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ABSTRACT

This article shows the results of solubility tests of
keratin not only in basic media, close to the isoelec-
tric point, but also in acidic media in the presence of
different salts such as sodium and potassium halides,
as well as several alkaline chlorides. The salt's effect
on the solubility of keratin or keratoses is described in
terms of the law of matching water affinity, based on
the distinct tendency of ions towards hydration. The
application of this principle is focused on explaining
the interaction's competitiveness between inorganic
salts’ ions and ionized groups of keratin amino acids.
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RESUMEN

En este articulo se presentan los resultados de unos
sencillos ensayos de solubilidad de la queratina en me-
dios tanto bésico, cercano al punto isoeléctrico como
4cido en presencia de distintas sales tales como haluros
s6dicos y potésicos, asi como varios cloruros alcalinos.
El efecto de la sal sobre la solubilidad de la queratina
o queratosas se describe en términos de la Regla de
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Competitividad de Fajans o Regla de Afinidades al Agua
Equivalente, en base a la distinta tendencia de los iones
hacia la hidratacién. La aplicacién de este principio
se orienta a explicar la competitividad de interaccién
entre iones de sales inorgdnicas y grupos ionizados de
los aminoécidos de la queratina.

Palabras claves: Series de Hofmeister, Queratina,

RESUM

Aquest article presenta els resultats d’'unes senzilles
proves de solubilitat de queratina en ambdds medis
basics, propers al punt isoeléctric i acid en preséncia
de diferents sals com els halurs de sodi i potassi, aixi
com diversos clorurs alcalins. Lefecte de la sal sobre
la solubilitat de la queratina o queratosa es descriu en
termes de la regla de competitivitat de Fajans o regla
d’afinitat equivalent a l'aigua, basada en la diferent ten-
dencia dels ions cap a la hidratacié. Laplicacié d’aquest
principi té com a objectiu explicar la competitivitat de
la interaccié entre ions de sals inorganiques i grups
ionitzats d’aminoacids queratina.
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INTRODUCCION

La solubilidad de las proteinas puede ser regulada por
sales en numerosos procesos bioquimicos, de andlisis
a nivel de laboratorio y a escala industrial'~®. Esta fe-
nomenologia tiene gran interés a nivel operacional y
préctico a la hora de disenar procesos que manipulen
proteinas. No obstante, sigue sin comprenderse bien
el mecanismo de accién solubilizante o precipitante de
los distintos iones y sales sobre las proteinas, y sobre
las macromoléculas en general'®!'.

Aungque algunos de los efectos de las sales sobre las ma-
cromoléculas se conocian con anterioridad, entre 1887y
1888 Lewit'? y Hofmeister'>! fijaron que la cantidad de
sal necesaria para hacer precipitar la proteina dependia
de la naturaleza de los electrolitos utilizados. Ordend los
iones segtn su efecto estabilizante o desestabilizante.
Este ordenamiento se conoce como series de Hof-
meister o series liotrdpicas. Lejos de ser una propiedad
especifica a las proteinas, las series de Hofmeister han
resultado ser aplicables a numerosas fenomenologias
concernientes a distintas macromoléculas. Algunas
hipétesis tratan de explicar la fenomenologia en fun-
cién de la capacidad de los iones de interaccionar con
el agua. Los iones se han clasificado en dos tipos segiin
afinidad con el agua. Aquellos en los que la interaccién
ion-agua es mds fuerte que la interaccién agua-agua se
denominan iones cosmotrépicos. En cambio, aquellos
que interaccionan con el agua mas débilmente que el
agua consigo misma se denominan caotrépicos. No
obstante, en algunos sistemas ién-macromolécula,
aparecen comportamientos intermedios y opuestos al
descrito por Hofmeister™ y distintos a los predichos por
la mera afinidad acuosa de los iones. En muchos casos
hay que considerar también las interacciones directas
entre los iones y las macromoléculas. Por ejemplo, la
influencia de agentes externos como el pH en relacién
al punto isoeléctrico de la proteina, parecen resultar
relevantes en su comportamiento fisicoquimico®.

Las interacciones entre iones provenientes de sales
inorgénicas y los grupos funcionales ionizados de las
proteinas han sido estudiados por diversos autores.
Zhangy col.’ han observado series directas e inversas
trabajando con lisozima cargada positivamente (pH < pI)
dependiendo de la concentracién de la sal; Lépez-Ledn
et al. la estabilizacién coloidal de superficies cargadas,
tanto positiva como negativamente, de sistemas latex y
latex--proteina IgG (Inmunogammaglobulina-G), con
grupos amidina (=NHR) NR,* o con grupos sulfato
(RSO,) y carboxilo (RCO,)'*"; poliuretanos modelo de
alta densidad catioméricos, con grupos amonio cuater-
narios R,N(CH,)H", dieron resultados andlogos™**; por
su parte, Jungwirth et al. estudiaron las interacciones
entre funcionalidades amonio (R,NH*) de aminoécidos
y aniones como el cloruro (Cl) o ioduro (I)*’; Cremer et
al. ensayaron experimentalmente la interaccion entre
carboxilatos (-COO") y cationes mono y divalentes . En
el marco tedrico, Schwierz et al.*»*?y Salis y Ninham?®
han propuesto algunas modificaciones del comporta-
miento en las series de Hofmeister para interacciones
ion-macromolécula por métodos computacionales;
Asi, las series de Hofmeister sufren modificaciones
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en determinadas condiciones ambientales que ha sido
ajustadas a un espectro diverso de series directas, par-
cialmente modificadas e inversas.

Loépez-Ledn' subraya dos aspectos relacionados con
estos procesos: el cardcter hidréfilo/hidréfobo y el signo
de las particulas y superficies. Asi, cationes y aniones
inducirian efectos inversos en la estabilidad coloidal,
pudiendo producirse acumulaciones y expulsiones
de los iones en regiones concretas (series directas o
inversas con iones kosmotrépicos y caotrdpicos) en los
que las propiedades fisicoquimicas como polaridad y
polarizabilidad resultarian determinantes, y ademas de
la carga idnica y el cardcter superficial macromolecular
en estructura del agua, existirfan otros factores rela-
cionados con las fuerzas de dispersién que influirfan
directamente en estos procesos.

Estos resultados unidos a los distintos espectros ob-
tenidos por dindmica molecular* ** proponen que los
cambios se originan a partir de la variacién de las inte-
racciones ién-superficie al cambiar las propiedades de
la superficie; una doble naturaleza de estos fendmenos
relacionados, por un lado, con la reestructuracion del
agua y la teorfa clésica de estabilidad coloidal DLVO
(Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) y por otro lado,
con la acumulacién/expulsién de iones y la teoria de
Ninham y Yaminsky originada por las fuerzas de dis-
persi6n'®>?-%, Los modelos que mejor explican estos
fenémenos van desde los basados en la termodindmica
del sistema superficie-disolucién y los movimientos de
origen entrdpico, a los relacionados con cambios en el
potencial superficial de la interfase e interacciones de
corto y largo alcance.

Una reciente revisién de Okur y col. recoge una plé-
yade de estudios y fenomenologias relacionadas con
la interaccién entre iones y proteinas?. Una de las
principales conclusiones que se pueden extraer de
los trabajos realizados hasta la fecha es que, para los
ionémeros o macromoléculas cargadas, los iones con
similar grado de hidratacién tienden a interactuar
entre ellos. A esta hipétesis se la denomina Principio
de Afinidades al Agua Equivalentes. Este principio de
actuacion serfa similar al dispuesto por Fajans (1921)
para las sales de iones monovalentes tales como los
haluros alcalinos®?. El Principio de Competitividad de
Fajans explica cémo los iones de la mezcla de dos sales
“competirfan” por formar pares iénicos mas estables,
de acuerdo con el principio de similitud en cuanto a su
tendencia a la hidratacién. De igual manera que en el
caso de sales inorganicas este principio podria aplicarse
a distintas sales orgdnicas o incluso a grupos ionizables
de macromoléculas y distintos contraiones* 2%, Todos
estos antecedentes resultan de interés para ayudarnos
a interpretar los nuestros resultados experimentales
obtenidos respecto a la solubilidad de queratosas ex-
traidas de lana de oveja Latxa, tal y como se describe a
continuacién, en presencia de distintas sales inorgdnicas.

Las proteinas de la lana Latxa, principalmente quera-
tinas (KRT, del inglés Keratin) y proteinas asociadas a
queratina (KAP, del inglés, Keratin Associated Protein),
son de naturaleza muy hidréfoba e interaccionan débil-
mente con el agua, siendo mas favorables a interacciones
proteina-proteina®-3'. Pueden provocar su agregacion,



autoensamblaje, coalescencia y coagulacién, debido al
aumento de entropia neta (soluto-disolvente) haciendo
que las regiones hidrofébicas se asocien formando
agregados de forma espontdnea por estabilizacién es-
térical®?*32-34, Este comportamiento viene favorecido
por iones cosmotrdpicos o estructurantes que ayudan
a formar redes de enlaces de hidrégeno en el seno del
disolvente, agua, y expulsar la proteina. No obstante, la
accion de iones caotrdpicos puede dar como resultado
la estabilizacién de la proteina por interaccién con
aminodcidos cargados y de naturaleza polar, ayudando
a abrir las estructuras moleculares de las fibras y dar
como resultado dispersiones coloidales®.

Los aminoécidos que componen la lana contienen
aminodcidos cargados - positivamente, lisina (Lys),
arginina (Arg), y negativamente, cido aspartico (Asp)
y acido glutdmico (Glu); contienen grupos hidroxilicos
—serina y treonina (Ser y Thr)- y aminodcidos polares
como la asparagina o glutamina (Asn y Gln) que ha-
cen que se formen puentes de hidrégeno y salinos que
contribuyen a que se establezcan interacciones inter e
intramoleculares®”3% 3% 3, Estas interacciones, junto a
las atracciones y repulsiones estéricas derivadas de las
cadenas laterales de los aminoécidos, llevan a la macro-
molécula a adquirir su conformacién més estable, de
menor energfa. Ya sean interacciones covalentes o no
covalentes, intervienen en el proceso de plegamiento y
desnaturalizacién de proteinas, y como consecuencia,
en propiedades como la solubilidad.

La extraccién de las proteinas de la lana es compleja
debido a la estructura que presenta con multitud de
enlaces disulfuro e isopeptidicos. Para ello, la lana se
puede someter a distintos agentes externos de natu-
raleza quimica, fisica o bioldgica®** . En nuestros
ensayos, se han estudiado proteinas de la lana extraidas
por un método quimico de oxidacién con perdxido de
hidrégeno (H,0,)*. El tratamiento con H,O, consigue
romper las fibras proteinicas y los enlaces disulfuro para
llevarlas a disolucién. Asi, las queratinas resultantes
estarfan parcialmente oxidadas y por ello se denominan
queratosas. En particular, los productos de reaccién
resultantes de este método formarian especies deriva-
das del azufre oxidado, entre ellas los 4cido sulfénico
(R-SO,H), sulfinico (R-SO,H), y sulfénicos (R-SOH),
que llevarian un punto isoeléctrico (pI) mds alto que el
observado en la queratina por influencia de los residuos
cargados negativamente, que facilitan interacciones de
tipo electrostatico y de fuerzas de dispersion3® 353638
%, La presencia de estas especies oxidadas se reconoce
en importantes bandas de tensién S-O y S=O en el
rango 1055-1044 cm™ observadas en los espectros de
infrarrojo, FTIR*. Los grupos sulfonato y sulfato han
sido descritos previamente por Kunz y col. como grupos
‘blandos’ o capaces de interactuar mas fuertemente
con cationes voluminosos, poco hidratados y de baja
densidad de carga como el potasio (K*), al contrario que
los carboxilatos que interactiian més fuertemente con
cationes como el litio (Li*)*. En la Figura 1 se representa
la estructura de los grupos cargados de las queratosas
y su ordenacién en cuanto a su densidad de carga. Se
representa también cdmo los contra-iones con similar

( NH'\ '."‘,

densidad de carga tienden a interactuar mds fuertemente
segun la ley de Afinidades al Agua Equivalentes.
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Figura 1. Ordenamiento de los grupos ionizables de las
queratosas en funcion de su densidad de carga: De carga
positiva: A) histidina, B) Arginina, C) Lisina. De carga
negativa: D) sulfinato (derivado oxidado de la cisteina y
cistinas nativas) y E) carboxilato. Las flechas verticales
indican una mayor interaccién entre grupos con similar
densidad de carga (pero opuesta). F) Esquema de
interaccion intermolecular donde los grupos de similar
densidad de carga interactiian entre si.

Estudios mediante hidrdlisis de los enlaces peptidicos
de las proteinas que componen la lana muestran que la
composicion presenta mayor porcentaje en aminoacidos
Cys, Glu/Gln, Ser, Gly, Leu, Pro, Arg, Asp/Asn y Thr**
%0, Segun la clasificacién de hidrofobicidad de los ami-
nodcidos de Chothia y Finkelstein* las proteinas de la
lana mostrarian asi regiones con porcentajes mayores
de composicién de aminoécidos polares y neutras,
seguin su hidrofobicidad:

-Polares: Arg, Lys, Glu, Asp, Gln, Asn

-Neutros: Gly, Ala, Ser, Thr, Pro, His, Tyr

- Hidrofébicos: Cys, Leu, Val, Ile, Met, Phe, Tyr.

Ya que el tratamiento oxidativo utilizado romperia los
enlaces disulfuro (entre Cys), las queratosas resultantes
también contendrian regiones cargadas negativamente®
(aminoécidos polares del tipo sulfonato R-SO,). Este
hecho hace que los péptidos sean mds susceptibles tanto
al pH como a la interaccién con iones.

El pH yla concentracién salina de iones monovalentes
se estudian en este trabajo y estan relacionados con
factores que implican cambios en la naturaleza su-
perficial de las macromoléculas y su comportamiento
fisicoquimico. Se presentan los resultados cualitati-
vos de un experimento de solubilidad de queratosas
en presencia de distintas sales y a pH por encima,
cercano y por debajo de su punto isoeléctrico. Este
experimento pretende dilucidar el impacto de las sa-
les sobre la queratina, observando su cinética y grado
de hidrofobicidad mediante cambios de fase a nivel
macroscépico. Ademds, el conocimiento de la com-
posicion de la queratina (Tabla 1), de la estructura, del
caracter acido-base de sus aminoacidos constituyentes,
se pueden deducir interacciones particulares entre los
distintos iones y segmentos particulares de la queratina.
Las observaciones son explicadas en base a las series
de Hofmeister, los ajustes a modelos de Debye-Hiickel
(DH) y al Principio de Competitividad entre iones y
especies ionizadas.
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MATERIALES Y METODOS
Materiales

Los siguientes reactivos fueron utilizados en esta
investigacion: LiBr (Acros Organics), LiCl (Panreac),
NaF (Panreac), NaCl (Panreac), NaBr (Acros Orga-
nics), Nal (Acros Organics), NaSCN (Acros Organics),
NaOH (Panreac), KF (Panreac), KCl (Panreac), KBr
(Acros Organics), KI (Panreac), KSCN (Panreac), NH-
,Cl (Scharlau), HCI (Panreac), CH,COOH (Panreac),
CH,COONa (Panreac). Las sales fueron utilizadas tal
como fueron recibidas, excepto KF, KI, KSCN y NH-
,Cl, las cuales fueron secadas a vacio a 100 °C, antes
de ser usadas para la preparacion de las disoluciones.

Obtencién de queratosas a partir de la lana

La lana utilizada ha sido la de una oveja caranegra.
Lalana se ha lavado con agua y jabén y posteriormente
se ha enjuagado y aclarado con agua y etanol, después
se ha secado a vacio. A partir de ella se ha extraido
una serie de proteinas, cominmente denominadas
queratinas, con cierto grado de oxidacién, por lo
que de aqui en adelante se denominardn queratosas.
Para la extraccion de la queratosa se ha utilizado un
protocolo de extraccién descrito en trabajos anterio-
res de los autores®. Brevemente, se ha pesado 102,8
g de lana y se ha dispersado en una disolucién 1 M
de agua oxigenada (H,O,) a pH=10,8. La temperatura
de la suspensién se ha elevado hasta 50 °C y se ha
agitado durante 2 horas mediante agitacién forzada.
Transcurrido el tiempo se ha filtrado a través de una
media de masa conocida, donde se ha recogido la lana,
que tras secada ha sido pesada para determinar el
rendimiento de extraccion, el cual ha sido de un 92%.
El filtrado ha sido acidificado con HCI concentrado
hasta observar la precipitacién de la queratosa a un
pH entre 4 y 5 (Tabla 1). Tras su decantacién ésta ha
sido secada 50 °C, obteniéndose 43 g de queratina.

Disoluciones de haluros sédicos y potasicos, y
de cloruros alcalinos

El objeto de este trabajo ha sido determinar el efecto
de cada ién individual sobre la solubilidad de las que-
ratosas. Para estudiar el impacto de los aniones se han
preparado disoluciones de haluros potdsicos (KF, KCl,
KBr, KI), inclusive el tiocianato potésico (KSCN). Para
estudiar el impacto de los cationes se han preparado
disoluciones de cloruros alcalinos (LiCl, NaCl, KCI)
inclusive el cloruro aménico (NH,CI). Estas disolu-
ciones han sido preparadas con una concentracién de
1MapH1,5y10.

Disoluciones de queratosas en presencia de sales

Las disoluciones de queratina con concentracién de 3
mg/mL han sido preparadas mezclando aproximada-
mente 9 mg de queratina con 3 mL de las disoluciones
salinas de concentracién 1 M, a pH bésico (pH=10),
cercano al isoeléctrico (pH=5) y dcido (pH=1).

Las disoluciones se prepararon con una concentracion
de las sales de 1M. Para las disoluciones de pH bésico
(pH = 10) el pH se ajusto empleando NaOH. Las di-
soluciones cercanas al punto isoeléctrico (pH = 5) se
prepararon empleando un tampén de CH3COOH/
CH3COONa de concentracién 0,02 M tanto del dcido
como de la sal y se afiadié 0,01 moles de NaOH. Las
disoluciones con pH 4cido (pH ~1) se prepararon ajus-
tando el pH con HCI 3M

Ademés, se prepararon tres blancos que no contenian
queratina, un blanco a pH=10, otro blanco a pH=5y el
otro blanco a pH=1. También se prepararon tres blancos
que contenfan queratina, un blanco a pH=10, otro blanco
a pH cercano al isoeléctrico y el otro blanco a pH=1.

a) Efecto de los cationes en la solubilidad de las
queratosas a pH > pL.

b) Efecto delos aniones en la solubilidad de las
queratosas a pH > pl.”

Tabla 1. Aminodcidos ionizables en la queratina y estimacion de su punto isoeléctrico, plL.

Aminodicidos dcidos Aminodcidos basicos
Ac. Asp Ac. Glu Hist Lis Arg
Proporcién (g, . .../ 8 querating %) 10.2 19.1 1.4 4.7 11.3
Masa molar (g/mol) 133 147 155 146 174
pK, (grupo lateral) 3.6 4.2 6.0 10.5 12.5
N° moles 0.077 0.13 0.009 0.032 0.065
pH Carga, g Yq-N°’moles
0 0 + + + 10.6
3.65
- 0 + + + 2.9 pl = 4.05
4.25 - - + + + -10.1
6 - - 0 + + -11
- 0 0 + -14.2
10.5
- - 0 0 0 -20.7
12.5
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¢) Efecto delos cationes en la solubilidad de las
queratosas a pH ~ plL.

d) Efecto de los aniones en la solubilidad de las
queratosas a pH ~ pl.

e) Efecto delos cationes en la solubilidad de las
queratosas a pH < pL.

f) Efecto delos aniones en la solubilidad de las
queratosas a pH < pL.

Las disoluciones salinas fueron sonicadas durante dos
horas en el bafio de ultrasonidos SELECTA ULTRASONS.
Después de la sonicacién se ha estudiado cémo afecta
el impacto de los diferentes aniones y de los cationes
en la solubilidad y si seguian una serie de Hofmeister
directa o inversa.

Medidas de precipitacién de la queratina me-
diante un polaroscopio casero

Las disoluciones de queratina en presencia de distintas
sales inorganicas (sales de cloruro y sales potésicas)
fueron llevadas a un bafo de ultrasonidos SELECTA
ULTRASONS. El tiempo de sonicacién de las disolu-
ciones en el bafio de ultrasonidos fue de 30 minutos
y durante la sonicacién se mantuvo a temperatura
ambiente. Después de la sonicacion, las disoluciones
fueron llevadas a una caja que tenfa dos polarizadores
cruzados y una luz para iluminar el interior (Figura
2a), y se hicieron fotos a tiempo 0, 10, 20, 30, 60, 90,
120, 1440, 2880, 4320 minutos. Las fotos tomadas a los
tiempos indicados anteriormente fueron analizadas
mediante el programa Image J, midiendo el valor del
pixel. Estos experimentos fueron llevados a cabo para
estudiar la influencia del catidn (en el caso de las sales
de cloruro) y la influencia del anién (en el caso de las
sales potdsicas) en el proceso de sedimentacién de la
queratina.

Estudio del impacto de la concentracién de sal
sobre la solubilidad de la queratosa

Para determinar la concentracién de queratosa en
el sobrenadante en presencia de distintas sales a dis-
tintas concentraciones de éstas, se ha tomado 1 mL
de disolucién homogenizada y se ha centrifugado du-
rante 10 s. El precipitado se ha lavado con etanol/agua
(60/40), centrifugado otra vez y secado a 80 °C a vacio.
El procedimiento se ha repetido hasta obtener un peso
constante del precipitado. Por diferencia, respecto a la
concentracioén inicial, puede estimarse la cantidad de
queratosa disuelta.
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Figura 2. a) Montaje experimental para la determinacion
de queratina coloidal presente en dispersion acuosa.
Evolucion de la estabilidad de las dispersiones de
queratina, 3 mg/mL, en presencia de distintos cloruros,
1M, a distintos pH: b) pH 1, ¢) pH 5 y d) pH 10. Y en
presencia de distintas sales sédicas, 1M, a distintos pH: e)
pH 1 f) pH 5y g) pH 10.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del pH sobre la solubilidad de la queratina

Tal y como se ha indicado en la Tabla 1, a pH < pI la
queratina se carga positivamente, mientras que a pH
> pl esta predominantemente cargada negativamente.

En la Figura 2 se muestra la evolucién de la concen-
tracién de queratina en funcién del pH y del tiempo.
En la Figura 3a se representan los datos con una escala
logaritmica en el tiempo. Es decir, pretende simular la
precipitacién mediante una relacién en la que Calogt.
Es decir un proceso lineal segin de la siguiente relacién:

C=Co— fBlogt Ec.(1)

Tal y como se indica en la Figura 3a, el ajuste a (1) de
los datos a tiempo iniciales proporciona unos valores
de 1,5; 0,5y 0,1 para los sistemas a pH = 1, 5y 10, res-
pectivamente. Sin embargo, es notorio que los datos
experimentales no cumplen la linealidad. Tampoco lo
cumplen en una relacién doble logaritmica del tipo logC
alogt, como puede apreciarse en la Figura 3b. Tampoco
se da una linealidad del tipo logC a ¢. Sin embargo en
este ultimo caso si se ha observado una linealidad a
tiempos cortos. Por ello se propone que la precipitacién
viene dada por una fraccién inestable representada por
su concentracion, C__, cuya precipitacion sigue una
linealidad del tipo log Cmes a t. Sin embargo la concen-
tracion total estaria dada por la suma de la queratina
estable, representada por la queratina en el equilibrio,
C,.» ¥ la inestable:

Cl =0 + G i) Ec.(2)

siendo C,__ (t)=C°__10""el proceso se podria modelar

con una relacién tal que:
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Cltf= Cog + it 10°7* Ec.(3)

Mediante una representacion de log[C(t)—Ceq] frente a
t, es posible determinar los valores C°, _yb”apartir de
la ordenada en el origen y la pendiente, respectivamente:
10g[C(£)-Ceq] = 10gC%nes - Bt Ec.(4)

En la Tabla 2 se listan los valores de C° _y b” asi
obtenidos para los sistemas a distintos pH. El valor de
C,, es tomado como el tltimo valor de concentracién
en funcién del tiempo, C_ ~ C(#) cuando ¢~y ya ha
precipitado toda la fraccién inestable, esto es C,__ (£~
o) ~ 0. Puede observarse que la suma de C° _+ C_
coincide bastante bien con el valor de concentracién

inicial de queratina de ~ 3 mg/mL lo cual da cuenta
de la bondad del modelo.

Tabla 2. Pardmetros de ajuste de la precipitacién de la
queratosa a distintos pH segiin la ecuacion (4).

pH Ce‘l (g/L) | logC® | C... (g/L) b’ C° Ceq
1 0,25 0,44 2,75 0,00420 3,00
5 1,36 0,20 1,61 0,00031 2,97

10 2,55 -0,21 0,61 0,00024 3,16

A pH = 1, parece que a partir aproximadamente de
1000 min se llega a un régimen de equilibrio donde
precipita toda la queratina. En cambio, a pH cerca del
punto isoeléctrico y por encima del pl, se observa que la
queratina necesita mayor tiempo para que precipite toda.

Por lo tanto, queda expuesto que la influencia del
pH afecta a la cinética de precipitacion de la querati-
na, siendo mds répida su precipitacién a tiempos mds
cortos en un pH< pl.

Aparte, hay que considerar que la queratina est4 car-
gada positivamente a pH< pl, y esto afecta a grupos
positivos de la queratina interactien de una forma
especifica con el agua, de tal manera que favorecen la
precipitacion.

Efecto de los cationes sobre la solubi-
lidad de la queratina

Tal y como se puede ver en las iméagenes de las Figura
la-c, la naturaleza catiénica repercute en la estabilidad
coloidal de la queratosa en medio acuoso. Los datos
cuantitativos de concentracién frente a tiempo, en
funcién de la naturaleza del catién a distintos pH se
muestra en la Figura 4 para distintos cloruros.

A pH=1 C__ (Tabla 3) crece en el orden Li*> Na*>
NH,"> K", en cambio para pH=5y pH=10 esta tendencia
se ve modificada en el orden K*> NH,*> Na*> Li*y K* >
Na*> Li*> NH, " respectivamente. Lo cual puede estar
relacionado con una mayor interaccién del K con la
proteina, que hace neutralizar sus cargas parcialmente
y favorecer su comportamiento hidrofébico.

Efecto de los aniones sobre la solubilidad de
la queratina

De manera similar al estudio de los cationes mostrado
arriba, se ha encontrado que la naturaleza anidnica
repercute en la estabilidad coloidal de la queratosa en
medio acuoso. Los datos cuantitativos de concentra-
cién frente a tiempo, en funcién de la naturaleza del
anioén a distintos pH se muestra en la Figura 5 para
distintas sales potésicas.

A pH=1 C__ (Tabla 4) crece en el orden Br > I >
Cl'> SCN"> F. En cambio, para pH=5 y pH=10 esta
tendencia se ve modificada en el orden Cl'> F > Br >
SCN >y Cl'> F> SCN > I' > Br respectivamente.
Esto puede estar relacionado con una mayor inte-
raccién del Cl-a pH=pl y pH>pl con la proteina, que
hace neutralizar sus cargas parcialmente y favorecer
su comportamiento hidrofébico.

Influencia de los iones a pH < pl
En el caso de los cationes el orden de precipitacién

sigue una tendencia similar en todos (Figura 4), ademas
cuando se deja mayor tiempo para precipitar, toda la

[oplll ¢pH5 = pHIO]
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Figura 3. Solubilidad de queratina, 3 mg/mL, en funcién del tiempo a pH 1, 5y 10. En (a) y (c) las lineas de puntos corres-
ponden a los respectivos ajustes lineales en C vs. logt (ec. 1). En (b) y (c) las curvas con rayas cortas corresponden al ajuste de
los datos a la ec. 4.
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Tabla 3. Pardmetros de ajuste de la precipitacion de la queratosa a distintos pH (a) segiin la ecuacion (1)

y (b) segiin la ecuacién (4), para los distintos cationes.

pH=1 pH=5 pH=10
Catién C, (g/L) b C, (g/L) b C, (g/L) b
2) Li 4,47 1,23 3,37 0,24 3,45 0,27
Na 4,28 1,21 3,65 0,38 2,92 0,023
K 3,63 1,01 3,70 0,42 3,35 0,10
NH4 3,84 1,09 3,27 0,28 3,06 0,16
pH=1 pH=5 pH=10
Cation | C gL |[C,. @] b C, (g c,.. (g/L) b’ C, (g c,.. (g/L) b
b) Li 0,38 2,93 0,0026 2,06 0,92 0,0002 2,52 0,62 0,0013
Na 0,27 2,90 0,0029 1,58 1,49 0,0003 2,85 0,052 0,0013
K 0,29 2,50 0,0033 1,36 1,66 0,0002 2,93 0,32 0,0019
NH, 0,27 2,77 0,0036 1,64 1,19 0,0001 2,48 0,39 0,0012
@ &N A « NH,*
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Figura 4. Evolucion de la concentracion de queratina coloidal, 3 mg/mL, en presencia de distintos cloruros en funcion del
tiempo a pH=1, pH=5 y pH=10. En las columnas de la izquierda y derecha las lineas de puntos corresponden a los
respectivos ajustes lineales en C vs. logt (ec. 1). En las columnas del centro y de la derecha las curvas con rayas cortas

corresponden al ajuste de los datos a la ec. 4.
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Tabla 4. Pardmetros de ajuste de la precipitacion de la queratosa a distintos pH (a) segiin la ecuacién (1) y
(b) segiin la ecuacién (4), para los distintos aniones.

a) pH=1 pH=5 pH =10
Anién C,(g/L) b C,(g/L) b C, (g/L) b
F 3,62 0,47 2,16 0,27 3,40 0,15
Cl 2,84 0,72 3,83 0,53 3,33 0,11
Br 3,69 0,96 2,69 0,23 3,31 0,086
I 3,03 0,78 2,40 0,16 3,24 0,10
SCN 2,86 0,71 2,51 0,17 3,07 0,14
b) H=1 pH=5 pH =10
Anién C, (gL C,. (&/h) b’ C.gm) | C,. @0 b C.gm) | C,. (/) b
F 1,99 1,15 0,0022 1,11 1,17 0,0051 2,85 0,37 0,0015
Cl 0,35 2,17 0,0044 0,87 2,13 0,0003 2,97 0,44 0,0113
Br 0,42 2,80 0,0047 1,42 1,01 0,0009 3,00 0,21 0,0014
I 0,40 2,46 0,0061 1,56 0,76 0,0016 2,84 0,26 0,0009
SCN 0,36 2,09 0,0037 1,61 0,79 0,0012 2,54 0,33 0,0007
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Figura 5. Evolucion de la concentracion de queratina coloidal, 3 mg/mL, en presencia de distintas sales potdsicas en _funcion
del tiempo pH=1, pH=5 y pH=10. En las columnas de la izquierda y derecha las lineas de puntos corresponden a los
respectivos ajustes lineales en C vs. logt (ec. 1). En las columnas del centro y de la derecha las curvas con rayas cortas
corresponden al ajuste de los datos a la ec. 4.

106 | AFINIDAD LXXX, 598




queratina precipita. Esto implica que hay que tener en
cuenta las interacciones posibles ién-macromolécula,
ién-agua y macromolécula-agua. En este caso hay
una fuerte repulsién del agua con los cationes y con
la macromolécula que impide que se solvate, y por lo
tanto tiende a precipitar. En la Figura 2 (b), queda claro
la precipitacién de la queratina en las disoluciones.
La influencia de la naturaleza del anién en las dis-
persiones acuosas de queratina a pH=1, puede ser ob-
servada en la Figura 5. Se puede observar claramente
que la tendencia de la queratina para precipitar en las
sales potdsicas es similar, excepto en el Fen el cual
aun queda queratina sin precipitar. Ademads, en la Fi-
gura 2 (e) se observa que cuando se deja tiempo para
que precipite, precipitan todos los aniones, excepto
el F-. Por lo tanto, el fluoruro (F) es el anién que mds
favorece la solubilidad. Se observa como la queratina
en la disolucién con fluoruro presenta un aspecto mds
turbio en comparacién con el resto de las disoluciones
en las cuales la queratina estd totalmente precipitada.

Influencia de los iones a pH > pl

Los ensayos realizados a pH = 10, indican que para
los cationes en medio bésico (Figura 4), la tendencia de
la queratina para precipitar es la siguiente: K* < Na* <
Li* < NH,* Siendo el K* el catién que menos favorece la
precipitacién de la queratina. En la Figura 2 (d), queda
claro la turbidez de la disolucién de la queratina con
K*. En medio bésico, estas especificidades catiénicas
son puestas de manifiesto, debido a la carga negativa
de la queratina.

En medio basico para los aniones (Figura 5), el impacto
en la precipitacion es: Br ~ Cl'< I'~ F < SCN". Queda
de manifiesto en la Figura 2 (g) la mayor turbidez que
presenta el Br- con respecto al resto de disoluciones.
Se puede observar como a pH>pI el anién que mds
favorece la solubilidad es el Br-.

Influencia de los iones a pH ~ pl

En la Figura 2 (c) y Figura 4, a un pH cercano al
isoeléctrico, los cationes siguen el siguiente orden
de precipitacién: Li* < NH," < Na* < K*. Comparando
con medio bésico, se observa que la tendencia a pre-
cipitar en medio cercano al punto isoeléctrico es a
la inversa, siendo el Li* el catién que menos favorece
la precipitacién mientras que a pH = 10 es el potasio
el catiéon que mads solubilidad proporciona. La razén
de esta inversién de la tendencia no esta clara pero
puede deberse a la protonacién de la Histidina a pH
< 6 que conlleve un reordenamiento de las afinida-
des intra-macromoleculares y de las de naturaleza
macromolécula-i6on*%

En los aniones el orden de precipitacién en un medio
cercano al punto isoeléctrico sigue el orden (Figura 2
(f) y Figura 5): SCN" <I' < Br < F < CI. Comparando
con medio 4cido y bdsico, en este caso el anién que
menos favorece la precipitacion es el SCN-, diferente
anién en comparacién con los medios 4cido y basico.

A parte, se puede concluir, que conforme aumenta
el tiempo en las cuales las mezclas estdn en reposo, la

cantidad de queratina que precipita sigue aumentan-
do, especialmente en el CI, llegando a extrapolar los
datos se puede prever que a tiempos mayores llegara
a precipitar toda la queratina.

Ademis, se manifiesta que el pH afecta a la capacidad
de precipitacién y/o solubilizacién de las queratosas
en las sales.

Impacto de la concentracién de la sal. En-salado
y ex-salado.

La variacién de la concentracion de las sales puede
hacer que el comportamiento macromolecular cam-
bie. Es habitual que, a concentraciones bajas, las sales
puedan facilitar la solubilidad de las macromoléculas.
Este fenémeno puede denominarse como en-salado.
A concentraciones mayores, sin embargo, una alta
concentracién de sal puede promover la insolubilidad
de las macromoléculas.

Mediante gravimetria, se ha estudiado el efecto de la
concentracién de tres sales, NaCl, KCl y LiCl, sobre la
solubilidad de las queratosas a un pH cercano al isoeléc-
trico (pH = 5). La Figura 6 muestra la evolucién de la
solubilidad de la queratosas en presencia de distintas
concentraciones de sal. Estos datos se han ajustado al
modelo de Debye-Hiickel** **:
0.5-z+z" -V Ec(5)
1+41

logSy + — Kol

Donde S representa la solubilidad de la queratosa,
Z*Z" un término proporcional a su valencia eléctrica,
m la fuerza idnica, A una constante dependiente de
los radios iénicos, y K una constante que refleja la
capacidad de la sal de precipitar la queratosa. El se-
gundo término de la ec. 5 determina la capacidad de
solubilizar las macromoléculas, mientras que el Gltimo
término determina la capacidad de insolubilizar las
macromoléculas a altas concentraciones de sal, siendo
determinada por la constante de ex-salado, K. Los
pardmetros de ajuste para los datos de la Figura 6 se
recogen en la Tabla 5. Como puede verse la capacidad
de en-salado de los cationes sigue el orden Li* > Na* >
K. Este orden es el inverso a en cuanto su capacidad
de precipitar la queratosa, esto es K > Na* > Li*. Estos
datos, obtenidos gravimétricamente, coinciden con los
datos obtenidos mediante el estudio de decantacién
realizado con un polarimetro, descrito anteriormente,
donde a pH = 5 se observaba que el ajuste lineal a la
ec. 1 daba pardmetros b decrecientes segin K* > Na*
> Li*. También el ajuste al modelo representado por la
ec. 4 indicaba que la inestabilidad de la queratosa en
presencia de los cationes decrece segtin K* > Na* > Li*
(ver Figura 4 y Tabla 3). Segin la Regla de Afinidades
al Agua Equivalentes, la mayor insolubilidad en pre-
sencia de K* puede deberse a la menor capacidad de
este cation de interactuar con los carboxilatos que, por
ejemplo, el Li* o el Na*, permitiendo un mayor grado
de interacciones intra o inter-macromoleculares y asi
su mayor coalescencia. También podria vincularse a
una mayor interaccién del K* con los grupos sulfona-
to con respecto a los cationes Li* o Na* y a un mayor
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apantallamiento iénico del potasio que favoreceria el
cardcter hidréfobo de la proteina*®*2.

Cabe senalar que la capacidad de en-salado de las
sales sobre estas queratosas es muy limitada en com-
paracién con otras proteinas las cuales si presentan una
mucha mayor solubilidad con la adicién de pequenas
cantidades de sal®.

b 2
L 8 ...
LN 5: 1 03.. .‘ ---------- )
(QO -.@'S_Qm g2 =
Lo "“©60. o
"‘,5.&_. .
-1 a Lc ‘0 ™ )
g NaCl .,
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2 ‘.-". \\'\-
) 0 1 172 2 3
H

Figura 6. a) Fotografias de suspensiones de queratosas (5
mg/mL) en presencia de distintas sales, 3 M (u"*= 1,7
M"2) tras decantacion prolongada (24 h). b) Ajuste al

modelo de Debye-Hiickel y régimen de en-salado y
ex-salado de la queratosa a distinta concentracion de
LiCl, NaCl, y KCI, y el ajuste de los datos a la ec.5. Ver los
pardmetros en la Tabla 5.

Tabla 5. Pardmetros de ajuste de los datos de solubilidad
de las queratosas, obtenidos por gravimetria, en
presencia de las sales indicadas, segiin el modelo de
Debye-Hiickel (ec.5).

Sal logS, VAV A A K,
LiCl 0.579 1.5 0.75 0.2
NaCl 0.579 0.65 0.01 0.372
KCl 0.580 0.7 -0.1 0.6

CONCLUSIONES

Un sencillo experimento de solubilidad de las que-
ratosas en medio 4cido (pH < pl), medio cercano al
punto isoléctrico (pH ~ pl) y medio basico (pH > pl)
en presencia de distintas sales pone de manifiesto la
fenomenologia ién-macromolécula.

Atendiendo a la composicién de la queratina,
los resultados de solubilidad observados pueden
relacionarse con el Principio de Competitividad de
Fajans o también conocido como Regla de Afinidades
al Agua Equivalentes.
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