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RESUMEN

En este articulo se presentan los resultados de unos sencillos ensayos de solubilidad de la clara de
huevo cocido en medios tanto basico como acido en presencia de distintas sales tales como haluros
sodicos y varios cloruros alcalinos. El efecto de la sal sobre la solubilidad de la clara previamente
coagulada se describe en términos de la Regla de Competitividad de Fajans o Regla de Afinidades al
Agua Equivalente, en base a la distinta tendencia de los iones hacia la hidratacion. La aplicacion de este
principio se orienta a explicar la competitividad de interaccion entre iones de sales inorganicas y grupos
ionizados de los aminodacidos de las proteinas de la clara, lo cual se hipotetiza que determina la cinética y
grado de solubilidad de la proteina coagulada.

Palabras claves: Series de Hofmeister, huevo cocido, aniones, cationes

ABSTRACT

This manuscript presents the qualitative results of boiled egg white solubility in acidic and basic
media in the presence of different salts such as sodium halides and alkaline chlorides. The effect of salts
on egg white solubility is described in terms of Fajans Competitivity Principle or Matching Water
Affinities, based on ions tendency towards hydration. This principle is brought to explain the
competitivity of the interactions between the salt ions and ionizable groups within the protein
macromolecule, what is hypothesized that determines the kinetics and degree of coagulated protein
solubility.

Key words: Hofmeister series, Boiled egg white, Anions, Cations

INTRODUCCION
El control de la solubilidad de las proteinas regulada por sales de gran importancia en

numerosos procesos de analisis a nivel de laboratorio [1,2], procesos bioquimicos como la
formacion de las sedas [3,4], la division celular [5] o la catélisis enzimética [6,7] y puede ser
interesante a nivel industrial para preparar fibras uretanicas, o de otro tipo de macromoléculas
proteicas o biomiméticas, en medio acuoso [8,9].

Aunque se ha racionalizado mucho la pléyade de fenomenologias referentes a la
fenomenologia i6n—macromolécula, sin embargo, el mecanismo de accion solubilizante o
precipitante de las los distintos iones y sales sobre las macromoléculas sigue sin comprenderse en
su plenitud [10,11]. Las interacciones entre iones Yy distintas regionales macromoleculares sin carga
han sido confirmadas con varias macromoléculas modelo y mediantes diversas técnicas analiticas
tales como espectroscopia de resonancia magnética nuclear [12,13] o espectroscopia infrarroja [13—
14] asi como mediante simulaciones computacionales como por ejemplo en el anélisis de las
interacciones entre cationes y los grupos amida (-CO-NH-) de las proteinas [15].

Las interacciones entre iones provenientes de sales inorganicas y los grupos funcionales
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ionizados de las proteinas también han sido estudiados, como por ejemplo los estudios de Lopez—

Ledn et al. con latexes cargados positivamente con grupos imidinio (= NHR) NR; o negativamente

con grupos sulfato (RSO, ) [16,17], los estudios con poliuretanos modelo cargados positivamente

con cuaternios R,N—(CH3)H" [13,18], los estudios computacionales de Jungwirth y col. sobre las
interacciones entre funcionalidades amonio (RsNH") de aminoéacidos y aniones como el cloruro
(CI") o ioduro (I) [19], o los estudios experimentales de Cremer y col. sobre la interaccion entre
carboxilatos (— COO") y cationes mono y divalentes [20]. Salvo algunas excepciones, la mayoria de
estudios, como los anteriormente citados, estan generalmente de acuerdo con la nocion de que los
iones con similar grado de hidratacion tienden a interactuar entre ellos. Este principio de actuacion,
aplicado a la interaccion ibn—-macromolécula, seria similar al dispuesto por Fajans (1921) para las
sales de iones monovalentes tales como los haluros alcalinos [21]. En la Figura 1a se muestra un

diagrama de tipo volcan [22] en el que se observa como las sales cuyos iones tienen una similar

energia libre de solubilizacion, AG?, tienen una mayor energia libre de solubilizacion, es decir

forman pares idnicos mas estables y tienden a ser mas insolubles que las sales con iones con AG!

muy diferentes.

La implicacion del también Ilamado Principio de Competitividad de Fajans, expuesto arriba,
se esquematiza en la Figura 2b, en donde se indica como los iones de la mezcla de dos sales
"competirian” por formar pares i6nicos mas estables, de acuerdo con el principio de similitud en
cuanto a su tendencia a la hidratacion (ver datos de las correspondientes sales e iones en la Figura
1a).
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Figura 1. Principio de Competitividad de Fajans. a) Energias libres de disolucidén de distintas sales
en funcion de la diferencia de energias libres de hidratacion de sus iones constituyentes (Figura del autor
adaptada de Morris [22] y convertida a Julios). b) Implicacién del Principio de Competitividad en la
formacion de pares ionicos estables.
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En este trabajo se presentan los resultados cualitativos de un experimento sencillo de
solubilidad acuosa de la clara de huevo cocida (por ejemplo, desnaturalizada térmicamente) en
presencia de distintas sales y a pH por encima y por debajo de su punto isoeléctrico. A diferencia de
los experimentos pioneros de Lewit y Hofmeister [23—-26] con la clara de huevo nativa (por ejemplo,
sin desnaturalizar, en su forma soluble) este experimento pretende dilucidar el impacto de las sales
sobre la clara de huevo cocida. Ademas, el conocimiento de la composicién de la misma (Figura 2 y
Tabla 1), de la estructura y carécter acido—base de sus aminoacidos constituyentes, y del avance tras
Hofmeister, por Sgrensen [27], en el concepto de pH, se nos permite hipotetizar sobre interacciones
particulares entre los distintos iones y segmentos particulares de las proteinas de la clara. En base a
los datos bibliograficos de energias libres de hidratacion de iones y distintas especies
carboxililatadas (-COQ") y cuaternizadas (-NR,H"), las observaciones son explicadas en base al

Principio de Competitividad entre iones y especies ionizadas, presentado arriba.
EXPERIMENTAL

Materiales. Los siguientes reactivos quimicos han sido empleados en este trabajo: N-
metildietanolamina, MDEA (Riedel de Haén) cuaternizado con HCI, LiCl (Panreac), KCI
(Panreac), NH,Cl (Panreac), NaCOzH, (Probus), NaH,PO, (Probus), NaF (Panreac), NaCl
(Panreac), NaBr (Panreac), Nal (Probus), NaSCN (Panreac), NaClO, (Panreac). Las sales se
usaron tal y como se recibieron, excepto LiCl, que se ha secado 100°C, antes de ser usado para
preparar disoluciones.

Huevo cocido y disoluciones. En un vaso de precipitados de 250 mL, se cocié un huevo de
gallina a 80°C durante 10 minutos y posteriormente se dejo enfriar lentamente en el mismo vaso. Se
pesaron 50 + 3mg de la clara cocida en viales de 2 mL y se afiadieron 1,4 mL de distintas sales con
concentracion de 0,2 N y se afiadieron 0,1 mL de HCI o NaOH 0,1 N. Tras 18 meses se midio el pH
de las disoluciones empleando tiras de papel pH y se determind que para las disoluciones acidas el
pH ~ 3-5 mientras que para las basicas el pH ~ 8. Esto demuestra el caracter anfétero de la proteina
que tiende a tamponar el pH hacia a su punto isoeléctrico, pl, aumentando o reduciendo el pH del
que cabria al preparar las disoluciones (por ejemplo, pH =~ 2 6 11, respectivamente).

Anélisis de disoluciones. Las disoluciones fueron analizadas
visualmente y mediante la adquisicion de fotografias digitales tomadas con un teléfono mévil BQ
Aquaris, a lo largo de un periodo de tiempo de varios meses. Antes de tomar las imagenes las
disoluciones fueron agitadas para redispersar los agregados y dejadas precipitar durante un tiempo
minimo de 15 minutos. También, tras mas de un afio de preparacion de la disolucion las

disoluciones han sido analizadas a través de un polariscopio casero con el objeto de detectar mas
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facilmente los coloides estables, dispersores de luz. El polaroscopio ha sido construido a partir de
dos peliculas sacadas de un monitor de plano de ordenador en desuso y dispuestas a cierta distancia

una de otra perpendicularmente en el interior de una caja de madera pintada de negro.
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Figura 2. Interacciones idnicas entre cadenas de proteinas y naturaleza de los
aminodcidos cargados. Aminoécidos basicos: a) lisina, b) arginina y c) histidina
(indicandose en rojo la region del grupo que porta la carga, i.e., amonio, guanidinio e
imidazol, respectivamente) y aminoacidos &cidos: d) acido glutdmico y d) &cido
aspértico (indicandose en verde la region cargada negativamente, i.e., carboxilato).

Tabla 1. Composicion de la clara de huevo, acidez de sus amino&cidos y calculo del punto
isoeléctrico.

Aminoécidos acidos Aminoécidos
basicos
. Ac. Asp | Ac.Glu Hist Lis Arg
Proporcién
(gaminoécido/ghuevo; %) 10,4 13'2 2,5 6,8 515
Masa molar (g/mol)* 133 147 155 146 174
pK, (grupo lateral)* 3,6 4,2 6,0 10,5 12,5
N° moles 0,078 0,090 0,016 0,046 0,032
20-N°
pH Carga, q moles
0 0 + + + +0,094
3,65
_ 0 + + + +0,016
4,25 pl ~ 4,03°
- — + + + -0,074
6,0
- - 0 + + —-0,090
10,5
- - 0 0 + -0,136
12,5
- - 0 0 0 -0,168

SUSDA; *Datos obtenidos de la ref. [28]; °Calculado empleando la proporcion de aminoacidos y la ecuacion de Hendelsson—
Hasselbach (pH = pK, + log([A ]/[AH]), para cada aminoacido y el posterior sumatorio de las carga neta total a distintos pH.
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RESULTADOS

El efecto especifico de los aniones sobre la solubilidad de la clara cocida en medio acido se
pone de manifiesto inmediatamente tras la adicion de la sal. Como se observa en la Figura 3a, a los
3 dias de mezcla las disoluciones con aniones aniones como el I, SCN™ y el ClIO4, muestran una
turbidez intensa como consecuencia de una estabilizacion de coloides proteicos en la fase acuosa.
Al cabo de dos meses el H,PO, también parece inducir a ligeramente la solubilidad, mientras que
con aniones como el F~y el Br la clara parece no solubilizarse en absoluto. Soélo al cabo de afio y
medio de experimento (Figura 4a) pareciera que el Br  indujera ligeramente la solubilidad. El
impacto de los aniones sobre la solubilidad de la clara seguiria, por tanto, una serie directa de

Hofmeister tipo:
F <CI"<H,POs ~Br <I <SCN <CIO4

siendo el fluoruro (F") el anion que menos favorece la solubilidad y el perclorato (CIO4) el que mas
la favorece. Cabe citar que el ordenamiento de esta serie no es obvio ni univoco y comin para todas
las proteinas o macromoléculas cargadas positivamente, ya que por ejemplo, los poliuretanos
cuaternizados de tipo R1R2(CH3)NH", presentan un ordenamiento inverso de esta serie anionica, es
decir que la solubilidad de la macromolécula es mayor en presencia del fluoruro que del perclorato
(citando Unicamente los extremos) [13,18]. También latexes cargados positivamente con grupos

imidinio, (= NHR)NR,", presentan un ordenamiento de los aniones de tipo inverso [16,17].

En medio basico, sin embargo, estas especificidades anidnicas no son puestas tan de
manifiesto, como cabria esperar por la carga neta negativa de la proteina, como en medio &cido. En
la Figura 3b puede observarse como a los tres dias de mezcla las claras no muestran ningun signo de
resuspension en presencia de ninguno de los aniones. Unicamente a tiempos de mezcla mayores
pareciera que también los aniones méas voluminosos favorecieran ligeramente la solubilidad. Esta
observacién podria deberse a una interaccion de estos aniones con residuos positivamente cargados
(incluso a pH > pl) o también a observada interaccion de aniones voluminosos con grupos amida
[11] y uretano [13], mecanismo a través del cual la forma zwitterionica de estas especies quedaria
estabilizada y su solubilidad favorecida [13]. Finalmente, a tiempos grandes de mezcla (Figura 4b)
la clara de huevo tenderia a solubilizarse en medio basico debido a la carga neta negativa adquirida

debido a la desprotonacién de los grupos carboxilato (— COOH < — COQ") y grupos tipo histidina
(-RiR; = NH" & —R;R, = N). Interesantemente, Gnicamente con el F~ la clara parece no

solubilizarse en medio basico. Como se explicara en la discusion, este fendmeno puede atribuirse a

una competitividad idnica que haria prevalecer los pares ionicos intermoleculares a los formados
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Figura 3. Evolucién a lo largo del tiempo de las disoluciones de clara de
huevo cocido y distintas sales sodicas en a) medio acido y b) medio basico.

En el caso de los fendmenos especificos de cationes estudiados con distintos cloruros, son
puestos méas de manifiesto en medio basico, como cabria de esperar. En la Figura 4c se muestra las
mezclas de distintas sales de cloro con clara en medio &cido tras un afio y medio, y no se aprecia
ninguna induccion a la solubilidad. Por el contrario, en medio basico la sal de Na* parece
resuspender por completo la clara, mientras que el Li* y el K* lo hacen parcialmente. El amonio

(NH4") y el cation MDEA™ parecen no tener ningln efecto apreciable.
Aniones Cationes

Cl- H,PO, Br I SCN- ClO, C Li* Na* K* NH,* MDEA*

Medio acido

b F CF HPO/Br I SCN- ClO;

Medio basico

Figura 4. Evolucion a lo largo del tiempo de las disoluciones de clara de huevo cocido y distintas
sales sodicas en a) medio acido y b) medio bésico.
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DISCUSION

La discusion concerniente a la explicacion de la solubilidad de la clara observada en los
distintos casos debe ser analizada atendiendo a distintos planos fenomenoldgicos. El grado de
solubilidad de la clara en funcion del pH puede estar regido por la proporcion de aminoécidos de la
misma. Una mayor proporcion de aminoacidos basicos favoreceria su solubilidad a pH alcalinos,
puesto que en ellos la repulsion intra e inter—macromolecular es mayor.

La especificidad iénica también tiene varios rangos de actuacion (Figura 5). En primer lugar
el pH condiciona la carga neta de la proteina y ello la atraccion o repulsién de ciertos contraiones
presentes en disolucion. La especificidad, por ello, debe ser méas relevante entre los contraiones
cargados con carga opuesta a la carga neta total de la proteina, esto es, las especificidades hacia los
aniones se ponen mas de manifiesto a pH < pl mientras que las especificidades hacia los cationes se
ponen cuando la carga neta de la proteina es positiva, es decir a pH > pl.

Como se ha mencionado en el apartado de resultados, la especificidad aniénica a pH acido
sigue una serie directa del tipo F < CI" < H,PO, = Br <1 < SCN < CIO,4 siendo la clara méas
soluble en presencia de ClIO; que de F. Esta serie esta de acuerdo con el modelo de Competividad
de Fajans, en base a datos termodindmicos de hidratacion de distintos iones, recogidos junto con
otros datos idnicos relevantes en la Tabla 2. Segun se ha resaltado en la introduccion, el Principio
de Competividad de Fajans implica que aquellos contraiones con semejante energia libre de
hidratacion, AGyiq°, tenderan a formar uniones mas estables. A pH < pl la carga neta de la proteina
es positiva y predominan cargas provenientes de la lisina, arginina o histidina. La estructura
quimica de estos grupos cargados puede simplificarse como R;R;RsNH" y se podria especular que
la energia libre de hidratacion de todos los grupos cargados positivamente tendria valores
intermedios entre el valor del cation amonio, NH4', y el tetrametilamonio, N(CHs)s".
Atribuyéndoles un valor de AGpi’ ~ —250 kJ-mol ™, y aplicando la regla de competitividad diriamos
que los aniones que mas deberian asociarse con estos grupos serian el CIO, (-229 kJ-mol™), el I”
(-280 kJ-mol™) y el SCN™ (-291 kJ-mol™). Estos son, precisamente los aniones que provocan una
mayor solubilizacién de la clara y la raz6n puede ser la preferente formacién de estos pares i6nicos
frente a los originalmente presentes entre macromoléculas como los formados entre residuos

cargados positivamente y residuos carboxilato (para el acetato AGuig’ ~ —374 kJ-mol%).
Este mismo razonamiento explicaria porque en medio basico es el Na* (AGpi® ~ —383

KJ-mol™) el que més pareciera favorecer la solubilidad de la clara, ya que formaria pares iénicos

mas estables con el carboxilato que éste con otros cationes, inclusive los de la propia proteina.
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Tabla 2. Propiedades fisico—quimicas de algunos iones relevantes.

I Bo e A AHpigr$ AShia’ AGhia5
on dm?-mol-! nm nm kJ molH J-moH! kJ moH!
. 0,078
Lit 0,150 [29] 301 0,382" —531 —142 —489
Na+ 0,085 0,11 0,358" —416 -111 -383
Cationes | K+ —0,007 0,13 0,331" —334 —74 —312
NH4* -0,007 [29] | 0,16 [31] 0,331 -329 -112 —296
(CH3)4N* 0,28 0,28 0,367" —218 144 -175
(CH3CH2)4N* | 0,318"[32] | 0,34 [33] | 0,400"
F 0,100 [29] | 0,12 [34] 0,352 -510 -137 —472
Cl- —0,007 [29] | 0,17[35] | 0,332" -367 -75 —345
Br -0,032 [29] | 0,19 [36] 0,330 -336 -59 -318
I- -0,068 [29] | 0,20 [37] 0,331 —291 -36 —280
SCN- -0,103 [38] | 0,21 [39] -311 —66 —291
Aniones "y - -0,061 [29] | 0,23 [40] | 0,338" —246 —57 -229
CH3COO- 0,236 0,297 —425 -170 —374
0,301
HCO3- 0,13 [41] [12]1 -384 -137 —343
0,302
HsPOs~ 0,34 [41] [15]H —522 -166 —473
9Pardmetro de viscosidad "Jones—Dole". ‘Radio idnico en estado cristalino. HRadio iénico hidratado.
¥ Nightgale (1959) [44)’ $ Marcus (1997) [41]

[ ¢ e
®
* F
q
& @ ¥
» Clara de huevo
¢ &
Clara de huevo O
& # PY
¥ o @
v o 9

*

o 3

y "’Q', ' o ® - w:
.® @ g ()
‘D/\ y & >/\
pH
pl~4 pK, Histidina,

pH~6

Figura 5. Esquema de la interaccion preferente de los distintos iones en funcién del pH y de la
naturaleza del i6n. a) A pH < pl la difusion de los aniones a través de la proteina cargada
positivamente impone la relevancia de los efectos especificos anidnicos. Los aniones voluminosos,
poco hidratados, tienden a interactuar mejor con grupos como la Histidina o la Arginina, y rompen los
enlaces ionicos intermoleculares, y b) A pH > pl la especificidad catiénica se pone de relieve y el Na*
es el catién que mas capacidad tiene de interactuar con el carboxilato.
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CONCLUSIONES

Un sencillo experimento de solubilidad de la clara de huevo en medio acido (pH < pl) y
medio basico (pH > pl) en presencia de distintas sales pone de manifiesto la fenomenologia i6n—
macromolécula. Atendiendo a la composicion de la clara de huevo y a datos termodindmicos de
hidratacion idnica, 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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