucidn estdndar de biftalato de potasio 5.131 mM.

La neutralidad de las titulaciones volumétricas (n=10) se deter-
mind por el punto de vire del azul de bromotimol,cuyo pK es de
7.1(Ramette, 1981). Se titularon repetidas veces 5 ml de &cido.

3.b) Titulaciones Potenciométricas.

Las titulaciones potenciom@tricas se realizaron registrando el pH
con un electrodo de vidrio y el punto de neutralidad se determind
potenciométricamente (Bard A.I., 1980). Se tituld.con biftalato
de potasio un estdndar de NaOH 9.625+/~ .26 mM (n=3). Con dicho
NaOH se tituld por triplicado 4 ml del &cido. T=25°C,

4, Estabilidad y Reproducibilidad de la lectura. (Ver Cap. VvI).

Todas las determinaciones se hicieron en un baflo a 30°C.En las
secuencias de estabilidad, se dejd el electrodo de 3 a 5 minutos
para estabilizacidn de la lectura, ajustando el pH al valor del
est@ndar, o en caso de la solucifn fisiol8gica, habiendo ajustado
previamente el pH con el estidndar 7. Se inicia entonces el t=0
tomando lecturas de pH cada 5 minutos durante media hora.

En las secuencias para ver reproducibilidad, tras 5 minutos de
estabilizacidén de la lectura, se toma la lectura inicial ajustan-
do el pH al valor del estdndar, o en caso de solucidn fisioldgi-
ca, se ajusta previamente con el estf@ndar 7. Se procede a lavar
el electrodo exhaustivamente con agua desionizada, se introduce
en la solucifn (t=0) y se toma inmediatamente el registro de pH
en funcién del tiempo cronometrado por 5 minutos. Se repiten 6
lavados sucesivamente con sus respectivos cinco minutos de regis-
tro.

5. Curvas de [pH vs H+ adicionados.(Ver Cap.IX y XII).

Se realizaron determinaciones del pH de una solucidén HEPES 1.6
mM, fuerza idnica por adicidn de NaCl de 100 mM, pH=7.4 a 30°C en
agitacidn constante; asi como de la solucidn Ringer, tras adi-
ciones sucesivas del dcido de concentracidn conocida. A un volu~-
men inicial de 6 ml, se le adicionan en forma sucesiva 40 ul del
dcido 4.3 mM. E1 pH de la solucidn se determina después de cada
adicién al equilibrio y los resultados se expresan como QDpH
contra nanomoles de protones adicionados.
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6. Obtencién y purificacidén de los sinaptosomas. (Ver Cap. XI).

Los sinaptosomas se obtuvieron del sistema nervioso central de
ratas machos, Sprague-Dawley, por 1a modificacidn (Krueger et al.
1979) del método descrito por Hajos (1975).

El proceso de obtencifén de sinaptosomas se realiza a 0°C. Se
obtienen por centrifugacidn en un gradiente discontinuo de saca-
rosa 0.32 y 0.8 M. La fraccidén 0.8 M enriquecida con sinaptoso-
mas, se equilibra lentamente, para bajar la presidn osmdtica
externa, por adicidn en frio de una solucidn sin sacarosa, que
contiene (mM): NaCl, 145; KCl, 4; MgCly, 1; CaClpy, 0.02; glucosa,
10; HEPES, 5; ajustada con NaOH a pH=7.40 a 0°C (7.12 a 20°C). Se
centrifugan a 13 000 RPM y se recuperan en la pastilla, para
enseguida dejarlos en incubacidn en agitacidn constante a 30°C
por media hora en una solucidn de idéntica composicién que el
Ringer anterlor, exgepto HEPES 5mM y a pH=7.40 a 309C (7.54 a
20°C). incubacién durante la cual se restablece 1la actividad
metabblica, el potencial de membrana y las concentraciones idni-
cas.

7. Eliminacifn &dcida de los sinaptosomas.,

Las alicuotas de sinaptosomas se tomaron despuds de la incubacidn
previa de 30 minutos a 30°C, se centrifugaron dos veces y se
resuspendieron en Ringer HEPES 1.6 mM; en la segunda ocasidn se
resuspendieron rdpildamente en 0.5 ml de la solucidén de registro
y se adicionan a los 5.5 ml de registro. La composicifén del
Ringer HEPES 1.6 mM se describe al inicio del capitulo. Las dos
centrifugaciones tienen por objetoc eliminar el medio dcido (por
la media hora de incubacién) en que se encuentran los sinaptoso-
mas, para asi minimizar la acidificacién debida al medio en que
se encuentran los sinaptosomas; ademis de mantener constante en
1.6 mM la concentracidn de HEPES en la solucién de registro.

Para evaluar la eliminacidn dcida, se determind el cambio en el
pH externo con electrodo de vidrio como respuesta a la adicidn de
una suspensién de sinaptosomas. Como se menciond previamente, se
requiere utilizar una solucidn poco amortiguada para obtener una
alta sensibilidad, pero suficientemente amortiguada para que no
sea sensible a cambios por el CO del ambiente.

Se wutilizaron 5.5 ml de solucidén Ringer HEPES 1.6 mM pH = 7.40 a
30°C en agitaci6n constante, a la cual se adicionaron 0.5 ml de
sinaptosomas. Las determinaciones se hicieron con un electrodo E-
4878 y el potencibmetro Oridn, acoplado al registrador Honeywell
a una velocidad de 1.27 em/min. (0.5 pulgadas/min.)

El eflujo se reportd en nanomoles de H4+/min./mg. de proteina,
haciendo uso de la curva estindar Fig. VIII-5 (Ver seccidén 5
arriba) y la proteIna se determind por el m&todo de Lowry (1951).

Para eliminar los problemas de ruido en el registro, que aparecen
al acercarse al sistema y adicionar con la pipeta Gilman los
sinaptosomas, se construyd una pequefia cubierta de malla de
alambre que cubre el capuchdn del electrodo donde se une el
electrodo con el alambre de conexidn. Con esta pequeiia caja de
Faraday se eliminaron dichos problemas de ruido electrostético.
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VI, PARAMETROS DEL FUNCIONAMIENTO DE LOS ELECTRODOS.

E1l presente trabajo se centra en el estudio de la determinacidn
con electrodo de vidrio del pH en soluciones acuosas de fuerzas
ignicas no mayores de 160 mM.Con el objeto de darle mayor validez
a los resultados obtenidos, es mnecesario evaluar previamente
distintos parfmetros que aseguren el funcionamiento adecuado de
los electrodos utilizados. En este capitulo se muestran dichas
evaluaciones tanto para el electrodo de vidrio como para el de
referencia.

En cada grdfica o tabla de resumen de resultados se indicard el
electrodo y pHmetro utilizados.

V1.l Pardmetros del electrodo de vidrio.

Se midid la pendiente del electrodo de vidrio, cada vez que se
consideraba necesario, haciendo uso de diferentes estdndares de
pH 2.6, 4, 7 y dos de 10.

Los estandares 7, 4 y uno de 10 eran soluciones comerciales
Sigma, mientras que los estédndares de pH 2.6 y el otro de 10, se
elaboraron el el laboratorio. El estdndar pH= 2.6 se prepard por
la mezcla de 89.1 ml de una solucidén de &cido citrico Baker O0.IM
mids 10.9 ml de una solucidn 0.2M de bifosfato de sodio ,Merck (Mc
Ilvaine, 1921). Para la elaboracidén del estdndar pH 10, se desecd
previamente el carbonato de sodio (Baker) a 275°C por dos horas
con el objeto de convertir trazas de bicarbonato en carbonato. Se
utiliz6 carbonato de sodio Merck y agua desionizada que fue
decarbonatada por ebullicidn durante 15 minutos. Para uso poste-
rior se guardd en un desecador con cloruro de calcio.

En la Tabla VI-1 se muestran las composiciones y la fuerza iénica
de los cinco estédndares.Si se compara con la tabla de esténdares
primarios reconocidos en la escala internacional de pH, Tabla IV~
2 y 3, se observa que de los cinco estdndares utilizados, @nica-
mente el estindar 10 que preparamos en el laboratorio y el es-
tdndar 4 son estdndares operacionales.

Para la evaluacidén de la fuerza i6nica del estidndar 7 se utiliza-
ron valores de pK del &dcido fosfdrico a 25°C de 2.12, 7.21 y
12.31; para el de pi 4, el pK' del ftalato &cido de potasio de
5.27; para el del dcido citrico se utilizé la primera constante
de disoclacién, pK'=3.13 y para el estindar basico del 4&cido
bdrico se utilizd pK' = 9.24, (Dawson et al. 1969).

Se realizaron lecturas de una solucidén de 4dcido clorhidrico,
Baker, de concentracidn 4.3 mM, la cual se determind por titula-
cidén potenciométrica y colorimétrica asi como por lectura de pH,
ver capitulos VIII y VI; previo ajuste con diferentes estdndares.
Los resultados ilustran el error en la lectura por el ajuste del
pH en valores muy alejados del de la muestraj es decir errores en
la pendiente utilizada. Como puede observarse en la Tabla VI-2,
el valor correcto del pH de la solucidén &cida, se obtiene al
ajustar el electrodo con el estdndar pH 2.6.
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Tabla VI-1.
ESTANDARES DE pH UTILIZADOS

pH Composicidn Fuerza idnica (mM)

2.6 0.0891 M &dcido citrico (1) 56.1 *
0.0218 M bifosfato de sodio

4 0.050 M ftalato dcido de potasio 25

7 0.040 M fosfato monobdsico de potasio 70

0.026 M fosfato dibdsico de sodio

10 0.025 M Carbonato de sodio (2) 100
0.025 M Bicarbonato de sodio

10 0.035 M 4&dcido bérico (Sigma)** 105 *
0.049 M cloruro de potasio
0.040 M hidréxido de sodio

T= 259C, (1) Mc Ilvaine,(1921). (2) Delory, King (1945) y Staples
y Bates (1969). * Elaborados en el laboratorio segiin se indica
texto arriba.** La exactitud de la fuerza ifnica de este estdndar
es dudosa, debido a la tendencia a polimerizar del dcido bdrico
(Staples y Bates 1969).

TABLA VI-2.
LECTURA  POTENCIOMETRICA DEL ACIDO PREVIO AJUSTE
CON DIFERENTES ESTANDARES.

Estandares m(%) n pH +/-D.S. aH+(mM) (HC1) (mM)
de ajuste

754 96 7 2.3194+/-.010  4.80+/-.11 5.17+/=,12
4, 2,6 100 3 2.3914+/-.004  4.06+/-.04 4.384/-.04
2.6 - 9 2.,401+/-.006  3.97+/-.06 4,27+/=.02

T = 259C., TElectrodo E-4878. pHmetro Corning. Las lecturas se
hicieron en agitacidén constante dejando 2 minutos para un valor
estable. La concentracién se evalud utilizando 0.929 como coefi-
ciente de actividad del HCl 5 mM. (Robinson y Stokes, 1970).Para
discusién del coeficiente de actividad, ver capitulo IV,

1.b) Respuesta a los 10 segundos.

Otro criterio del funcionamiento adecuado del electrodo de vidrio
es el siguiente: Se estandariza el electrodo a pH 10; se sumerge
enseguida el electrodo de referencia en el estdndar 4 dejadndolo
por 5 minutos a que alcance el equilibrio. Enseguida se saca el
electrodo de vidrio del estdndar 10, se lava y se introduce en el
estandar 4. Se determina la cinftica de respuesta. La lectura a
los 10 segundos debe ser 987 o mds, de la lectura final (Wescott,
1978). Los resultados se muestran en la Tabla VI-3.
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TABLA VI-3.
RESPUESTA DEL ELECTRODO DE VIDRIO DEL ESTANDAR 10 al de 4

EN 10 seg.
n pH
1 4.05
2 4,05
3 4,06
Promedio: 4,053 +/- .006 = 98.9% del valor de la lectura
correcta.

T= 259C., m= 95.7% . n: Nimero de determinaciones.
Electrodo de vidrio Sigma E~50033; Electrodo de referencia Beckman.
pHmetro Beckman 3560.

VI.2 PARAMETROS DEL ELECTRODO DE REFERENCIA.
2.a) Diferencia de potencilal entre dos electrodos de calomel.

En el curso de la determinacidn experimental del potencial de
unidén liquida del sello de cerdmica del electrodo de referencia,
se utilizaron dos electrodos de referencia. Uno de ellos es el
electrodo de referencia que forma parte del electrodo de combina-~
cién Sigma E-4878, el cual se encuentra en una solucidn de KC1
saturado. El otro electrodo fue asimismo un electrodo de calomel,
sin unidén liquida, ya que se utilizd la referencia de un electro—
do de combinacién E-5003 roto.

Se midid 1la diferencia de potencial en una solucidn con cloruro
de potasio saturado, de forma que no hay contribucidn del poten-
cial de unidn liquida, entre cada uno de estos dos electrodos,
por un lado y un tercer electrodo de calomel Tacussel con unidn
1fquida y del que se tenfan evidencias previas de su buen funcio-
namiento en el laboratorio. La diferencia de potencial obtenida,
con cualquiera de los electrodos, en mis de tres ocasiones para
cada uno, no sobrepasd el valor de 2 mV. Esto indica un valor de
potencial de los electrodos de calomel, cercano a los 242 mnV
respecto al SHE. Los resultados se muestran en la Tabla VI-4,

TABLA VI-4.
POTENCIAL ENTRE DOS ELECTRODOS DE CALOMEL.

Electrodo Electrodo n V +/- D.S. (mV)
de trabajo de referencia

E-4878 Tacussel 6 =1.42 +/- 1,11
E~-4878 E-5003 15 0.37 +/- 0.65

T= 259C, n:n@imero de determinaciones.

Estas determinaciones se hicieron después de lavar el electrodo
E-4878 y rellenarlo con KCl saturado sin plata, ya que por error
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se habia mantenido el volumen a nivel, con una solucién saturada
de KC1 con cloruro de plata. Tal parece que el efecto que pueda
tener la plata, en el electrodo de calomel, es minimo.

2.b) Curvas Intensidad~ Potencial.

Con el objeto de ver la no polarizabilidad de los electrodos de
calomel, se realizaron curvas de registro de voltaje a diferentes
corrientes aplicadas. En cada determinacidn se utilizaron tres
electrodos en una solucién de KCl saturado; el electrodo de
trabajo (disco) era el electrodo de referencia en estudio; como
referencia se utilizd el calomel Tacussel y como electrodo auxi-
liar un electrodo de platino. Las lecturas se realizaron con
corrientes positiva y negativa alternadamente hasta -+-40uA, de-
jando un minuto para de estabilizacidn, Figura VI-1. La lineari-
dad de la curva i-v indica la no polarizabilidad de los electro-
dos de referencia.

VI.3. PARAMETROS DE LA UNION LIQUIDA,

El estudio del comportamiento de la unidn 1Iquida es parte medu-
lar de la tesis. Los fundamentos al respecto se encuentran en el
capitulo II y los resultados en el capitulo IX. Es por esto que
en esta seccidn se mencionard, como criterio de la unién liquida,
Ginicamente las determinaciones de la resistencla a través del
sello de cerdmica.

La primera vez se realizd la lectura de la resistencia, (ver
Cap.V seccidn 2) con corriente continua, de un electrodo Sigma E~
4878 obteniendo un valor de 250 KfL. Se procedid a lavar el
electrodo, quitando los cristales depositados al interior del
electrodo y cambiando la solucidn saturada de cloruro de potasio
con plata por otra-nueva. Despus de dejarlo por 12 horas en KCl
0.1M, se obtuvo una resistencia de 10 K{L. Se procedid posterior-
mente de manera sistemdtica a verificar que la resistencia del
electrodo no excediera los 20K.f)..

Se observd cierta dependencla entre la resistencia asi medida y
la magnitud del incremento del pH al pasar de 1 mM a 160 mM en la
solucidén HEPES 1.6 mM, pH=7.4, ver Cap. IX.

En la fase final experimental se realizaron nuevamente
determinaciones de 1la resitencia, haciendo uso esta vez de
corriente alterna en un registro de impedancia a alta frecuencia.
Se determind una resistencia de 2.6 Kf), Figura VI-2.

Como ya mencionamos previamente, buena parte del trabajo realiza-
do, se acompafid de la determinacidén de la resistencia utilizando
un multimetro. Las resistencias okbtenidas en las lecturas perid-
dicas oscilan entre 12 y 3 K£), . Durante el desarrollo de esta
parte del trabajo, se rellenaba por error al electrodo de refe~
rencia utilizando una solucidn saturada de KCl1 que contiene
plata. Previo a la Gltima ocasidn en que se lavd el electrodo E-
4878 se midid 1la resistencia con multimetro obteniendo 16K y
medida con corriente alterna se obtuvo 2.6Kfl. Despuds de lavarse
y rellenarse con KC1 sin plata, 1la resistencia con corriente
alterna fue de 2.6KfL, pero ya no fue posible, ni con alambres de
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plata ni de platino, determinar la resitencia con multimetro.
Esto 1indica que en la resistencia determinada con corriente
continua participa una resistencia debida a la reaccién electro-
17tica entre los alambres de lectura y la plata en la solucién.
Efectivamente se sabe que las primeras determinaciones de 1la
conductancia de soluciones electroliticas indicaban una resisten-
cia variable dependiendo del voltaje aplicado, debido a la pola-
rizacién de los electrodos por el uso de corriente directa
(Vojtech et al. 1977 Cap.24).

51 bien el valor absoluto de la resitencia determinada con un
multimetro no es correcta, las determinaciones obtenidas fueron
bastante reproducibles, por lo que consideramos que pueden ser
{itiles como criterio relativo del taponamiento de la unién 1liqui-
da por exceso de cristales o bien por proteina o fragmentos de
membrana adherida.

VI.4 PARAMETROS DEL SISTEMA COMPLETO DE REGISTRO.
4.a. Tiempo de respuesta.

Se determind el tiempo de respuesta a la adicién de 100 ul de
dcido 4.3 mM en 6 ml de solucidn Ringer HEPES 1.6 mM, a 259C y pH
inicial =7.4. Se utilizd el registrador Honeywell acoplado al
pHmetro Corning, en velocidad m#xima de registro de 2.5 cm/seg.
Una vez iniclado el registro estable, se adicionaron los 100 pl
de Aacido con la punta de la pipeta Gilman sumergida en la solu-
cifén y simultdneamente se marcd en el papel de registro el inicio
de la adicidn.

TABLA VI-5.
TIEMPO DE RESPUESTA A LA ADICION ACIDA.

n Tiempo (segundos)
Tiempo de respuesta a la
adicién de 100 pl HC1 4.3 uM 4 0.16 +/- .02

T=250C, Electrodo E-4878. pHmetro Corning. Volumen inicial:6 ml
de solucidn Ringer, HEPES 1.6 mM. Velocldad mixima de agitacidn.

4.b. Velocidad de respuesta a la adicién dcida.

Como un criterio de utilidad experimental para estudios cinéti-
cos, se determind la velocidad de respuesta del electrodo de
combinacién a la adicidn de diferentes cantidades de A&cido. Se
realizaron adiciones de 20,40.80 y 120 ul de dcido clorhidrico
4.3 mM a un volumen inicial de 6 ml de solucién Ringer, HEPES 1.6
mM, pH=7.4, a 259°C. Se utilizd el registrador Honeywell acoplado
al pHmetro Corning, en velocidad mixima de registro de 2.5cm/seg.

Estas adiciones se realizaron a dos velocidades de agitacidn
diferente, una de las cuales es la velocidad mdxima del agitador
magnético. Los resultados obtenidos Figuras VI-3 y 4, del prome-—
dio de 5 adiciones en cada condicidn muestran que:
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La pendiente inicial del cambio en el pH en funcidén del tiempo,
depende de la cantidad adicionada. Esta es mayor conforme mds
dcido se adiciond. El tiempo al equilibrioc en condicidn de agita-
cién lenta y de mdxima agitacidn es pricticamente independiente
de 1l1la cantidad de dcido; del orden de 6 segundos en velocidad
lenta y de 3 segundos en velocidad mdxima. Se obtuvo el cambio en
concentracidn en funcidn del tiempo, Fig. VI-5a, asi como la
pendiente dH+/dt proporcinal a la corriente. Se realizaron las
transformaciones que se muestran en la Fig.VIi-5 b y c,en donde
el registro logaritmico se hizo pensando que la respuesta del
electrodo podria atribuirse al comportamlento capacitivo (Geddes,
1972), mientras que una relacidn lineal de la corriente respecto
a 1/tl/2 indicarfa que la limitante es el componente difusivo
proximo al electrodo de vidrio. Si bien en ninguno de los dos
casos se obtilene claramente una recta, la respuesta del electrodo
se aproxima mds a la cinética de descarga de un componente capa-
citivo, que a una limitacidn difusional.

En resumen los resultados de cada uno de los electrodos asi como
del sistema completo pueden resumlrse en la siguiente tabla.
TABLA VI-6.

RESUMEN DE PARAMETROS DE LOS ELECTRODOS,

ELECTRODO PARAMETRO CRITERIO O RESULTADO.
De vidrio pendiente 2954
Célomel Curva i-v ) lineal
Calomel Potencial entre
dos electrodos +/- 1mV
Sistema com- Tiempo de respues 0.16 seg.
pleto. ta.
Sistema com- Velocidad de res-— Equilibrio en
pleto. puesta a la adicidn 3 segundos.
dcida en agitacidn
méxima.
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Cinética de Adicién Acida
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VII. ESTABILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD DE LA LECTURA DE pH.

La escala internacional del pH (Covington et al., 1985), sefala
valores de estdndares (Ver capitulo V) con definicidn hasta 1la
milésima de pH+/-0.003. Por ejemplo a 259C la solucidén estdndar
de ftalato 4cido de potasio tiene un pH de 4.005. Esta precisidn
en la definicidn de la escala de pH puede hacernos pensar en la
posibilidad de preparar otras soluciones con pH definide también
en el orden de la milésima de unidades.

La reproducibilidad (Mattock y Band 1967) o repetibilidad (Kater
et al. 1963) de la lectura se define por la repeticidén de medi-
ciones de una solucifn dnica, o bien, de diferentes muestras de
una misma solucidén que se considera constante, utilizando el
mismo equipo por el mismo operador.

Se realizaron determinaciones de la estabilidad y de la reprodu-
cibilidad de 1la 1lectura potenciométrica del pH, en los tres
estdndares Sigma, asi como en la solucidn Ringer 1.6 mM. En cada
solucidén se realizaron cuatro repeticiones de la determinacién de
la lectura por media hora y cuatro de una secuencia de media hora
de duracién, de 5 determinaciones para ver la reproducibilidad de
la lectura.

Esto hace un total de 32 secuencias, 8 de cada solucidn, las
cuales se realizaron al azar utilizando una tabla de niimeros
aleatorios. El orden de cada tipo de secuencias se muestra en la
Tabla VII-1.

TABLA VII-1
DETERMINACION DE ESTABILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD.
DISTRIBUCION AL AZAR.

Std.7 Std.4 Std.10 Ringer

Estabilidad 3,13,21,29 6,14,22,30 7,15,23,31 8,16,24,32
Reproducibi-~
lidad 1,9,7,25 2,10,18,26 3,11,19,27 4,12,20,28

Las determinaciones se hicieron con electrodo E~4878 y pHmetro
Corning a 30°C, en constante agitacidn, en un volumen de 15 ml en
viales de vidrio.El desarrollo metodoldgico se describe en el
Cap. V, seccidn 4. ’

VII-1l. Estabilidad.

Los resultados tanto individuales como los valores promedio, se
muestran en las Figuras VII-1 a 6. En las curvas de determina-
ciones individuales se observa una variacidn en media hora cerca-
na a 0.010 unidades de pH. Los cambios no siguen la misma tenden-
cia, es decir que pueden aumentar o disminuir al azar. La media
de los valores de los estdndares 7 y 10, suben en media hora
0.002 y 0.006 unidades de pH respectivamente, mientras que con el
estidndar 4 la media baja 0.010 unidades de pH.

Los resultados con la solucidén fisiolégica mostraron bastante
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dispersidn en las lecturas de dias sucesivos al pasar de 7.34 al
inicio a 7.25 el dia 12. Esto se debe muy probablemente a conta-
minacidén de la solucién por tantos dias que se trabajé, ademds de
haber lefdo voldmenes pequefios en viales de vidrio, en los que
posteriormente encontramos dificultades en la estabilidad de 1la
lectura debido a la liberacién y unién inespecifica de iones
(Comunicacién personal Dr. Ciryll Moore).

Se realizaron dos grupos de determinaciones, nuevamente en la
solucién Ringer. En el primero de ellos, con electrodo E-4878,
se partid de 250 ml de solucidn, que fue separada en 5 frascos de
vidrio Pyrex con 50 ml cada uno. Estos frascos se descongelaron
cada uno en dlas diferentes, se equilibraron a 30°C y enseguida
se tomaron 6 ml para el registro de estabilidad. Los valores se
muestran en la Figura VII-7. El registro del frasco 4 mostrd la
menor fluctuacidén de pH/media hora, mientras que el 5 cayé 0.035
unidades de pH en media hora.

Posteriormente se repitieron estas determinaciones, esta vez con
un electrodo Beckman, ya que el electrodo E-5003 que utilizdbamos
en ese tiempo, tenia un comportamiento muy inestable, probable-
mente debido a que se habfa sumergido recientemente en una
suspensidn de resina de intercambio iénico,(ver capftulo X). Esta
vez se utilizd una dnica solucién, que se descongeld repetidas
veces durante los 5 dias en que se realizaron las determina-
clones.

Se ajustd previamente el pH con estdndar 7 y 10, el pH inicial de
la solucidn es de 7.400; en caso de tener un pH a los tres
minutos diferente de 7.400 +/-.005, se ajustd el pH por adiciédn
de sosa o dcldo. De esta forma las 5 determinaciones de estabili-
dad tienen prdcticamente el mismo valor de pH inicial. Los resul-
tados se observan en las Figuras VII-8 y 9. Se obtuvo un incre-
mento o "drifting" de 0.017 +/-.008 unidades de pH en 1/2 hora.En
la Fig. VII~10 se observan los mismos registros en una escala
ampliada. Al hacer el andlisis del cambio de pH promedio por
minuto, se determind un aumento de 0.001 +/-0.,0005 unidades de pH
por minuto.

Los valores promedio y las desviaciones estdndar de los regis-
tros, Figuras VII-7 y 8, no son comparables entre si, ya que en
el primer caso los valores de pH inicial son mis dispersos que en
el segundo. Sin embargo los registros individuales obtenidos con
el electrodo E-4878 muestran menor estabilidad que los obtenidos
con el electrodo Beckman. Ambas determinaciones se hicieron con
el mismo pHmetro, por lo que la dnica diferencia es el tipo de
electrodos. Una posible explicacidn a lo obtenido, es sugerir que
el electrodo Beckman, con una unidn 1lIquida de mayor £flujo,
produzca una lectura ms estable que el electrodo E-4878.

Se realizaron dos determinaciones de estabilidad con duracidn de
una hora, en una de las cuales se burbujeé al inicio COy para
bajar el pH cerca de 0.1 unidades y wver 1la capacidad de
recuperacidn del sistema, ver Figura VII-11l. En el curso de una
hora en constante agitacién, a 30°C el pH se recuperd 0.030
unidades.

En el otro registro, Figura VII-12, el pH disminuyd 0.0l8 uni-
dades en una hora, tiempo durante el cual el estfndar pasé de
6.990 al inicio a 6.957 al final. Después de reajustar el es-—
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tdndar, la solucidn leyd 7.407+/-.001 (n=3).

El conjunto de resultados de estabilidad en soluciones estindar
4, 7 y 10 y en la solucidn Ringer, indican en nuestras condi-
ciones de trabajo, un cambio promedio en media hora no mayor a
0.020 unidades de pH. Estos resultados serd@n de utilidad como
controles de los experimentos con sinaptosomas, Cap. XIL.

VII.2 Reproducibilidad.

Con el objeto de facllitar la comprensidén de los resultados
presentados, puede verse la Figura VII-13, donde se muestra que
el andlisis de los resultados, nos permite estudiar la reproduci-
bilidad en un mismo dfa, asf como la reproducibilidad de 1la
lectura en dIas sucesivos. Los resultados de estas dos variables
a diferentes tiempos de terminado el lavado, se muestran en las
Tablas VII-2 y 3 para soluciones estdndar de pH y Ringer res-
pectivamente. Asi por ejemplo, en la Tabla VII-3, el valor al dia
1, tiempo cero, de 7.392 +/- 0.006 es el valor promedio del pH
inicial de los 5 lavados que se realizaron el dfa 1. El valor al
lavado 1, tiempo 3 minutos, de 7.395 +/- 0.018 es el promedio del
pH de los 5 primeros lavados de cada uno de los 5 dlas en que se
realizaron las secuencias de lavado, promedios tomados a los 3
minutos de terminado el lavado.

En las cuatro repeticlones de los sucesivos cinco lavados de las
soluclones estdndar, se obtuvo que el valor promedio a diferentes
tiempos de lectura, tienen una desviacidén estdndar no mayor a
0.016 unidades de pH, con una media muy cercana al valor de
calibracidén, ver Tabla VII-3, En los tres estdndares estudiados
se observa que la variacidn entre el valor promedio del primero
al quinto lavado, en dias sucesivos en el tiempo t=3 minutos, es
menor de 0.010 unidades de pH. No es de esperar diferencias de un
dia a otro en el valor del pH ya que cada dia se calibra el
electrodo al valor de pH del estdndar. Lo que se observa es que
los lavados sucesivos (hasta 5) no alteran la lectura del pH,
obteniéndose valores repetibles independientemente de la historia
previa de lecturas del electrodo, ya sea lectura de solucidén
Ringer, de estdndar 7, 4 o lectura de estandar 10. Es equivalente
leer 5 veces una solucldén est@ndard de pH en un mismo dfa, que
leerla una vez cada dfa durante 5 dias. Ver (Kater et al., 1963).

Se observa que la cinética de lavado no sigue siempre una curva
ascendente o descendente. No hay una {dnica direccidén en 1la
respuesta inmediata del electrodo frente a los lavados con agua
desionizada, como puede observarse en la direccidén temporal de
los promedios en un mismo dfa. Sin embargo la reproducibilidad de
la solucidn Ringer en dias sucesivos, muestra un incremento de
los valores promedio del t=0 a los 3 min. Las desviaciones es-
tdndar disminuyen con el tiempo, pero menos drdsticamente que en
los promedios de un mismo dia. A los 3 minutos 1la desviacién
estdndar es de cerca de 0.02.
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TABLA VII-2
REPRODUCIBILIDAD DE LA LECTURA DE pH

A. EN DIAS SUCESIVOS.

pH +/-D.S. pH +/~D.S. pH 4+/- D.S.

ESTANDAR pH 7.

Lavado

No. t= Imin. t= 3min. t= 3-5 wmin,
0 Ajuste de pH 6.991 .,001 6.992 0.0
1 6.989 .010 6.992 .00l 6.992 .006
2 6.993 .004 6.988 .012 6.988 .013
3 6.988 .016 6.992 .009 6.993 .009
4 6.984 014 6.996 .009 6.996 .008
5 6.987 .012 6.995 .007 6.998 .005

ESTANDAR pH 4.

Lavado

No. t= lmin, t= 3min. t= 3-5 min.
0 Ajuste de pH 4,010 0.0 4,010 ,001
1 4,020 .036 4,003 .005 4,004 ,005
2 4,003 .040 4,003 .011 4,003 .012
3 3.990 .047 3.997 .016 4,000 .013
4 3.983 .050 3.988 .01l 3,988 .,011
5 4,001 .051 3.998 .016 3.988 .016

ESTANDAR pH 10,

Lavado

No. t= lmin. t= 3min. t= 3-5 min.
0 Ajuste de pH 9.996 .00l 9.961 ,001
1 9.957 .005 9.966 ,008 9.966 .008
2 9.969 .0l5 9.965 .006 9.965 .005
3 9.960 0.0 9.963 .011 9.963 .009
4 9.954 .024 9.960 .005 9.961 .004
5 9.955 .010 9.960 .005 9.961 .005

No hay gran diferencia al tiempo t=1 min. en la reproducibilidad
de los resultados, tanto en el mismo dia como en dias sucesivos
de cualquiera de los tres estdndares y la solucidn fisioldgica.
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B. EN UN MISMO DIA

pH +/- D.S. pH +/- D.S, pH +/- D.S.

ESTANDAR pH 7.

Dia t= lmin. t= 3min. t= 3-5min,

1 - 6.991 ,011 6.990 .013
2 6.992 ,003 7.000 .005 7.003 .002
3 6.977 .008 6.988 .003 6.990 .006
4 6.998 0.0 6.990 ,003 6.990 .002

ESTANDAR pH 4.

Dia t= lmin. t= 3min. t= 3~-5min.

1 4,034 .017 3.998 .008 3.996 .007
2 4,025 .013 4,005 ,006 4,005 .006
3 3.948 .025 3.990 .012 3.986 .008
4 4.000 .032 4,012 .003 4,013 ,003

ESTANDAR pH 10,

Dia t= lmin. t= 3min. t= 3-5min.

1 9.972 .015 9.963 .008 9.964 ,008
2 9.984 ,018 9.967 .009 9.969 .008
3 9.960 0.0 9.960 0.0 9.960 .001
4 9.959 ,004 9.959 .,001 9.959 .00l

Para el procedimiento ver capitulo V, seccidn 4.

En todos los casos a los 3 minutos, si no es que desde los 2
minutos, la lectura ha alcanzado su valor mds reproducible, las
desviaciones estdndar ya no disminuyen mds. En lecturas de cada
dfa se observa una disminucidn de la desviacidn estdndar de los
promedios en el curso del tiempo alcanzando el valor mInimo a los
2 6 3 minutos; de manera general puede afirmarse que las lecturas
inician al tiempo t=0 con una desviacidén estdndar mAxima de
alrededor de 0.050, para alcanzar valores cercanos a 0.010 uni-
dades de pH a los 3 minutos.

Hay wuna diferencia importante en estos datos al compararlos con
los de los estandares, ya que en los dias sucesivos se ajustd
previamente con los estindares 7 y 10 el electrodo. En la repro-
ducibilidad estudiada, estd involucrada la estabilidad del pH de
la solucidn fisioldgica, el que no se contamine o cambie por
intercambio con el COy del ambiente, o cualquier otra causa.
Estos resultados son equivalentes a hacer las determinaciones de
la reproducibilidad en milivoltios.
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iabLa ¥Vilii™o

REPRODUCIBILIDAD DE LA LECTURA DE pH

Reproducibilidad en un mismo dia. Promedio de 5 lavados sucesivos. Vol. 50 ml.

Dia No. Lectura t=0 t=l; min. t=1 min. t=2 min. t=3 min.

1 7.392 T .006 7.389 £ .004 7.390 ¥ 003 7.392 £ 004 7.392 ¥ Loos
2 7.357 £ .os1 7.381 ¥ Lo16 7.381 T .o14 7.387 £ .014 7.389 £ .014
3 7.372 T 021 7.365 £ 012 7.365 T .010 7.368 & .o08 7.369 & .008
4 7.344 T .022 7.401 % .010 7.405 £ .00 7.413 £..003 7.416 £ .001
5 7.341 T .os9 7.377 % .o022 7.381 T .019 7.389 ¥ 013 7.392 & on

Reproducibilidad en 5 dias sucesivos.

Lavado # Lectura t=0 t=}s min. t=1 min. t=2 min. t=3 min.

1 7.365 = .032 7.377 = .021 7.380 £ .020 7.390 ¥ .o18 7.395 £ 018
2 7.360 ¥ .070 7.390 ¥ .013 7.389 < .012 7.389 = .016 7.388 £ .019
3 7.369 * .013 7.379 T o019 7.380 ¥ .020 7.386 & 022 7.387 & .o21
4 7.360 © .018 .7.380 T Lo21 7.384 T .021 7.393 ¥ Lo19 7.394 = 019
5 7.351 & .050 7.386 = .017 7.389 T .0l6 7.394 £ .016 7.393 £ .017

T=30°C. Se prepard un stock de solucifn normal pH=7.400 el cual se guardd a 4°C durante los 5 dias de
lectura. Las lecturas se hicieron en agita$i6n constante en un volumen de 50 ml. ajustando previamente
el electrodo con std 6.990 y 9.996 m=97.4 — 1.3% (n=5). Los lavados se hicieron con agua desionizada a
temperatura ambiente.




La cinética de lavado se intentd linearizar nuevamente tanto con
una logaritmica, como respecto a 1/t s CoOmo se muestra en la
Figura VII-14, buscando la limitacién en la cinética bien por um
comportamiento capacitivo o bien por la difusidn de los protomes.
La lectura del electrodo inmediatamente después de sumergirlo en
una solucidén, no obedece claramente una cinética ni capacitiva ni
difusiva. Un resultado anilogo se obtuvo , Cap. VI en respuesta a
la adicién dcida.

Se realizaron evaluaciones de la reproducibilidad de la lectura
de una solucidn Ringer en el curso de 4 dlas sucesivos. Se prepa-
raron 250 wml de una solucidn, la cual se ajusté a 7.389 +/-
estdndares 7 y 10 (m=98.07%). Se realizaron lecturas por tripli-
cado a los 3 min. de lavar y colocar el electrodo en la solucidn,
para estabilidad de la lectura, en voliimenes de 250 § de 6 ml de
la solueidn.

TABLA VII-4
REPETIBILIDAD DE LA LECTURA DEL pH.

Lecturas en un mismo dia

# n pH t D.S. m(%) Vol.(ml)
1 3 7.309 .002 98.07 250
2 2 7.422 .006 100.6 250
3 3 7.398 .005 100.16 250
4 3 7.412 .003 99.32 250
5 3 7.401 .002 99.32 6
6 3 7.403 .003 99.49 6
7 2 7.397 .005 99.49 6
8 3 7.397 . 004 250
9 2 7.402 .002
Promedio: 24 7.402 .010
Lecturas en dfas sucesivos
Volumen: 250 ml Volumen: 6 ml
pfa n pi + D.S. Dia n pH * bp.s.
1 14 7,402% .010 1 10 7.402% .002
2 3 7.398 .005 2 3 7.401 .010
3 3 7.397 .003 3 3 7.39 .004
4 3 7.403 .004

* Promedios del primer dfa, que se muestran arriba.Electrodo
Sigma E-5003. pHmetro Corning. T=30°C, Ver Cap.V seccidn 4.
La solucién se guardd congelada cada dfa.

El primer dfa se realizaron 7 triplicados y 2 duplicados. En los
tres dfas posteriores, se hicieron triplicados de lectura de la
misma solucidn con diferentes voliimenes, en dias sucesivos, pre-
vio equilibrio térmico de la solucidén. Los valores en los 4 dias
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sucesivos mno muestran diferencia significativa, como se observa
en la Tabla VII-4, El valor promedio di§ una D.S. de 0.010 y un
pH=7.402. Nuevamente la desviacidn estdndar es cercana a 0.010
unidades de pH. Estos resultados pueden compararse con las lectu-
ras obtenidas previamente, con 50 ml, a los 3 minutos del lavado,
Tabla VII-3, Las desviaclones estfndar van de 0.001 a 0.014. El
promedio de estas desviaciones estdndar es de 0.008 +/-.005, que
no es diferente de la obtenida ahora durante un solo dia con 6 ml
de solucidn. Esto indica que el valor de +/- 0,010 tanto en 1la
solucidn fislolBgica, asi como en los estdndares, parece ser el
valor mis pequefio de desviacidn estdndar en la repetibilidad de
la lectura. Es decir que las determinaciones potenciométricas del
pH con 5 lecturas sucesivas, independientemente de la capacidad
amortiguadora de la solucién es del orden de +/- 0.010 unidades
de pH, lo que concuerda con lo sefialado en el artIculo que esta-
blece la convencidn internacional del pH (Covington et al.1985).

Los resultados aqul presentados pueden resumirse en:

i) La desviacifn estdndar de varias repeticlones (n=5 a 8) de la
lectura de pH es aproximadamente de +/~ 0.010 unidades de pH.
Esto es independiente de la capacidad amortiguadora de la solu-
cién, para soluciones con fuerza idnica entre 25 mM, del estdndar
PH 4 y 160 mM de la solucidn fisioldgica.

i11) Después de lavar el electrodo para introducirlo a leer una
solucifén cualquiera, el tiempo necesario para una respuesta esta-
ble es de 3 minutos.
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VIII. EXACTITUD.

Una determinacidén puede ser reproducible, pero no exacta. Se
requiere la evaluacidén por diferentes métodos para aproximarse al
valor exacto o verdadero.

El objetivo de los experimentos que se muestran en este capitulo,
es determinar la exactitud de la lectura potenciométrica del pH,
utilizando una solucidén dilufda de Acido clorhidrico, y contar
con una curva estindar de acidificacidén de la solucifn Ringer.

La concentracién utilizada del dcido es un compromiso entre un
valor suficientemente elevado como para permitir su cuantifica-
cidn por otros métodos, y suficientemente dilufda como para poder
hacer lecturas potenciométricas.

E1l dcido titulado, se utilizd para acidificar de pH 7.4 a 7, una
solueidn Ringer cuyo dnico amortiguador es HEPES 1.6 mM.
Al encontrarnos cerca del pK'' del amortiguador, se obtendrd un
intervalo lineal del cambio en el pH contra los moles de protones
adicionados, 1o cual es ventajoso para utilizarla como curva
estdndar en la determinacidén de eflujos celulares de protones. Se
utilizé 1a concentracidn minima de amortiguador de forma que el
pH no se modifique por intercambio de CO9 con el ambiente y se
obtenga una sensibilidad mixima.

Se elabord un programa que permite comparar las predicciones
tedricas de la acidificacibn de la soluecidn, con los datos expe=-
rimentales. Las predicciones tedricas requieren ademds de conocer
la concentracidn del dcido, otros datos como el pK del amortigua-—
dor, la variacidn del pK con la temperatura y la modificacidn del
pK' con la fuerza ibnica.

VIII.l. Determinacidn de la Concentracidn del Acido.

Se prepard una solucidn nominal de dcido 5mM a partir del &cido
clorhidrico concentrado Baker d=1.19, pureza 37%, con agua
desionizada. La determinacidn de la concentracidn de dicho dcido
se realizd haciendo uso de tres métodos diferentes que son:
Titulacidn volumétrica, titulacidn potenciométrica y lectura de
pH con el electrodo de vidrio.( Ver Cap. V).

Para realizar 1la lectura de pH con el electrodo de vidrio, se
elabord un estdndar de pH 2.6 (dcido citrico y fosato disbdico;
Dawson et al. 1979) de 56.1 mM de fuerza idnica, ver Tabla 1IV-4,
con el cual se calibrd el pHmetro y se realizaron enseguida 1las
lecturas, verificando una estabilidad de 2 minutos de lectura.
Con el pH obtenido se determind la concentracidén del dcido ha-~
ciendo uso de un coeficiente de actividad para el &cido 5 mM de
0.929 (Robinson y Stokes, 1970, Apéndice 8.9). El coeficiente de
actividad que debe utilizarse no es el correspondiente a una
concentracidén 5 mM ya que el estdndar es 4.3 mM; sin embargo no
podia utilizarse el de 4 mM ya que al inicio desconociamos el
valor de concentracién correcta. Este problema solo puede resol-
verse de manera exacta utlilizando métodos iterativos que aproxi-~
men simultdneamente los valores de concentracidn y de coeficiente
de actividad. (Thomson y Ressick 1981).

Los resultados obtenidos, Tabla VIII-l, indican una concentracién
de 4.30 /—+ .02 mM, con valores cercanos entre los diferentes
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métodos.
TABLA VIII-1
DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE HC1

METODO n pH%DS a(Ht) DS C(#H)E DS
Titulacién Volumétrica 10 memee e 4,30 .03
Titulacidn Potenciométrica 3 o e e 4.31 .08

Lectura de pH
(Ajuste:Estandar pH 2.6) 9 2.401 .006 3.972 .055 4.27 .02

Promedio 4,29 .02

a(i+): Actividad de protones. C(H+): Concentracidén de protones.
DS:Desviacidén estdndar. T = 25°C,

Las titulaciones volumétricas se determinaron con azul de bromo-
timol y las potenciomé@tricas con electrodo de vidrio. Se adiciond
NaOH previamente titulado con el est@ndar primario biftalato de
potasio. Se utilizd 0.929 como coeficiente de actividad (Robinson
y Stokes, 1970).Para discusidn del coeficiente de actividad, ver
texto arriba.

Como se menciond previamente, se realizaron lecturas del A&cido
previo ajuste con diferentes est@ndares. Los resultados ilustran
el error en la lectura por el ajuste del pH en valores muy
alejados del pH de la muestra, Como puede observarse en la Tabla
VI-2, el valor correcto de la lectura del pH se obtiene al ajus-
tar el electrodo con el estdndar pH 2.6.

VIIIL.2. Predicciones y Datos Experimentales.

El manejo tedrico de las variables que afectan las mediciones del
pH, se apreciard por el acuerdo que se logre entre la evaluacién
tedrica y los datos experimentales. Con fines ilustrativos, se
realizd para la solucidn HEPES 1.6 mM, fuerza idénica 100 mM, el
cdlculo tedrico de tres maneras,con un programa Fig.VIII-1, ite-
rativo de la ecuacifn de Henderson-Hasselbach, Flgura VIII-2:

1) En la primera evaluacién se considera 1la concentracién de
dcido errdnea, ver Tabla VI-2, obtenida de la lectura de pH del
dcido previo ajuste con los estdndares 7 y 4. Se utiliza el pK'
del HEPES a 30°C. Se considera la dilucidn del amortiguador por
el volumen de HCl agregado.

ii) La segunda se realizd con la concentracidén correcta de 4.3 mM
y las mismas consideraciones del cdlculo anterior.

1ii) En 1la tercera evaluacidén tedrica, la mas aproximada al
experimento, se considera la concentracidn del dcido 4.3 mM y el
pK'' del HEPES a 30°C corregido por la fuerza idnica. Se utilizé
la ecuacidn de Henderson-Hasselbach segin

pHj = pK' + ApK + log(NSj-1 - Xj)/(HNSj-1+Xj) (1)
donde N pK es el logaritmo de la relacisn de coeficientes de

actividad del amortiguador disociado (con carga negativa en un
grupo sulfénico) y del no disociado (que estd en forma de

49



P Ees

FIG. VI1I-}

T

SsansHA-3sDIED

D53 b b el

= e Ve B I - v R

L

(=T
<ol I
oy

iR e e

Lo TR
2 < i
1

can
FORMAT

3R 'NS/HNS 74Xy THNE 50X "HE”
00 7 I=1540
1i= 1

HAT{1}=(YOL/ (VOLT (ITRVAHCL ) Y IRHATT
LI =(VARCL/ (UOLE{TIHVAHCL Y ) Y XHCL

ALTr=AL0J)-Y (1)

HACD) =HALIIY (D)
FOIr=aA(I)/HA(T)
FH(LI=PR+ALOGIO(F(I))
DELFH(I)=HF-PH(I)
HOL)=1/DIEZ0PH{L)

MDY =TIRT(TS

4G5 1 1F 1 PR

RETA(I) =2, 34KARH (D RHAT (LY / CORATH (T ) T R&2)

J=dil

B4 =DIEZEX(FH(I) -PK)
HACJI=RAT(D) /(14810
ALJI=RAT (I -HACD)

WRITE(Oy A0 IIsFHC(IY s RELPR(II S RETALI )Y (T30 JH(I 6D sHALG A ()

FORKAT(ISs 82X F6.4))
IF (FH(I) ,LE.PHF)GOTO ©

CONTINUE

=g’

WRITE{3,3010Q

FORMAT{1X; OTRA SERIE DE DATOS (S
READ(S,90)R

FORHAT(AL)

IF(RLEQ, "N‘LDR.Q,EQ. ‘0’ )GOTO 200
GOTD 100

3708

Eup

7
/

Wy L/l ‘3

*

S NUH s AX T RH p G T HeHY s 4K TBETA 54X THELE 75 43 “HTLL

14%)



0.4

03

02

ol

30°C HEPS 1.6mM, Na CL 100 mM, PHi=7.412+0.11

FIG. VIII-2

— }Doios experimentales X+ D.S
: (n=3)

1 Curva experimental n=3
2 pK"=7.398; HCl=4.3 mM
3 pK=7.521; HCl=4.3 mM
4 pK'=7.521; HC1=5.17 mM

ol 0.2 0.3
(H+) (mM)

04



zwitterién) (Good et al. 1966) y Xj es la concentracidn agregada
en la j—&sima alfcuota. Para el té&rmino de pK se utilizaron los
coeficientes que provienen de la ecuacidén de Davies, seglin se
indica en la Tabla IV-6.

La capacidad amortiguadora que puede expresarse como:

/'LZ = (2.3 Ka'' (H+) (C) /(Ka'" +(B+))2 (2)

es funcidn lineal de la concentracidn total C del amortiguador.
En la Figura VIII-3 se muestra el cambio en pH esperado en 1la
solucién HEPES 1.6 mM, I=100 mM,a partir de un pH inicial de 7.4,
utilizando el pK corregido tanto por temperatura como por fuerza
iénica. Se observa que el intervalo lineal inicial de ApH es de
aproximadamente 0.15 unidades de pH. Se descompone la modifica-
cibén de la capacidad amortiguadora en dos componentes. Primero el
proceso de dilucidn, a un pH constante de 7.4, que provoca una
cafda lineal de la capacidad amortiguadora. El segundo componente
es exclusivamente el cambio en el pH y se muestra finalmente la
disminucidén de la capacidad amortiguadora tanto por el efecto de
dilucién como por el cambio en el pH.La linearidad del ApH y de
la capacidad amortiguadora en funcidén de los nmoles adiciomados y
la comparacidn con los datos datos experimentales, se muestra
claramente en la Figura VIII-3.

Para la solucidn Ringer HEPES 1.6 mM, se muestra en la Figura
VIII-4 el intervalo de linearidad tedrico , delApH y capacidad
amortiguadora; prediccidén bastante cercana a lo obtenido experi-
mentalmente como se observa en la Figura VIII-5,

Esta curva serd {til como curva estdndar en las determinaciones
de eflujo A&cido de sinaptosomas, capitulo XI. Se obtuvo una
pendiente de 0.187 pH/pmol de protones adicionados.

VIII.3. Diferencias por Agitacidn.

Hasta aqui las determinaclones que se muestran se han realizado
en agitacidn constante. Se realizaron determinaciones del efecto
de la agitacidén en el pH a diferentes fuerzas 1dnicas en solu-
ciones de HEPES y Tris 1.6 mM.

TABLA VIII-2.
EFECTO DE LA AGITACION EN LA LECTURA DEL pH

ApH = pH sin agitacién - pH con agitacién.

Fuerza Ifnica (mM) HEPES 1,6mM Tris 1.6 mM
1.6 0.1824/-.021 0.178+/-.017
20 0.013+/-.001 0.025+/-.015
100 -0.002+/-.006 -0.006+/-.006

T=30°C. La fuerza idnica se modificd por la adicién de cris-
tales de cloruro de sodlo. pH (I=1.6 con agitacién)= 7.40. pH +/-
D.S. n=2, El estdndar se ajustd en agitacién.
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Los resultados se muestran en la Tabla VIII-2, Se realizaron
asimismo determinaciones en soluciomes con dos concentraciones de
sacarosa, las cuales se utilizaron mis adelante en la obtencién
de sinaptosomas (Ver capitulo XI). Los resultados y las condi-
ciones experimentales se indican en la Tabla VIII-3.

TABLA VIII-3.
EFECTO DE LA AGITACION EN LA LECTURA DEL pH

NpH = pl sin agitacién - pH con agitacidn.

Fuerza Idnica HEPES 5mM HEPES 5mM HEPES 5 mM
(mM) Sacarosa 0.32M Sacarosa 0.8M
2.5 0.101+/~.003 0.127+/-.059 0.1214/-.002
10 0.026+/- 0.0 0.059+/~.005 0.043+/-,003
20 0.0154/~-,001 0.031+/-.001 0.031+/-.006
70 0.004+/-.0005 0.006+/-,001 0.007+/- 0.0
150 0.002+/~ 0.0 0.0024+/- 0.0 -0.002+/-.005

T=309C. Electrodo E-4878 pHmetro Corning.T=300C. El electrolito
soporte fue KCL., D\pH +/- E.S. n=2, Cada muestra representa el
promedio de 5 repeticiones. El estdndar de pH se calibrd con
agitacidn. La lectura inicial de pH con agitacién I=2.5 mM, fue
de 7.40.

Se observa en todas las soluciones una disminucién de 1la
diferencia de 1lecturas, conforme aumenta la fuerza idnica.
La diferencia entre la lectura con y sin agitacidn, se refiere en
la literatura como ejemplo de los errores que provienen del
potencial de unién 1Iquida residual (Wescott, 1978).

Sin embargo la magnitud del potencial de unidén 1iquida, tanto en
el modelo de Henderson como en el de Planck (Guggenheim, 1930),
es independiente del grosor de la unidén. La diferencia en las
lecturas por la agitacién, probablemente se explique por una
alteracién de la capa de difusién (Bard, 1980).

En resumen se determind la concentracidn del HCl 4.3 mM por tres
métodos diferentes, se muestra una lectura del pH exacta siempre
y cuando se utilice un estindar de pH cercano al de la muestra,
tal y como se recomlenda (Bates, 1973). Se utilizd dicho dcido
para acldificar dos soluciones HEPES 1.6 mM una con I=100 mM vy
otra I=160 mM. Con ambas se obtuvieron resultados concordantes
con las respectivas evaluaciones tedricas.

Finalmente se observaron diferencias por agitacidn de hasta 0.18
unidades de pH a I=1.6 mM; esta diferencia fue disminuyendo
conforme aumenta la fuerza idnica.
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IX. pH EN FUNCION DE LA FUERZA IONICA.

Los experimentos que se mencionan en este capitulo, tienen por
objetivo poder entender y conocer la determinacidn potenciométri-
ca de una solucidén amortiguada en funcidn de la fuerza iénica, en
el intervalo de baja fuerza idnica de 1.6 a 160 mM, haciendo uso
del electrodo de vidrio.

La modificacién de la fuerza idnica del medio altera la lectura
del pH, Esto ocurre debido a dos mecanismos totalmente indepen-
dientes. La modificacién de la fuerza i6nica como se menciond
anterlormente, alterarid en cualquier solucidn los coeficientes de
actividad de 1los electrolitos y por ende el pH de la solucidn.
Por otro 1lado el potencial de unidn 1liquida es funcién de 1la
fuerza idénica. Al alterar la fuerza idnica de la muestra, el
error por el potencial de unién liquida cambiard.

Los resultados que se muestran en este capftulo son las distintas
determinaciones experimentales del pH en funcidn de la fuerza
iénica y 1la determinacidn experimental del potencial de unidn
1Tquida a distintas fuerzas idnicas. Los resultados experimen-
tales obtenidos, se comparan con las respectivas predicciones,
tanto con el tratamiento de Debye-Hiickel para el coeficiente de
actividad, como con la ecuacidn de Henderson para potencilales de
unidén 1fquida (ecuacién 62 Cap.II).

IX.1.Soluciones de HEPES y de Tris.

l.a. Predicciones tebricas.

En las Figuras IX-1 y IX-2 se muestra respectivamente la variacidn
tedrica de los coeficientes de actividad del HEPES y del Tris
En la Tabla IX-1 se muestran los valores numéricos, que se obtu-
vieron haciendo uso de la ecuacidén de Davies, ecuacidn 27 Cap.IV,
que es una adecuacidn experimental de la ecuacién de Debye-
Hiickel.(Ver Tabla IV-6).

TABLA IX-1.
pK' DE HEPES Y TRIS EN FUNCION DE LA FUERZA IONICA.

Fuerza idnica HEPES TRIS
(mM)
200C. 309C. 300C.
1 7.661 7.521 7.935
10 7.616 7.476 7.965
20 7.600 7.460 7.981
40 7.574 7.434 8.000
70 7.661 7.421 8.019
100 7.550 7.410 8.030
160 7.538 7.398 8.046
200 7.525 7.385 8,056

Se utilizaron los valores de la ecuacidn de Davies, Tabla 1V-6.
y los coeficientes de variacién de 1la temperatura
dpK/dT=0.014 pH/% del HEPES y -0.028 del Tris.
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Por otro lado se determind el potencial de unidn 1liquida

utilizando 1a ecuacidn de Henderson II-62. Los valores se mues-
tran en la Tabla IX-2, Se asignd un valor de potencial de unidn
liquida residual de cero a I=70 mM, ya que es la fuerza idnica
del estandar Sigma pH 7. La suma algebraica de ambas contribu-
ciones, Tabla IX-3, indica la prediccidn a obtener experimental-
mente, Ver Figura IX-3.

TABLA 1X~2
POTENCIAL DE UNION LIQUIDA SEGUN ECUACION DE HENDERSON.

Fuerza I&nica Ej(mV) ((E4x-1.95)F)/RT1inl0

1 3.99 -0.035
10 2.88 -0.016
20 2.55 ~-0.010
40 2,22 -0.005
70 1.95 0.0

100 1.78 +0.003
160 1.56 +0.007

T=309C. Ecuacidn (62) Cap.IL. A%k4=73.5, \9q1-=76.35.

TABLA IX-3,

pH EN FUNCION DE LA FUERZA IONICA.
CONTRIBUCIONES DE LOS COEFICIENTES DE ACTIVIDAD DE LOS
AMORTIGUADORES Y DEL POTENCIAL DE UNION LIQUIDA.

Fuerza Idnica(mM) HEPES TRIS.
0.8 +0.049 -0.119
10 +0.038 -0.070
20 +0.028 . -0.048
40 +0.014 ~0.024
70 0.0 . 0.0
100 -0.008 +0.014
160 -0.027 +0.034
T=300C,

1.b. Determinaciones experimentales.

La primera determinacién del cambio del pH vs. I en soluciones
HEPES (Ver metodologia), se realizd con un electrodo E-4878 con
resistencia a través del sello de cerdmica de 250 KL, Se hicie-
ron adiciones directamente en los 10ml de solucidn, de cristales
de cloruro de sodio hasta llegar a 160 mM de fuerza i6nica. Los
resultados se muestran en la Figura IX-4. El incremento del pH en
HEPES 1.6 mM, al pasar de 1.6 a 160 mM fue del orden de 0.4 a 0.5
unidades de pH. Enseguida se lavé el electrodo como se menciond
previamente, haciendo bajar la resistencia a 12 Kfl. Se repitie-
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ron las determinaciones que se muestran en las Figuras IX-5y 6;
se observd un incremento total promedio de 0.28 unidades de pH.
Con Tris a pH 7.4 se observd un incremento mucho mayor Figura IX-
7, que con HEPES, resultado cualitativamente de acuerdo con las
predicciones del cambio de los coeficientes de actividad del Tris
en la misma direccidn que del potencial de unidn.

Posteriormente se hicieron determinaciones con un electrodo Sigma
E-5003, similar al anterior. Se hicieron adiciones de NaCl,a
30°C, R=10.5K, obteniéndose un incremento en la fuerza idnica en
el mismo intervalo, de 0.3 unidades de pH, Los resultados se
muestran en la Figura IX-8.

Se realizaron asimismo determinacionmes del pH en funcidén de 1la
fueza iénica con un electrodo Sigma, nuevo E-4878, R= 3K, el
cual se utilizd al dia siguiente de dejarlo equilibrando en 0.1M
KCl. Los resultados obtenidos tanto en HEPES como en Tris, difie-
ren notablemente tanto cualitativamente como cuantitativamente de
las observaciones previas realizadas con otros electrodos, como
puede observarse en las Figuras IX-9 y 10. Con_forme se incremen-
ta la fuerza idnica en la solucién HEPES, el pH fue disminuyendo
hasta I=70 mM. En la solucién de Tris hubo un incremento que no
fue tan grande como los observados con otros electrodos. Este
comportamiento hace que la diferencia respecto a 1los valores
tebricos sea mucho menor que en cualquier otra determinacidn
anterior.

Sin embargo tiempo después, el mismo electrodo, con una
resistencia ahora del orden de 10K{), dié resultados similares a
los obtenidos con el electrodo E-4878 anterior. Ver Figuras IX-11
y las curvas de las determinaciones de unifn liquida.
Posteriormente se hicieron determinaciones, esta vez con KCl, con
un electrodo Mettler, R=2,5 Kli, obteniéndo incrementos cercanos
a 0.5 unidades de pH. Los resultados se muestran en la Figura
IX-12, Es dimportante menclonar que-si bien este electrodo tenia
una baja resistencia, frecuentemente se utilizaba para la deter-
minacién del pH de muestras con alta concentracidén de protelnas.
Durante la adicién de los cristales de KCl se observd un descenso
del pH inmediatamente despuds de la adicidn de los cristales,
seguido mds lentamente del incremento al valor estable; comporta-
miento similar a otros electrodos despu@s de haberlos sumergido
en resina de intercambio catidnico. En cualquier otra ocasién el
cambio en el pH se manifiesta inmediatamente en la misma dire-
ccidn en que se estabiliza, Los resultados obtenidos con el
electrodo Mettler, por lo tanto no son interpretables de la misma
manera que los obtenidos con otros electrodos.

Se observaron incrementos del orden de 0.5 unidades de pH en 1las
lecturas del pH con papel indicador en los extremos de 2.5 y 150
mM de fuerza idnica. En efecto la determinacidn colorimétrica
utiliza 4dcidos o bases débiles cuyos coeficientes de actividad
variardn segin la fuerza iodmnica.

Si bien no se ha establecido una relacidn cuantitativa entre la
magnitud del cambio del pH provocado por la fuerza i6nica y 1la
resistencia a través de la unién 1liquida; las determinaciones
realizadas indican una cierta dependencia entre ambas variables.
El incremento en la resistencia modifica las lecturas provocando
un aumento del efecto de la fuerza 1idnica en la lectura del pH,
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independientemente del amortiguador utilizado.

Los resultados que se muestran no se aproximan a las predicciones
tefricas, excepto los realizados con el electrodo nuevo.

Los resultados obtenidos parecen indicar que alguna de las supo-
siciones para el desarrrollo tedrico estd equivocada. A
continuacifén se muestran las determinaciones experimentales de la
variacidén del potencial de unidn lIquida del sello de cerdmica
en funcidén de la fuerza idnica.

IX.2. Evaluacidn Experimental del Potencial de Unidn Liquida.

La celda utilizada en la determinacidn del potencial de unién
1fquida es

Hg;HgyCly;KC1(1) //KC1(2); HgpClysHg (1)

una celda homoidnica tal y como la sefialada en la ecuacién (41)
del capitulo II.

El electrodo de lectura se encontraba en una solucién saturada de
KC1, mientras que la solucidn del segunde compartimento fue
modificAndose por la adicidn de KCl entre 1 y 160 mM.

Se realizaron los experimentos por triplicado a partir de una
solucidén HEPES 1.6 mM ajustada con HC1l a pH 7.4; con tres lectu-
ras en cada fuerza idnica:

1) La lectura de la diferencia de potencial entre los electrodos
de calomel.

i1) El pH; de la solucidn respecto al electrodo de referencia en
KC1 saturado con unidn liquida.

1ii1) E1 pHy respecto al electrodo de calomel sin unidn 1liquida,
colocado directamente en la solucidn de KC1(2) variable.

En la Tabla IX-4 se muestra el potencial lefdo El, el teérico
Et=E1+E)p entre los electrodos de calomel debido a la diferente
concentracidén de KCl en que est@n inmersos y como el potencial Ej
de unibén resultante de la diferencia E - (E;+Ey), (Ver Cap. II).

TABLA IX-4
POTENCIAL DE. UNION LIQUIDA.

Fuerza

I6nica (mM) El +/- D.S. Et Ej

0 -20.3 0.9

10 -9.8 0.4 97.4 =107 .2
20 -7.2 0.2 80 -87.2
40 -4.7 0.3 61 -65.7
70 =-3.3 0.4 50.3 -53.6
100 -2.8 0.3 42.1 -44.9
160 -2.2 0.2 31 -33.2

T=25°C. Vol. 10 ml.El:Potencial lefdo en la celda (l1); Et
potencial de los electrodos de calomel ecuacién (50)Cap.II;

Ej= El-Et. Los valores (mV) se corrigieron por el valor de El en
KC1 saturado (+/- 1mV) al final de las adiciones (n=3).
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En la Figura IX-13 se muestra el potencial de unién 1liquida
calculado segin Henderson en linea punteada y se compara con el
potencial leido El de la celda. En la Figura IX-14 se muestra la
determinacién del pH; con unidn 1liquida, similar a los registros
previamente obtenidos. En la Figura IX-15 se muestra la determi-
nacifén del pHy respecto al electrodo de calomel sin unidn 1lIqui-
da, en el cual a diferencia del anterior, el pH disminuye con la
fuerza idnica. Finalmente en la Fig.IX-16 se muestran los valores
promedio de las lecturas de pH respecto a los electrodos con vy
sin unidén liquida, bola negra y blanca respectivamente, mientras
que la linea simple corresponde a la prediccidn de Debye-Hiickel y
la 1fnea doble representa el pH obtenido a partir del potencial
El de la celda, Los valores se muestran en la Tabla IX-5.

Al restar el potencial Ej+E7 de los electrodos de calomel se
obtiene Ej de entre 30 a 100 mV, lo cual es del orden de 10 veces
mayor que lo habitual. Este Ej predice cambios en el pH de mis de
1.5 unidades, 1o cual no concuerda con las miiltiples observa-
ciones previas. Por otro lado, 1llama la atencidn la congruencia
obtenida en la determinacién del pH sin unidén 1Iquida, Fig.IX-15,
con el pH tedrico generado bajo la suposicidén de Debye-~Hiickel de
coeficlentes de actividad. En este caso, la participacién del
potencial Ej+Egs de los electodos de calomel arruinarfa la con-
gruencia obtenida.

TABLA 1IX~5,
VALORES DE pH CORRESPONDIENTES AL POTENCIAL El.

I (mM) pH]  +/- D.S. pHp  +/- D.S. QApH

0 7.543 .031 7.917 .035 -0.374
10 7.679 .048 7.854 .029 -0.175
20 7.706 .048 7.837 042 ~0.131
40 7.725 049 7.812 .034 -0.087
70 7.734 047 7.796 .031 -0.062
100 7.733 .040 7.783 .025 -0.050
160 7.732 .034 7.775 .024 -0.043

T=25°C. Vol. 10 ml. I:Fuerza idnica; pH] respecto al calomel con
unidn liquida; pHy respecto al calomel sin unidn 1Iquida.
pH= pH;-pHz.

Efectivamente el potencial de Nernst de los electrodos de calo-
mel, se manifiesta cuando dichos electrodos se encuentran en
equilibrio respecto a las respectivas soluciones de KC1l, 1lo cual
requiere de dos o mis dfas. Una manera mds rdpida de lograr el
equilibrio es preparar los diferentes electrodos con la mezcla de
calomel y KC1 correspondientes a cada concentraciém. Sin embar-
go los experimementos que aqul se muestran se realizaron tomando
un electrodo cuyo calomel contenia KCl saturado,que enseguida se
colocd en las diferentes soluciones de fuerza ifnica variable,
durante aproximadamente una hora. A esto se agrega la difusidn a
travEs del algoddn del capilar, ver Flg. II-1 que separa el
calomel de la solucién de lectura; por lo que puede pensarse que
el electrodo de calomel utilizado no estaba en el equilibrio
respecto al Cl- de la solucidn de lectura. .
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En base a estas observaciones, resulta factible suponer que el
electrodo de calomel inmerso en la solucidn (2), no es sensible a
los cambios de KC1 de 1.6 a 160 mM.

E1l potencial El de la celda es entonces es la diferencia de los
potenciales de unidn generados respectivamente por el sello de
cerdmica y por 1la unién entre el calomel con KCl saturado a
través del algodén y la solucién (2). Sin embargo -de la congruen-
cia observada entre el pH sin unién liquida, Tig. IX- 16y 1la
prediccidn de Debye-Hiickel, podemos suponer que el Ej del algodén
es despreclable en la mediclén y que el E observado es una buena
aproximacién al Ej del sello de vidrio poroso.

Al transformar el E celda en pH, se observa en la Fig.IX-16 una
buena concordancia con el pH obtenido con la referencia con unidén
liquida. La concordancia mayor se dard al sumarle al potencial de
unién el efecto del cambio en los coeficientes de actividad del
HEPES.

Hemos determinado asf, bajo las suposiciones mencionadas, el
potencial de unidn 1Iquida de un electrodo comercial, el cual
concuerda con la modificacién de la lectura del pH por alteracién
de la fuerza ibnica.

El potencial de unidn liquida es un potencial en oposicidén res-
pecto al E celda, en efecto recordando la definicidn operacional
del pH(X) ecuacidn IV-9

E(S) -E(X)
pH(X) = pH(S) +  ~—e—m——memeem (Iv-9)
(RT/F) 1nl0

La lectura E'(X) de una celda con unidn 1TIquida genera un
potencial equivalente a un E(X) aparente mis pequefio, que
coincide, con un pH m#s o pequefio o &cido.

La diferencia entre el potenclal de unién liquida predicho por la
ecuacidn de Henderson y el obtenido experimentalmente se explica
cualitativamente por el tipo de unidn con que se trabaj6. En
efecto el vidrio poroso establece una unidn liquida de £flujo
restringido (Guggenheim,1930) cuyas condiciones no son contempla-
das en las suposiciones del tratamiento de Henderson.

E1l resultado obtenlido se explica cualitativamente suponiendo una
unidén del K+ al vidrio poroso.

El vidrio esti formado por silicatos con cargas negativas en la
superficie, lo cual permite suponer que el idn potasio puede
unirse a dichos grupos y retardar su flujo, mientras que el
cloruro fluird libremente. De la ecuacidn (II-2) se observa que
el E del electrodo de calomel es funcién creciente de la activi-~
dad o de cloruros, por lo que el potencial en la solucién diluida
es negativo respecto al potencial en KCl1 saturado.Al unirse el Kt
a clertos grupos negativos en el vidrio, disminuye su velocidad o
movilidad, con una disminucidn del niimero de transporte del K+ y
una disminucidn del tCl~; esto traerd en consecuencia una mayor
diferencia entre la movilidad de ambos iones y por lo tanto un
aumento del potencial de unién 1lfquida.
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En resumen hemos presentado en este capitulo, el efecto de 1la
fuerza 18nica en el intervalo de 1.6 a 160 mM en soluciones de
HEPES y Tris poco amortiguadas, que sefialan un error en baja
fuerza ifnica entre 0.5 y 0.2 unidades de pH mds 4cido, cuando se
calibra previamente el electrodo con un estindar I=70 mM.

El error involucrado se debe al potencial de unidén 1iquida, el
cual no es predecible por la ecuacién de Henderson ya que proba-
blemente el niimero de transporte del potasio sea menor en el
vidrio poroso, que en una difusién de gradiente lineal de 1la
concentracién.

Esta es sin duda una de las aportaciones mds interesantes de
la tesis.



X. EFECTO DE SUSPENSION.

La lectura del pH en suspensiones con particulas cargadas, como
pueden ser suelos, resina de intercambio idnico o células se ve
dificultada por el efecto Pallman o efecto de suspensién.

El efecto Pallman, es la modificacidn en la lectura del pH por 1la
presencia de particulas con carga, en suspensidén alrededor del
electrodo de referencia, como se ilustra en la Figura X-1,

Hay dos explicaciones a esta observacidn. La primera lo atribuye
a cambios en el potencial de unién 1lfquida del electrodo de
referencia, como consecuencia de una alteracidén de 1a movilidad
idnica en la suspensifn por la presencia en la solucién de parti
culas cargadas (Jenny et al. 1950). La segunda lo explica por la
aparicidn de un potencial tipo Donnan en la superficie entre la
resina y la solucién. (Brezinski, 1983).

Se evalub dicho efecto utilizando resina de intercambio 1dnico
Dowex-50 W(50X8-100) dry mesh 50-100, 8% cross linked tanto en
una regidn de pH dcido cercano a 4, como cerca de la neutralidad
con electrodo Sigma E~5003 como referencia y electrodo Beckman
como electrodo de vidrio.

En la observacién de las modificaciones de la lectura por la
presencia de la resina, a pHs dcidos, el procedimiento fue:

Se tomaron 15g de resina, los cuales se lavaron dos veces con la
secuencia de 100 ml de NaOH 1 M, agua desionizada, HCl 1 N, agua
desionizada. Enseguida se dejd en HEPES 16 mM pH=7.4. Se tomaron
10 ml de resina y se lavaron tres veces con 50 ml de HEPES 16 mM,
obteniéndose un pH final de 4.5.

Para las determinaciones en pH neutro, se tomaron cerca de 20 ml
de resina, la cual se lavd dos veces con la secuencia de sosa y
dcido menclonada previamente y enseguida se dejd equilibrando en
una solucidén salina NaCl 2 M. Se hicieron 8 lavados agitando la
resina constantemente, hasta que el pH con papel indicador que se
obtuvo fue de 7. Se procedld enseguida a 7 lavados con agua
desionizada para eliminar los iones no unidos a la resina y
finalmente se colocaron l4 g. de resina en 80 ml de una solucién
HEPES 16 mM, pH=7.4.

Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas X-1 y 2.

Como puede observarse, en el intervaldo dcido los valores aparen-
tes de pH se ven grandemente modificados al introducir el elec-
trodo de referencia en la resina, con lecturas hasta dos unidades
mids dcidas. La lectura de pH no se altera al introducir el elec-
trodo de vidrio en la resina.

Se observd asimismo que si se coloca el electrodo de referencia
en una solucidn sin resina y se cierra el circuito con un puente
salino, el efecto Pallman sigue manifiesto.

Al adicionar 2 ml de NaCl 1 M, el pH bajd de 4.5 a 1.98. Esto
puede explicarse por el intercambio de protones wunidos a la
resina por los lones sodio adicionados. Despuls de esta adicidn
de NaCl, no se observd cambio alguno al introducir nuevamente el
electrodo de referenclia en la resina. Si la resina se lava nueva-
mente con &dcido y sosa, el efecto se vuelve a manifestar.

Los resultados en el intervalo de pH cercano a la neutralidad se
muestran en la Tabla X-2. Se determind el pH de la solucidn en
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reposo; enseguida al agitar vigorosamente, la resina bafa los
electrodos y se obtuvo la lectura en la suspensidn. Se introdujo
el electrodo de referencia en la resina depositada en reposo en
el fondo del vaso de precipitado. Por Ultimo se leyd nuevamente
el pH de la solucibn, previa adicién de cristales de NaCl. De
esta forma se realizaron lecturas a diferentes fuerzas idénicas,
en dos condiciones de concentracidén de resina baflando al electro-—
do de referencia. Los resultados se muestran en las Figuras X-2 y
X-3.

TABLA X-1.
EFECTO PALLMAN EN REGIONES ACIDAS DE pH.

pHj pHy pH3  pHy4  pHj

4,50 4,49 1.88 1.86 4.29
444 4,47 1.85 1.90 4.28

T=25°C, Electrodo de referencia E-4878. Electrodo de vidrio
Beckman. pHmetro Corning. Ver Fig.X-l para la colocacidn de los
electrodos.

TABLA X-2
EFECTO PALLMAN EN pH CERCANO A LA NEUTRALIDAD.

I (mM) pHy DS (n) pHy DS (n) apH; DS QAply
8 7.47  ,006(3) 7.37 .013(2) 0.100 ,014 0.560
20 7.46  .007(2) 7.42 .00 (3) 0.040 .014 0.270
70 7.47  ,00L(3) 7.46 .00 (3) 0.014 ,001 0.100

150 7.51 .002(3) 7.50 .001(2) 0.005 .001 0.068

T=30YC. Electrodo de referencia E-4878, de vidrio Beckman.
pHmetro Corning. I: Fuerza idnica por adicidn de NaCl.
Ver Fig.X-1 para la colocacidn de los electrodos.

ApH'= pH sobrenadante - pH suspensidn.

ApH4= pH sobrenadante - pH ref. en resina.

En la Figura X-4 se muestra la relacidn entre el ApH (pH sin
resina - pH con resina) que obtuvimos, en funcién del logaritmo
de la concentracién de NaCl adicionado.

Tasaki y Singer (1963) determinaron la diferencia de potencial
entre dos electrodos de calomel al introducir uno de ellos en
resina de intercamjbio idnico. Ellos encontraron una relacién
lineal entre 1la diferencia de potencial y el logaritmo de 1la
concentracidén de NaCl del medio.
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XI. APLICACION: ELIMINACION ACIDA DE SINAPTOSOMAS.

La tesis termina con los experimentos que se describen a
continuacién que ilustran la aplicacidén de la determinacién de
cambios en el pH con fines biolégicos.

El objetivo de los experimentos que se muestran a continuacidn,
es evaluar la eliminacidn &cida en el sistema nervioso central de
mamIferos. Se utilizardn sinaptosomas (terminales nerviosas rese-
lladas espontaneamente), extraidos del sistema nervioso central
de la rata. (Ver Cap.V secciones 6 y 7).

X1.1l, Curvas esténdar.

La eliminacién &cida es producto del metabolismo de los sinapto-
somas, los cuales durante y previamente al registro se encuentran
en un medio con glucosa 10 mM, por lo que es de esperarse una
eliminacidén constante en el tiempo. Esto impide determinar 1la
relacidén cuantitativa entre los moles de protones extrufdos y el
pH correspondiente, en la forma de titulaciones inversas con una
solucién de NaOH conocida, tal y como se realiza en mitocondrias
(Wenner, 1966). ’
Se elabord para tal fin una curva estfndar que establece un
intervalo lineal hasta un pH de 0.15 unidades, ver Fig. VIII-5
con una pendiente de 0.19 unidades de pH/pmoles adicionados.
Curva que serd dtil para la cuantificacidn de protones extruidos
o de un dcido orgdnico, como el ldctico. Se obtuvo asimismo una
curva estdndar en una solucidn con cloruro de colina en vez de
sodio, ver Figura XI-1, con una pendiente similar a la anterior.
En la Tigura XI-2 se muestran la evaluaclones tedricas para
diferentes pHs iniciales; se puede observar que hasta el interva-
lo de pH de 0.10 unidades, 1la pendiente no se modifica conside-
rablemente, de forma que en el intervalo de un pH inicial de
7.404/-0,05, la relacidn cuantitativa entre la eliminacidén de
protones por sinaptosomas y el.ApH, puede considerarse comnstante.
Los experimentos, como se menciond previamente, se realizaron por
la adicidn de un volumen de 0.5 ml de sinaptosomas a 5.5. ml de
la solucidn de registro (Ver Metodologia). Considerando que las
variaciones en el volumen adicionado, pueden ser otra causa de
modificacidn de la curva estindar, en la Flgura XI-3 se imuestra
la comparacién de dos curvas, una de un volumen inicial de 6 ml y
la otra de 6.3 ml. Se muestra la diferencia por 0.3 ml, que es un
1fmite extremo a la variacidn del volumen de sinaptosomas agrega-
dos.

XI.2, Controles.

En las determinaciones de la estabilidad de la lectura durante
media hora, se observd un cambio azaroso, del ordem de 0.010
unidades de pH. En la Figura XI-4 se muestra la misma curva de
estabilidad, que las menclonadas en el Cap. VII, Figs, VII-8 y 9
en agitacién constante; se observa un incremento de los valores
promedio en 15 minutos de 0.008 unidades de pH. Es decir que no
hay acidificacién por el COy absorbido del aire, En la Figura XI-
5a se muestra el control de la estabilizacidn a la adicién 4&cida
a los 6 ml de solucidn en agitacidn mixima, con una velocidad del
papel del registrador de l.27cm/min. Se observa que la contribu-

61



2.y

03

A »u

2

0./

FIG. XI-1

Curva Estindar

Ringer HEPES 1.6 mM; Colina 145 mM; 30°C
3
1 1 i
o’ 0.3 I¥4 8.6

Vol. de HC1l (ml)



FIG. XI-2

Ringer HEPES 1.6 mM; 30°C. Valores tedricos para pH,
variable.
03 - (HC1)=4 .30 mM @ )
A pK"=7.398 /®@@
42
D
&l
pH inicial
@© 7.400
® 7.300
® 7.200
@ 7.500
! 3
0 42 a9

Vol. de HCI (ml)




cidén a la acidificacidn debida al medio que bafla a los sinaptoso-~
mas ocurre bastante rdpidamente . Esta adicidn dcida es equiva-
lente a las de la Fig. VI-3, donde se muestra que el equilibrio
se alcanza en 2 segundos independientemente de la cantidad de
dcido adicilonado. En los cdlculos de los registros con sinaptoso-
mas se dejaron 0.2 minutos de tiempo muerto.

En todos los registros se observé una cafda abrupta inicial del
pH posterior a la adicidn de los sinaptosomas que puede atribuir-
se a la suma de dos factores: 1) El efecto de suspensidn provo-
cado por los sinaptosomas y ii) La acidificacidn previa del medio
externo que bafia a los sinaptosomas. La primera contribucidn se
evalud de forma preliminar dejando primero sedimentar sinaptoso-
mas muertos durante mids de 3 horas, para emseguida introducir el
electrodo y agitar los sinaptosomas. Esta agitacidn provocd una
acidificacién del orden de 0.005 pH como se observa en la Fig. 8-
c.

En cuanto a la segunda alternativa, el valor promedio de la cafda
inicial del pH en solucidn de registro Ringer HEPES 1.6 mM fue
de 0.058 +/-.03 pH (n=11). En 3 registros en HEPES 5 wM se
encontrd una acidificacidén de 0.050 +/-.027 pH. No se encontrd
ninguna relacidn etre la magnitud de la caida y la cantidad de
proteina (sinaptosomas) adicionada. Tampoco se encontrd una rela-
cidn cuantitativa respecto a las condiciones previas de incuba-
cidn. Inclusive en el registro a 0°C se puede observar la caida
inicial del pH.

S1 bien no se distinguleron las contribuciones respectivas
mencionadas, la disminucidn de 0.050 en el pH inicial no altera
1la linearidad de la curva estdndar, ver Fig. XI-2.

La cuantificacidn del eflujo dcido que se realizé a partir de 10
segundos después de la caida inicial del pH, se fundamenta en
valores de pH mi3s que en valores absolutos, en condiciones de
fuerza idnica constante de 160 mM. El ajuste previo.de pH se
realizé con el estdndar pH 7, I=70 mM y la pendiente con un
estdndar pH 10, La diferencia en las lecturas promedio del pH en
fuerza idnica 160 mM, respecto al electrodo de calomel con y sin
unién liquida es de 0.043 unidades mds dcido el {iltimo, ver Tabla
IX~5. Esta diferencla es una evaluacidn aproximada del error en
la lectura del pH por el potencial de unidn liquida a I=160 mM.
Al hacer la suma de la calda abrupta mis &sta {ltima contribu-
cién, se tiene que probablemente los valores de pH inicial co-
rrectos estuvieron 0.1 unidades mds dcidos que la lectura. Obser-
vando las predicciones tedricas de la curva estidndar a diferentes
pHs iniciales, Fig., XI-2, vemos que el error involucrado en el
intervalo inicial de NpH= 0.1, sigue siendo minimo.

Por {iltimo la concordancia obtenida en la curva estdndar, Fig.
VIII-5, entre los valores experimentales de acidificacidn de 1la
solucidn Ringer HEPES 1,6 mM y la prediccidn tedrica elaborada
utilizando un pK''=7.398 (Ver Tabla IV-6), es una evidencia de
que dicho pK'' es vdlido para una solucifén Ringer heteroidnica y
puede utilizarse en las predicciones tedricas previamente mencio-
nadas de la Fig. XI-2.
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XI-3, Eliminacién &cida.

La descripcifn metodoldgica de la obtencién de los sinaptosomas y
de 1las condiciones de registro, asi como la composicidén de 1las
soluciones utilizadas, se encuentran en el Cap.V secciones 6 y 7.

Después de la incubacidn por media hora, se tomaron alfcuotas de
sinaptosomas que se centrifugaron dos veces, como se indicd
previamente. Enseguida se resuspenden en 0.5 ml y se adicionan lo
mids répidamente posible a la solucién de registro. En la Figura
XI~6 se muestran los promedios de las cuatro adiciones. Se obser-
van dos pendientes, la primera rdpida y la segunda mds lenta.

Se realizaron determinaciones para ver el efecto de la temperatu-
ra, a 0°C, previa incubacidn por 15 minutos a 0°C. En la Fig, XI-
5 by ¢ se muestran dos reglstros tipicos en sodio 145 mM a 30 y
0°C. Esta inhibicidn es reversible ya que se observd nuevamente
la eliminacidn dcida al recuperar los sinaptosomas e incubarlos
a 300C.

TABLA IX~-1
EFLUJO ACIDO DE SINAPTOSOMAS EN PRESENCIA DE SODIO 145 mM.

Tiempo de registro n ApH Eflujo equivalente H+
(minutos) pH/min/mgprot. nmoles/min/mg pro-

0.2 a3 10 0.0026+/-.0004 14

3 all 11 0.0011+/-.0002 6

Se realizaron determinaciones en ausencia de sodio . Como ya se
menciond, hay evidenclas en sinaptosomas de rata, de un cambio en
el pH intracelular dependiente de sodio externo. En soluclones
con cloruro de colina 145 mM, sin sodio, se obtuvieron 1los
resultados de la Figura XI-7. No se observa una diferencia nota-
ble respecto al eflujo con sodio externo, los eflujos ripido y
lento obtenidos se observan en la Tabla XI-2. Se muestra un
registro en la Fig. XI-8a.

TABLA XI- 2
EFLUJO ACIDO DE SINAPTOSOMAS EN AUSENCIA DE SODIOQ.
(COLINA 145 mM).

Tiempo de reglstro n ApH Eflujo equivalente H+
(minutos) pH/min/mgprot. nmoles/min/mg pro-

0.2 a3 1 0.0024 13

3all 1 0.0010 5

Se buscéd una condicién experimental en que la eliminacién &dcida
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FIG. XI-5
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Adicién de &cido

@ Adicién de sinaptosomas sodio 145 mM; 30°C

@ Adicién de sinaptosomas sodio 145 mM; 0°C



FI1G. XI-6

Registro en Sodio 145 mM (n=4)
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se viera estimulada. En la bibliografia (Boron y de Weer 1976) se
describe 1la incubacidn con amonio, el cual al penetrar en la
célula alcaliniza el interior y en el momento de retirarlo des-
pués de una incubacidn de 30 min.,acidifica el interior estimu-
lando 1la salida de protones.

Se incubaron sinaptosomas por 35 minutos en 25 mM NH4Cl, ensegui-
da se centrifugaron para lavarse en solucidén con sodio y se
adicionaron a la solucidn de registro en presencia de sodio 145
mM. La acidificacién se vid estimulada al inicio con una pendien-
te cercana al doble de la obtenida anteriormente, la pendiente
lenta no se modificd. Los resultados se muestran en la Figura XI-
9 y en la Tabla XI-3. Se muestra uno de los registros en la Fig.
X1I-8b.

TABLA XI- 3
EFLUJO ACIDO DE SINAPTOSOMAS.
PREINCUBACION CON CLORURO DE AMONIO 25 mM; 35 min,

Tiempo de reglstro n ApH Eflujo equivalente H+
(minutos) pH/min/mgprot. nmoles/min/mg pro-

0.2 a3 1 0.0048 26

0.2 a3 1 0.0033 18

3alo 1 0,0009 5

En resumen, se obtuvo una eliminacién &cida en el intervalo de 10
minutos de registro, con dos fases. La primera rdpida, de dura-
cidn cercana a 3 minutos y la segunda mis lenta de los 3 a los 10
minutos. Esta acidificacidn se inhibe en registros a 0°C.
Unicamente al preincubar en presencia de amonio, se observd una
estimulacidén al doble, del primer componente rdpido.

Los resultados obtenidos no concuerdan con la evidencla menciona=
da de un cambio en el pH intracelular dependiente de sodio exter-
no. (Comunicacidén personal Dr. Nachshen). Hay varias alternativas
para explicar los resultados.

Una de ellas es sugerir que existe mis de un mecanismo de elimi-
nacién de protones en los sinaptosomas. Un componente ocurre por
el intercamblo Nat+/H+ y otro por un intercambio HCO3~/H+ o Cl-
/H+, tal y como se ha descrito en otros sistemas. (Boron W.F., de
Weer P., 1976; Thomas R.C., 1976; Boron W.F. 1977).

Otra alternativa, mno excluyente con la anterior, es sugerir que
la acidificacién del medio externo no se debe Unicamente a la
salida de protones. Puede haber una contribucidn importante de la
acidificacidn por &cidos orgadnicos productos del metabolismo
anaerdbico, tal como &cldo ldctico o piriivico.
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@ FIG. XI-8

1 min.

@ Adicién de sinaptosomas, Colina 145 mM; 30°C

@ Adicién de sinaptosomas ,preincubados 35 min. en
NH401 25 mM; registro en sodio 145 mM; 30°C.

@ Efecto de suspensidn con sinaptosomas



FIG. XI-9

Preincubacién con 25 mM; 35 min.
Registro en Ringer, sodio 145 mM
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XIII. CONCLUSIONES Y DISCUSION,

Como se menciond en la introduccifn, en el presente trabajo se
cuantificaron distintos errores provenientes de la determinacién
del pH con electrodo de vidrio, originados por el comportamiento
de la unidn 1liquida.

En este capftulo final haremos un resumen de los resultados
obtenidos, con &nfasis en la interpretacién de los mismos.

Inicilalmente se determinaron ciertas caracteristicas indicativas
del funclonamiento adecuado de los electrodos utilizados. Se
determind en el trabajo cotidiano una pendiente del electrodo de
vidrio $95%. Tenemos con esto un criterio adecuado del electrodo
de vidrio, si bien una mejor manera de verficar la respuesta del
electrodo es compardndolo directamente con el electrodo de
hidr8geno (Bates y Covington, 1963) con una celda sin unién
1fquida :

Pt3HC1(1l);Vidrio; Solucidén de pH; H2(g); Pt (1)
conocldo

Independientemente del pH de la solucidn, la diferencia de poten-—
cial debe ser cero.

Respecto al electrodo de calomel, se determind la diferencia de
potencial entre 2 electrodos de calomel, asi como en curvas i-v
se determind la no polarizabilidad de los electrodos.

La resistencia de la unidn liquida se determind con un multimetro
como indica Wescott (1978). Obtuvimos resultados bastante repro=-
ducibles de la resistencia, consideramos quey puede ser un Indice
de utilidad en electrodos de plata/cloruro de plata; sobretodo en
condiciones de determinacidén del pH en soluciones con concentra-
cidn alta de proteInas o bien en electrodos con acumulacidn
excesiva de cristales de KCl. Es un rutina fdcil de realizarse y
recomendable para segulr la historia del comportamiento de la
unidén 1liquida. La determinacidn correcta se realizd posteriormen-—
te a partir de la impedancia a alta frecuencia.

Se obtuvo un tlempo de estabilizacidn de la respuesta a la adi-
cidn dcida de 2 seg. Se tomd un tiempo muerto del registro poste-
rior a la adicidn de los sinaptosomas de 10 seg..

Se obtuvo por otro lado una-estabilidad de +/-0.02 pH/30 min.
Para llegar a una estabilidad mayor era necesarlo un control mis

estricto de la temperatura y del aire cercano a la muestra.

Como puede verse en las figuras de los registros individuales,
las variaciones de cada determinacidn son azarosas y no es posi-
ble predecir de antemano la dlreccidn del cambio.

La reproducibilidad de la lectura tanto en un mismo dfa como en
dfas sucesivos fue de +/-0.01pH.

Como ya se menciond en el capitulo del potencial de unién
liquida, es bien sabido que la estabilidad y reproducibilidad de
la lectura se ven afectadas por la unidén 1iquida (Guggenheim
1930, Ferguson et al. 1932, Cumming et al. 1913, Kater et
al,1968). Se requiere una unién liquida de estructura diferente
como la unién de flujo continuo o bien uniones en capilar de
didmetro.pequefio (Alner et al.1967).
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Las dificultades en la reproducibilidad de la lectura limitan una
determinacidn exacta en el pH, Como se menciond en la
introduccién, la convencidn internacional da indicaciones de la
interpretacién del pH en términos de la actividad de protones,
{inicamente para soluciones de electrolitos l:1 con una fuerza
iénica menor a 100 mM. Este es el limite miximo del tratamiento
de Debye-Hiickel para la evaluacidn del coeficiente de actividad.
La lectura potenciométrica del HC1l previo ajuste con estdndar
2.6, determina una concentracifn que concuerda con la obtenida
por las titulaciones de 4.3 mM. Esto resulta un  tanto
sorprendente ya que la fuera idnica del estdndar 2.6 es de 56 mM
(Ver Cap. V) contra los 4 mM del HCl, 1lo cual dindicaria un
potencial de unidn 1iquida residual considerable, Debido a que se
desconoce la movilidad del cftrico, no puede evaluarse dicho
potencial residual. La {nica posible explicacién es suponer un
potencial residual pequefio a pesar de las diferentes concentra-
ciones, compensado por la alta movilidad del H+.

Con &ste 4cido se obtuvo una curva estdndar de AH+ ve B+, de
pendiente 0.l9pH/Pmol de H+, 1la cual se utilizé posteriormente
para la evaluacifn de la eliminacidn dcida de los sinaptosomas.

Se realizaron diversos experimentos del efecto de la fuerza
iénica en la lectura del pH. Nuevamente aparece manifiesta la no
reproducibilidad o estabilidad del potencial de unién, en 1a
variabilidad de los resultados obtenidos.

Se determind el potencial de unidn 1Iquida en funcidn de 1la
fuerza idénica, utillizando dos electrodos de calomel y se obtuvo
un potencial que concuerda con las lecturas previas del pH en
funcién de la fuerza idnica.

El potencial de unidn liquida obtenido es mayor que el predicho
por el tratamiento de Henderson. El resultado obtenido se explica
cualitativamente suponiendo una unién del K+ al vidrio poroso.
La unién del potasio al vidrio produciria una movilidad menor en
la unidn, 1lo cual produce un potencial de mayor magnitud. La
magnitud del error involucrado es del orden de 0.4 unidades de pH
mis dcido.Este es sin duda uno de los aportes mds interesantes de
la tesis.

Es conveniente hacer ver que el montaje y equipo necesarios para
estas observaciones, se consiguen con relativa facilidad en un
laboratorio de bloquimica, aprovechando por ejemplo el electrodo
de referencia de un electrodo de combinacidn roto. Resulta inte-
resante mencionar que se ha elaborado un método (Wolbeis et al.
1985) de cuantificacién de la fuerza iénica a partir de los
efectos que provoca en el pH.

Se determind la alteracidén del pH por la presencia de particulas
cargadas utilizando una suspensidn de resina de intercambio
catidnica. Este tipo de errores han sido ya previamente sefialados
(Tasaki y Singer, 1963) para tomarse en consideracidén al
determinar potenciales intracelulares. En efecto, el medio
intracelular rico en proteinas -que se encuentran con carga
negativa a pH neutro- puede considerarse como un polieletrolito
de intercambio catidnico. En el caso de que el efecto de
suspensidn sea efectivamente un error en la determinacidn del pH,
cualquier determinacidén de diferencia de potencial dintracelular
seria de diffcil interpretacidn. Como sefiala drdsticamente Gug-
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genheim (1957): "La diferencia de potencial entre dos puntos en
medios diferentes mnunca puede medirse y no ha sido definido en
términos de realidades fisicas".

Un problema general que se ilustra en diferentes ocasiones en 1la
tesis, es la determinacidn de la actividad de cualquier ién en
una solucidn fisioldgica o mis alin en un medio celular, debido al
desconocimiento de los coeficientes de actividad en mezclas de
electrolitos y de sustancias de inter&s bioldgico desde amorti-
guadores hasta proteinas. S1i bien desde los trabajos de Gug-
genheim (1955) que consideran en los coeficientes de actividad
las interacciones i8nicas especificas y el tratamiento mids re-
clente de coeficientes de Interaccidn 18nica (Pitzer 1973) han
logrado ampliar el intervalo de validez de Debye-Hiickel; todavia
resta mucho por conocer en soluclones protéicas.

En 1la interpretacién de curvas de titulacidn de proteinas,
Tanford (1955) hace la suposicidn de que "el valor de log H+ en

una solucidn proteica es el mismo que en una solucidn sin 1la
protefna con la misma fuerza idnica (utilizando en lo posible los
mismos electrolitos) y el mismo pH". Si se compara esta
afirmacién con 1la previa reclén mencionada de Guggenheim, nos
damcs una idea de la amplitud de interpretaciones posibles de un
potencilal electroquimico en soluciones bioldgicas.

Finalmente se obtuvo la cuantificacién de la eliminacidén dcida de
sinaptosomas. Se determind un eflujo rdpido equivalente a 14
nmoles/min/mg de proteina, independiente de la concentracidn
externa de sodio, el cual se inhibe completamente a 0°C.

Si bien este resultado diflere de lo esperado en un inicio, se
han encontrado evidencias de un eflujo de protones en sinaptoso-
mas, dindependiente del sodio externo (Comunicacidén personal Dr.
Sanchez-Armiss) .

El conocimiento de la regulacién del pH intracelular cerebral
puede ser de utilidad clinica a futuro para el tratamiento de la
isquemlca cerebral. proceso en el que intervienen varios factores
como la acumulacidn de lictico, la disminucién del pH y la entra-
da de iones K+, En efecto, hay evidencias que indican que el
cerebro de mamifero (Raichle, 1983) puede ser mis resistente a la
isquemlia de lo que anteriormente se pensaba.
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