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Objetivos

La Competencia Nacional de Cristalizacién en Escuelas Superiores tiene como objetivo
principal: integrar el conocimiento cientifico que los estudiantes han obtenido en el
transcurso de sus estudios con técnicas utilizadas en la investigacion hoy dia. Por
medio del uso del método cientifico se les presenta a los estudiantes una manera
divertida de ver las ciencias, mientras que a su vez refuerzan el uso de términos
cientificos apropiados, desarrollan planes sistematicos de trabajo y el pensamiento
critico.

Esta competencia amistosa les brinda a los estudiantes la oportunidad de conocer los
medios para transmitir resultados de una investigacion, ya que tendran la oportunidad
de presentar su investigacion en un congreso de ciencias en forma de afiche.

Diseminar el conocimiento de la formacién de cristales, de las técnicas de cristalizacion
y la Cristalografia de rayos-X brinda a los estudiantes una visién de las aplicaciones
cientificas que pueden utilizar. Ademas, brinda novedad a su curso de ciencias y
fomenta la busqueda de estudios universitarios en carreras relacionadas al ambito
cientifico.



Vision

Introducir a los estudiantes en el area de la cristalografia para expresar la relacion que
existe entre estructura quimica y funcidon bioldégica en éarea relacionadas a la
Biomedicina y sus ventajas en el estudio de tratamientos y/o entendimiento de
enfermedades. Desarrollar al maestro y al estudiante las habilidades de pensamiento
critico y experimental en las técnicas de formacién de un cristal de proteina para que,
en un futuro, tengan la oportunidad de difractar y resolver estructuras.



Reglas de la competencia

Como parte de la competencia de cristalizacion de proteinas representada por lisozima
mediante la técnica de “gota colgante” se entregara por escuela los siguientes
materiales: (a) 1 gramo de lisozima, (b) soluciones buffers, (c) solucion agentes
precipitante, (d) cubre objetos, y (e) tres cajas de cristalizacion para de gota colgante.
Estos materiales seran distribuidos a las escuelas a través del maestro participante en
el taller de cristalizacion. Asi mismo se incluye la parte dos de la guia al maestro para
la cristalizacién de sulfato de cobre, donde hay los detales de como cristalizar el mismo
a través de técnicas de sobresaturacion.

Por ello hay dos actividades y métodos en la competencia de cristalizacion: proteinas,
representada por lisozima y la técnica de gota colgante y la de compuestos
inorganicos representada por sulfato de cobre y la técnica de sobre saturacién.

Hay que hacer ambas técnicas pues son mutuamente exclusivas. Pero se sugiere
que los maestros decidan cual sera su cristalizacion primaria y cual sera su
cristalizacion secundaria que participaran en la competencia con sus
estudiantes. De forma que los estudiantes de una escuela en particular como
minimo puedan presentar un achiche en la competencia.

Toda escuela tiene la misma cantidad de reactivos y ello define el numero de
participantes por escuelas asi como las reglas de la competencia como sigue:

1. Cada grupos participantes por escuela estaran compuestos de por un minimo tres o un
maximo de cuatro estudiantes y los maestros participantes del taller.

2. El maestro seleccionara el grupo o grupos de su escuela que participara en la
competencia recordando que el maximo de cajas de cristalizacion por escuela es 3 y
que hay 24 hoyos de prueba en cada caja. Es aconsejable que cada estudiante tenga
menos tenga 6 hoyos para las posible condiciones de experimentacion, lo que lleva a
un maximo de 3 o 4 grupos de estudiantes por escuela.

3. Los maestros brindaran por escrito los nombres y apellidos de los participantes que
representaran su escuela en la competencia de afiches.

4. Los estudiantes deberan presentar un comportamiento adecuado siguiendo las normas
de ética y el buen trato hacia sus compafieros y miembros de la organizacién. El
comportamiento no ético podria resultar en descualificacion.

5. Durante el proceso de experimentacion, cada escuela se hara responsable de la
seguridad de sus estudiantes mientras manejan los reactivos.

6. Los maestros tendran que asistir a los talleres de formacion en cristalizacion los
dias acordados en el primer taller de la competencia.

7. Es obligatorio que los estudiantes en la competencia final de cristalizacion presenten
afiche (“poster”) con las medidas 56” x 36” en orientacion horizontal junto con su trabajo
experimental. El afiche debe incluir lo siguiente:




10.
11.

12.

a. titulo del trabajo, miembros del equipo y nombre de su escuela
b. introduccion, descripcion de la metodologia, objetivos, materiales utilizados
(incluyendo las sustancias quimicas y el equipo), fotos de los resultados
obtenidos, discusion de resultados, conclusion y referencias.
El experimento y el plan de trabajo debe ser realizado por los estudiantes. El rol del
maestro sera guiar y orientar al estudiante.

Durante la presentacion de afiche los finalistas deben utilizar vestimenta profesional y
deben estar acompafados de su maestro, quien en todo momento sera responsable por
la seguridad de sus estudiantes.

Un jurado sera el encargado de la evaluacion de los afiches.

En la competencia final de cristalizacidén se evaluaran y premiaran los proyectos
destacados en el area de cristalizacidon, segun los criterios de Mejor mono-cristal, Cristal
de mayor tamafo, Mejor plan de trabajo y Mejor exposicion oral del afiche.

El afiche debe ser enviado para impresion en formato PDF. La fecha limite sera
anunciada proximamente. No se aceptaran afiches posteriores a esta fecha.

Criterios de Evaluacion

Cristalizacion

Se evaluaran los trabajos presentados en términos de:

v Mejor mono-cristal (30%)

Cristal de mayor tamano (25%)

Mejor plan de trabajo  (20%)

Mejor afiche escrito (10%)
Mejor exposicion oral del afiche (15%)

AN NI NERN

En la evaluacién, nuestro jurado considerara detalles como:
i. Creatividad: al presentar y desarrollar los trabajos.

ii. Plan de trabajo: Aplicacion del método cientifico, claridad,
pensamiento critico, uso adecuado de figuras, tablas, graficas y/o
fotografias. Asi como la coherencia y organizacién de cada afiche.

iii. Exposicién oral: Conocimiento y dominio del tema, asi como el uso de
términos y lenguaje cientifico apropiado. Seguridad al expresarse, asi
como la coherencia y claridad.



Parte 1

Conceptos basicos de cristalizacion
Guia practica para el maestro

Introduccién

En fisica y quimica se observa que, para cualquier sustancia o mezcla, modificando sus
condiciones de temperatura o presion, pueden obtenerse distintos estados o fases,
denominados estados de agregacién de la materia’. El estado de la materia va a
depender de las fuerzas de union entre las particulas, moléculas, atomos o iones que la
constituyan. Cada estado impartira unas caracteristicas fisicas al componente. El
ejemplo clasico es agua en sus distintos estados: sélido,
liquido y gas, segun se representan en la figura 1.

Solido
%‘% Los objetos en estado soélido se presentan como
% cuerpos de forma definida; sus atomos a menudo se
entrelazan formando estructuras estrechas, lo que les
confiere la capacidad de soportar fuerzas sin
Liquido Gas deformacion aparente. Son catalogados generalmente

como duros, asi como resistentes, y en ellos las fuerzas

So/’o’,

Condensacion

de atraccion son mayores que las de repulsion.
Figura 1: Representacion de los estados

En los sélidos cristalinos, la /@ materia para agua. Modificacion  nregencia  de  espacios
. - de la imagen original . .,
intermoleculares pequenos da paso a la intervencion de
las fuerzas de enlace, que ubican a la celda unidad
en formas geométricas, ordenadas y periddicas. En los amorfos, por el contrario, las
particulas que los constituyen carecen de una estructura ordenada. Existen varios tipos
de sdlidos cristalinos:

Iénicos — Son formado por iones positivos y negativos unidos entre si mediante
fuerzas de naturaleza electrostatica

Covalentes - Los atomos se mantienen unidos en una red tridimensional
unicamente por enlaces covalentes haciéndolos extremadamente duros y
dificiles de deformar

Metalicos - Cristal homogéneo que se caracterizan por tener pocos electrones
débilmente ligados a las capas mas externas del metal.

Moleculares — Las moléculas estan unidas por las denominadas fuerzas de Van
der Waals; estas fuerzas son muy débiles y correspondes a fuerzas de dipolos
eléctricos. Son facil de deformar.



Los sodlidos cristalinos moleculares son los que representan a la mayoria de los
cristales de proteina. Hoy en dia, la cristalizaciéon y el estudio estructural de los cristales
se consideran una ciencia y un arte. Esta premisa parte de la poca predictibilidad de las
condiciones de cristalizacion de una molécula o proteina®.

,;’—'—’,',‘.,,f.f\ No obstante, hay que resaltar que la
Cristalino e formacién de cristales y el uso de técnicas de

cristalografia permiten estudios de estructura
atémica. Se llama cristalizacion al proceso de
formacion de un cristal y cristalografia el
estudio de la estructura cristalina por medio
de rayos X.

La combinacion de ambos, cristalizacion vy

Figura 2: Representacion de solido cristalino versus solido ~ Cristalografia permiten establecer conexiones
amorfo; imagen de: directas entre la estructura de una proteina y
?;i’iﬁgg;’"gf;’,’””dosso7 ‘blogspot.com/2014/01/redes o) funcion. Ademas, promueven avances en:

disefio de drogas farmacéuticas, disefio de
proteinas (biotecnologia) y prevencion y tratamiento de enfermedades.

Niveles estructurales de las proteinas

Las proteinas son macro-moléculas organicas de alto peso molecular. Estan
constituidas por carbono (C), hidrégeno (H), oxigeno (O) y nitrégeno (N). Ademas,
pueden contener también azufre (S) y fésforo (P) y, en menor proporcion, hierro (Fe),
cobre (Cu), magnesio (Mg), yodo (Y), entre otros elementos combinados para formar
los aminoacidos.

Los aminoacidos son las unidades que componen una cadena de proteina. Se
caracterizan por contener un lado con un grupo amino (-NH2) y otro con un grupo
carboxilo (-COOH). Por convencion el orden de escritura de los aminoacidos es
siempre desde el grupo amino-terminal hasta el carboxilo final. La estructura primaria
esta determinada por la secuencia de aminoacidos en la cadena proteica. El numero de
aminoacidos presentes y el orden en que estan enlazados determinara la estructura
secundaria de la proteina. La estructura secundaria de una proteina es la que adopta
espacialmente, compuesta principalmente por hélice alfa y lamina beta. La estructura
terciaria es la estructura plegada y completa en tres dimensiones de la cadena poli-
peptidica y solo esta presente si hay mas de una cadena polipeptidica. Con varias



cadenas polipeptidicas, la estructura cuaternaria representa su interconexién y
organizacion.
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Figura 3: llustracion de los componentes estructurales de las proteinas. Lehninger 2005, Biochemistry

Sélidos cristalinos: ;Qué es un cristal?

Un sdlido cristalino contiene atomos, iones, o moléculas empacadas en una formacién
geométrica regular con una unidad estructural llamada celda unidad, segun ilustra la
figura 4. Se caracterizan por poseer un orden en su estructura, periédico y ordenado,
como consecuencia tienen una forma que no cambia, salvo por la accion de fuerzas
externas. A su vez la celda unidad se encuentra ordenadas en las tres dimensiones
Esto se traduce en siete parametros de red, que son los médulos, a, b y c, de los tres
vectores, y los angulos a, B y y que forman entre si. Estos tres vectores forman una
base del espacio tridimensional, de tal manera que las coordenadas de cada uno de los
puntos de la red se pueden obtener a partir de ellos por combinacion lineal con los
coeficientes enteros.
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Estructura cristalina

Celda unidad

Figura 4: Representacion de la celda unidad en una estructura cristalina, modificada para ilustrar
los vectores a, b,y c. Imagen original: http://blog.utp.edu.co/metalografia/3-cristalografia/

La estructura cristalina de un sdlido depende del tipo de enlace atémico, del tamano de
los 4tomos (o iones), y la carga eléctrica de los iones en su caso.



Existen siete sistemas cristalinos los cuales se distinguen entre si por la longitud de sus
aristas de la celda (parametros a, b, y ¢ de la celda) y los angulos a, B y y entre los
bordes de ésta. Estos sistemas o habitos son: cubico, tetragonal, ortorrombico,
romboédrica (o trigonal), hexagonal, monoclinico vy triclinico. Los diferentes sistemas
cristalinos se forman por el apilamiento de capas de atomos siguiendo un patrén
particular. En funcidon de las posibles localizaciones de los atomos en la celda unitaria
se establecen 14 estructuras cristalinas basicas, las denominadas redes de Bravais,

segun ilustra la figura 5.
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Figura 5: Representacion de las estructuras cristalinas bdsicas o redes de Bravais.

Pasos para la formacion de un cristal

La formacion de un cristal comienza con la nucleacién, formacién de un nucleo o
particula inicial con las propiedades de un cristal, a partir de la cual éste ya puede
crecer. Existen dos modalidades de nucleacion:

* Nucleaciéon homogénea: Cuando la particula es de la misma composicion y
estructura del cristal que se va a formar.

* Nucleacion heterogénea: Cuando el nucleo es una sustancia diferente y
preexistente que favorece su cristalizacion. Las particulas extrafias quedan
incluidas dentro del nuevo cristal como impurezas o inclusiones.

Una vez que el primero de cristal pequefio, el nucleo, forma que actua como un punto
de convergencia (si inestable debido a la sobresaturacién) para las moléculas de soluto
tocar - 0 adyacente a - el cristal de modo que aumenta su propia dimensién en capas
sucesivas.

BEEEEE" >
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Cristalino

Figura 6: Representacion de una capa cristalina versus una capa amorfa. Imagen de: http://materialesti2.blogspot.com/p/estructura.htm/




Introduccion a la curva de solubilidad

Las curvas de solubilidad son la representacion grafica del coeficiente de solubilidad.
En la curva de solubilidad el coeficiente de solubilidad representado depende de la
temperatura, de la naturaleza del soluto, de la naturaleza del disolvente y de la presion.
Para el caso de un sdlido disuelto, la influencia de la presion en muy pequefa. Al elevar
la temperatura, el coeficiente de solubilidad aumenta, si el fendmeno de disolucion a
temperatura constante es endotérmico (es el caso mas frecuente), y disminuye en caso
contrario. Por tanto, cada soluto disuelto en solucion tendra un coeficiente de
solubilidad a ciertos parametros experimentales.

En cristalizacién, los experimentos se trabajan a presién y temperatura constante. Asi
que la solubilidad dependera de la naturaleza del soluto, en este caso proteina, y la
naturaleza del disolvente: agua con amortiguador para mantener el pH constante. En
esta curva el eje de x representa la concentracion de agente precipitante y el eje de y
representa la concentracion de proteina. En la figura se muestra un ejemplo clasico de
curva de solubilidad, donde se reconocen tres zonas principales: insaturada, saturada,
y sobresaturada. La zona insaturada se caracteriza por la baja concentracion de
proteina y de agente precipitante. La zona saturada se caracteriza por unas
concentraciones intermedias, tanto para agente precipitante como para proteina. La
zona sobresaturada se caracteriza por altas concentraciones.

Sobresaturada

Concenfracioén de proteina

& o~ Zona Labil
& N -
& Zona Metaestable
Insaturada

Concentracion de agente precipitante

Figura 7: Representacion de la curva general de solubilidad. Imagen: Darya Marchany

La formaciéon de cristales esta dominada por elementos de naturaleza cinética
(velocidad de formacién de nucleos) y dependera de cuan rapido el sistema
experimental se mueve hacia la region sobresaturada También la formacion de
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cristales estara controlada por elementos termodinamicos (proceso espontaneo versus
no espontaneo).

Crecimiento cristalino: técnica de difusion de vapor en gota colgante

Difusion de vapor es el método mas comun y mas utilizado para encontrar las
condiciones de crecimiento de un cristal®. En ésta técnica, una gota que contiene la
proteina y el agente precipitante se equilibra sobre una solucién de reserva, segun
ilustra la figura 8. La solucion de reserva tipicamente contiene el doble de la
concentracion de sal, en comparacion con la gota. Por lo tanto, la soluciéon de reserva
atrae las moléculas de agua de la gota. Las moléculas de agua viajan el espacio de
separacion, hasta que eventualmente la gota entra en la region de sobresaturacién de
la curva de solubilidad.

Cubre-objetos con gota de
Proteina + Precipitante

i
\ A

AM—
|

Pocillo con precipitante

Figura 8: Caja de cristalizacion. Tambien conocida como caja linbro (a la izquierda). A la derecha, esquema de gota
colgante Imagen http://www.xtal.igfr.csic.es/cristalografia/archivos_07/gota-colgante-en

En ésta zona, la proteina pierde solubilidad y gracias a la falta de las moléculas de
agua, se aumentan las interacciones proteina-proteina necesarias para la formacién de
los nucleos.

En la técnica de gota colgante, se usa una caja de cristalizacién. La misma se
caracteriza por 24 pocillos individuales. Cada pocillo potencialmente puede ser

un experimento individual. En el pocillo, se contiene la soluciéon de reserva que por lo
general tiene tres componentes principales: un agente precipitante, un amortiguador y
agua destilada.
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Procedimiento general para preparar una solucion madre o stock:

1. La solucion madre por lo general se prepara a saturacion.

2. Decidir el volumen y la concentracion a preparar del soluto. El soluto en este
caso puede ser: una sal o una proteina

3. Calcular los gramos necesarios a pesar del soluto para preparar la solucion,
teniendo en cuenta las unidades.

4. Pesé la cantidad de gramos calculadas del soluto

5. Transfiera el soluto sélido pesado al tubo falcon o envase que contendra la
solucion.

6. Afada una pequefa porcidon de agua destilada

7. Disolver el soluto sélido poco a poco (sin llenar hasta el volumen deseado),
afadiendo porciones pequefias de agua destilada.

8. Cuando el soluto sodlido se disuelva, completar el volumen deseado,

afnadiendo agua hasta la marca de calibracién del envase (falcon)
9.

Ejemplo 1: Preparemos una solucion al 20% w/v de cloruro de sodio (NaCl)

Por definicion, 20% w/v (weight per volume, por sus siglas en inglés) se representa
como:

20 gramos de soluto

[1] 20% w/v =

100 mL de solucion

Si deseamos preparar una solucién, usaremos esa definicion [1] y la multiplicaremos
por el volumen a prepararse. En este ejemplo, prepararemos 5 mL de solucion.

20 gramos Nac(Cl

[2] (5 mL de solucién)

100 mL de solucion

El resultado de la ecuacién [2] representa los gramos de cloruro de sodio a pesarse
para preparar una solucion de 5 mL de cloruro de sodio.

Ejemplo 2: Prepararemos 5mL de una solucién 3.0M de sulfato de amonio ((NH4)2S0O4)
Para preparar una solucion usando el concepto de Molaridad (M) debemos recordar

que por definicién:

13



moles de soluto

3 M =
[3] Litros de solucion

Si usamos la definicidn [3], partiendo de una concentracion de 3M, la ecuacion se
representa como sigue:

3 mol 132.14 gramos de (NH4)2S04

1 molde (NH4)2S04

[4] (0.005 Litros)

Litro

En la ecuacion [4], se multiplico por el volumen de solucion a preparar en litros.
Ademas, se usoé la masa molecular del soluto, en este caso sulfato de amonio
((NH4)2S0O4) para cancelar los moles y obtener los gramos a pesarse.

Ejemplo 3: Preparemos 5mL de una solucion de lisozima a 100 mg/mL:

Por definiciéon, 100 mg/mL (miligramos sobre mililitros) se representan como:

100 mg
mlL de solucion

[5]

Si se multiplica la ecuacion [5] por el volumen de solucion a prepararse, el resultado
sera los miligramos (mg) de soluto a pesarse:

100 mg ) .
[6] (mL o soluciin (5 mL de solucién)

Esos miligramos (mg), se pueden convertir en gramos usando el factor de conversion
de 1000 mg= 1g



Procedimiento general para preparar la caja de cristalizacion:

1. Engrasar cada pocillo usando una jeringuilla con grasa de vacio

2. Colocar la solucién de reserva en el pocillo, con mucha precaucién y sin tocar la
grasa

3. Colocar una pequefia gota de proteina en el centro del cubre objeto usando el
gotero mas pequefio.

4. Una vez la gota de proteina esté en el cubre objeto, afiadir sobre la misma una
gota de la solucion de reserva. Usando un gotero pequeiio limpio.

5. Cerrar el pocillo colocando el cubre objeto al que previamente se le coloco la
gota de proteina + la solucién de reserva, sobre la grasa.

6. Repetir los pasos 3-5 con cada pocillo de forma individual.

Para llevar poder llevar a cabo el montaje y preparacion de una caja de cristalizacion es
necesario calcular el volumen de solucién que anadiremos a cada pocillo. Este volumen
de solucién formara la solucién de reserva. La misma esta compuesta generalmente
de una mezcla homogénea de: agente precipitante, amortiguador (buffer) y agua.

Se debe antes de comenzar a trabajar seleccionar el volumen total de solucién que
llevara cada pocillo en nuestro experimento. El volumen maximo recomendado por
cada pocillo es 1mL 6 1000 pL. Para llevar a cabo los calculos de volumen a afadir en
cada pocillo se usara la siguiente ecuacion:

[7] (C1V1) = (C;V3)

Dénde:

C4 representa la concentracion inicial de soluto en la solucion madre o
stock:

C, representa la concentracion experimental de soluto que llevara el
pocillo;

V4 representa el volumen a afadir de la solucion madre al pocillo;

V, representa el volumen total experimental del pocillo.

Usando el volumen total se calculara el volumen necesario a afiadir de cada
componente de la solucion de reserva (V4). Como hay tres componentes, se requiere
hacer varios célculos matematicos. Los detalles seran cubiertos en el proximo ejemplo.
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Ejemplo 1: Usaremos un volumen total de pocillo de 500 pL. Nuestras soluciones
madres de agente precipitante y amortiguador estan en una concentracion de: 20% w/v
para el agente precipitante cloruro de sodio y 1M para el amortiguador acetato de
sodio.

a. Haremos primero el calculo considerando la solucién de cloruro de
sodio:
En este caso: C, representa la concentracion inicial de cloruro de sodio
que es 20% w/v. V3 representa el volumen total del pocillo: 500 pL.

C, representa la concentracion experimental de soluto que llevara el
pocillo. Por lo tanto, se decide teniendo en cuenta el disefio experimental.
Para este ejemplo C; sera 10% w/v de coluro de sodio.

V4 representa la concentracion experimental de soluto que llevara el
pocillo. Es la cantidad que quiero encontrar con el calculo. Por lo tanto,
despejaremos la ecuacion [7] para V1 y sustituimos valores:

C)V
8] vy =20 222)2)
V. = (10%%cloruro de sodio)(SOOuL)
1= (20%%cloruro de sodio)

b. Haremos ahora el calculo considerando la solucién de acetato de sodio
pH 4.6:
En este caso: C4 representa la concentracion inicial de acetato de sodio
que es 1M. V; representa el volumen total del pocillo: 500 L.

C, representa la concentracion experimental de soluto que llevara el
pocillo. Por lo tanto, se decide teniendo en cuenta el disefio experimental.
Para este ejemplo C, sera 500 mM de acetato de sodio, o su equivalente
en unidades M, que es 5 x 1073 M.

V4 representa la concentracion experimental de soluto que llevara el
pocillo. Es la cantidad que quiero encontrar con el calculo. Por lo tanto,
nuevamente, despejaremos la ecuacion [7] para V.
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V, = (C2)(V32)

[9] (C1)

~ (52107 m)(500 pL)
- (1M)
Vi=25uL

Vy

c. Ahora calcularemos la cantidad de agua a anadir al pocillo para completar
el volumen total experimental:

[10]

volumen de agua =

(volumen total experimental) —

(volumen amortiguador + volumen de agente precipitante)

Sustituyendo en la ecuacién 10;
Volumen de agua= 500uL — (25uL + 250puL)
Volumen de agua= 500uL — (275uL)
Volumen de agua= 275 uL

Finalmente, al completar cada calculo nuestro pocillo llevara:

Solucion Volumen Conversion a gotas
Cloruro de Sodio 250 uL 15 gotas

(Agente Precipitante)

Acetato de sodio 25 uL 1 gota
(amortiguador)

Agua 225 ul 14 gotas
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. Tabla de conversion de volumen para el uso del gotero calibrado

Volumen Conversion a gotas
25uL 1

50uL 3

100puL 6

200pL 9

250pL 15

500 uL 30

750 uL 45

1000 uL 60

Il Material Suplementario

* An Overview of Biological Macromolecule Crystallization:
http://www.mdpi.com/1422-0067/14/6/11643/htm

* http://xray.bmc.uu.se/terese/tutorials.html

» Protein Crystallization for X-ray Crystallography:
http://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC318264 3/\

M. Conversion de unidades de mg/mL a M:

Nota:

mg/mL es una unidad de concentracidn que comunmente se utiliza en
experimentos de cristalizacion. Si quisiéramos transformar esta unidad a
Molaridad solo necesitamos el peso molecular de nuestra proteina. Lisozima
tiene un peso molecular de 14, 300 g/mol
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Si queremos calcular la concentracion de la solucion stock en unidades de Molaridad

1009, 1000mL 19 1mol _ 00699 M
mL 1L 1000mg ~ 143009
(M="%:
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