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RESUMEN

Se ha realizado un estudio de la rotacién especifica de las disolucio-
nes acuosas de gelatina, habiéndose determinado a distintos valores de
temperatura, pH y concentracién salina. Los resultados se han explicado
en base a la distinta configuracién que poseen las cadenas polipeptidicas
que constituyen la molécula de gelatina en las distintas condiciones estu-
diadas.

SUMMARY

" A study of the specific rotation of aqueous solutions of gelatin has
been carried out. The specific rotation was determined on several condi-
tions of temperature, pH and salt concentration. The results have been
explained considering the different configurations of polypeptidic chains
in gelatin molecule in the different studied conditions.

JINTRODUCCION

La gelatina, forma desnaturalizada de la proteina animal colageno,
esta constituida por tres cadenas polipeptidicas ordenadas al azar como
consecuencia de la ruptura, en el proceso de desnaturalizacion, de los en-
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laces de hidrégeno responsables de la estructura triple hélice caracteris-
tica de la molécula de coldgeno (1). )

De acuerdo con Burge y Heyness (2), para los que la rotacién especi-
fica de una disolucién proteica es debida a la contribucién de una rota-
cion especifica de composicion aminoacidica v de una rotacién especifica
de configuracion de la molécula proteica en disolucion, y teniendo en
cuenta la estructura de cadenas desordenadas de la gelatina, es de esperar
que para esta proteina la rotacién especifica de configuracién sea nula
coincidiendo, por tanto, la rotacién especifica total con la debida al con-
tenido aminoacidico. Sin embargo, los resultados experimentales ponen
de manifiesto la existencia en la gelatina de una rotacién especifica de con-
figuracién distinta de cero, que sera reflejo de la adopcién por parte de
las cadenas polipeptidicas constituyentes de sus moléculas de determina-
das configuraciones que se atribuyen a secuencias del tipo glicina-imino-
dcido-iminoacido (3).

Con objeto de conocer los posibles cambios estructurales de la mo-
lécula de gelatina en disolucién acuosa para distintas condiciones de tem-
peratura, pH y concentracion salina, se ha realizado un estudio de la va-
riacién de la rotacién especifica total (que al permanecer constante la
rotacién especifica debida a la composicién aminoacidica sera reflejo de
variaciones en la rotacion especifica de configuracién) con la temperatura,
el pH v la concentracién salina,

PARTE EXPERIMENTAL

La gelatina utilizada en este estudio se obtuve a partir de tendén de
ternero de la raza frisona (Holstein frisia).

Una vez cortado en trozos cibicos, de aproximadamente 1 cm de lado,
y lavado varias veces con agua destilada, el material biolégico se traté
con cloruro sédico al 10 % (4), con objeto de eliminar las proteinas glo-
bulares (cuatro tratamientos de 10 horas, con agitacién continua), v con
éter de petréleo, para la eliminacién de componentes lipidicos (cuatro tra-
tamientos, igualmente de 10 horas, con agitacién continua). El residuo de
estos tratamientos se secé mediante la adicién de acetona y de &l se ex-
trajo el coldgeno en la forma desnaturalizada de gelatina por tratamiento
con acido acético diluido {pH = 3,5-4), a 60° C, durante dos horas (5). El
extracto, filtrado a través de un embudo de vidrie sinterizado namero 1,
se concentré por evaporacién a vacio a 35°C, dejando posteriormente
secar al aire el concentrado.

En el estudio de la variacién de la rotacién especifica con la tempera-
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tura, el pH y la concentracion salina se utilizaron disoluciones del 4 % en
gelatina, desionizadas segiin el método descrito por Janus y col. {6). A es-
tas disoluciones se les adicionaba Acido clorhidrico o hidréxido sédico,
de forma que su pH cubriera el rango comprendido entre pH=1y
pH = 12 de unidad en unidad {estudio de la relacién rotacién especifi-
ca-pH) o cloruro sédico, de forma que 1a concentracién final en sal fuera
0.1,0,5, 1,5y 2 M (estudio de la relacién rotacién especifica-concentracion
salina}, o bien se les determinaba la rotacién especifica en el intervalo de
temperaturas comprendido entre 26 y 55° C (estudio de la relacién rota-
cién especifica-temperatura),

En la determinacién de la rotacion especifica se utilizé un polarime-
tro Erma, modelo 1561, v células polarimétricas de 2 dm de longitud. La
longitud de onda de la radiacién empleada fue la de la linea D del sodio
y la temperatura, salvo en los estudios de variacién de la rotacién espe-
cifica con la temperatura, fue de 45 y 27° C.

A partir del 4ngulo de rotacién, obtenido por lectura directa en el pola-
rimetro, se calcula la rotacién especifica, a una temperatura y longitud
de onda dadas, a partir de la conocida expresidn:

100 - &
o]t = ————
[l o
donde:

o es el angulo de rotacién expresado en grados angulares,

1 es la longitud de la célula polarimétrica expresada en dm,

¢ es la concentracién de la disolucién proteica expresada en gramos
por cien mililitros.

La composicién aminoacidica se determiné mediante cromatografia
de intercambio i6nico wtilizando un autoanalizador Rank Hilger modelo
Chromaspek J 180. La hidrolisis previa se realizaba con HCl 6N, por ca-
lentamiento a 105° C y a vacio durante 24 horas.

RESULTADOS Y DISCUSION
ROTACION ESPECIFICA, COMPOSICION AMINOACIDICA Y CONFIGURACIGN,
Como ya se ha indicado anteriormente, la rotacion especifica de una

disolucién de proteina es resultado de la contribucién de la rotacién es-
pecifica debida a su composicién aminoacidica, [a]a, y de la debida a la
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configuracion de la molécula proteica en disolucién, [a]cune., relacién que
matemdticamente puede expresarse de la forma:

[a]f) = [aIAA + [a] config.

El término correspondiente a la contribucién de la composicién amino-
acidica viene dado (2) por:

[a].-m = o (‘Pr)m

donde:

Ri es la rotacién especifica de un residuo determinado,

Ti es la proporcién en que ese residuo se encuentra en la proteina,
expresada en residuos del aminoacido considerado por mil re-
siduos totales,

n es el nimero de residuos totales en la proteina, en nuestro
caso 1.000, :

(P:)x es el peso molecular medio de todos los residuos existentes;
este peso de residuo medio se calcula sumando los resultados
obtenidos al multiplicar el peso de cada residuo (peso del ami-
noacido menos agua) por la proporcidén en que se encuentra en
la proteina y dividiendo por mil.

Para el caso de la gelatina de tendén de ternero, cuya composicién
aminoacidica y peso de los distintos residuos se indican en la tabla I, el
peso de residuo medio encontrado fue de 90,293.

En cuanto a los valores de rotacion especifica de los distintos resi-
duos, destacaremos de forma especial tres de ellos. En primer lugar, y
dado que la glicina no es dpticamente activa, su contribucién a la rota-
cién especifica de da proteina es cero. Para la rotacién especifica del resi-
duo de prolina, tomaremos el valor de — 250 obtenido por Steinberg (7),
a partir de las rotaciones especificas de series de copolimeros glicina-
prolina en los que se va incrementando la relacidén Gly/Pro, mientras que,
como rotacidon especifica del residuo de hidroxiprolina, tomaremos, de
acuerdo con Harrington v Von Hippel (8), el valor de'— 200. Para el resto
de los aminoacidos y dada la ausencia en ellos de rotaciones especificas
inusuales, tomaremos, de acuerdo con Schellman (9), el valor medio
de — 110. :

De acuerdo con todo ello, el valor del sumando de rotacién especifica
debido a la composicién aminoacidica, para el caso de la gelatina-de ten-
dén de ternero, es de — 106,93,
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Tasra I

COMPOSICION AMINOACIDICA DE LA GELATINA DE TENDON DE TERNERQ
EN NUMERO DE RESIDUOS POR MIL (T,) Y PESO DE LOS DISTINTOS
RESIDUOS AMINOACIDICOS (P,)

Residuo P, T
Asp 15,08 39,13
Hyp 113,09 85,96
Thr 131,09 17.04
Ser 87,07 31,58
Glu i29,11 76,06
Pro 97,09 127,77
Gly 57,05 355,24
Ala 71,07 102,45
Val 99,13 25,48
Met 131,19 5,35
Ilc 113,15 12,36
Leu 113,15 25,66
Tyr 153,17 3,59
Phe 147,17 13,99
His 137,14 581
Hyl 144,17 744
Lys 128,17 21,64
Arg 156,18 44,86

Como el valor de la rotacién especifica obtenido experimentalmente
para una disolucién del 4 % en gelatina a 45° C es de — 135,20, la rotacién
especifica de conliguracion de esta protefna, en las condiciones indicadas,
es de — 28,27.

VARIACION DE LA ROTACIOGN ESPECIFICA CON LA TEMPERATURA

Los resultados obtenidos (fig. 1) ponen de manifieste que la variacién
de la rotacion especifica con la temperatura es muy pequefia a tempera-
turas superiores a 35° C, mientras que por debajo de esta temperatura, la
variacidn se hace mucho mias pronunciada. Este hecho puede explicarse
si se tiene en cuenta la tendencia de las moléculas de gelatina a formar
agregados en disolucién; agregados que influirdn de forma decisiva en el
valor del término rotacion especifica de configuracidn, vy, por tanto, en el
valor de la rotacion especifica total.

A temperaturas superiores a 35° C, la proporcién de agregados presen-
tes es pequefia, y de ahi que las variaciones de la temperatura afecten
escasamente al valor de la rotacidn especifica.

A temperaturas inferiores a 35° C, la proporcion de agregados existen-
tes es ya importante, aumentando al disminuir la temperatura; esto se
traduce en un aumento del valor negativo de la rotacidn especifica.
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Frgura 1.—Variacién de la rotacién especifica con la temperatura.
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Por debajo de 27° C, temperatura préxima a la de formacion del gel,
la variacion observada es tan pronunciada, que puede afirmarse, basan-
donos en datos de rotacién especifica, que ¢l proceso de gelificacién po-
dria ser considerado como un proceso de reconversién (pseudo-renatu-
ralizacién) de gelatina en colageno.

VARIACION DE LA ROTACION ESPECIFICA CON EL pH.

Se ha observado que la variacion de la rotacién especifica con el pH
es despreciable a temperaturas superiores a 35° C. A temperaturas inferio-
res, 27° C, se observa una pequeita, pero apreciable, variacién de la rota-
cion especifica con el pH (fig. 2}. Asi, el valor negativo de tal rotacion es
maximo en el punto isoidnico de la proteina. Al adicionar ClH o NaOH,
se produce una disminucién pronunciada de este valor negativo, que se
hace mas suave por debajo de pH = 5 y por encima de pH = 11.

Para explicar esta variacion nos basaremos en las posibles interaccio-
nes entre grupos cargados de la misma molécula y en la posibilidad de
establecimiento de interacciones intermoleculares que dan [ugar a la for-
macion de agregados. .

En el punto isoidnico la molécula tiene la mayor parte de los grupos
ionizables en forma disociada, siendo, por tanto, el punto en el que las
interacciones entre grupos cargados de la misma molécula son maximas
y, como consecuencia, aquél en el que la configuracién serd lo méas com-
pacta posible,

Por otra parte, la temperatura de medida es 27° C, y en ella las molécu-
las de gelatina tienden a ordenarse estableciendo interacciones intermo-
leculares con formaciéon de agregados moleculares, que dan lugar a la
configuracién éptima para la formacion del gel. Esto supondra una ele-
vacién del valor negativo del término rotacién especifica de configuracion
que hace que la rotacion especifica total alcance el mayor valor negativo
dentro del intervalo de pH de trabajo.

Al adicionar CIH o NaOH en cantidad relativamente grande (necesaria
para llevar el pH de la disolucién, de tan elevada concentracién proteica,
desde el punto isoidnico al valor deseado), se produce una alteracion des-
favorable en los dos efectos anteriormente citados. Asi, por una parte, los
grupos disociados de la molécula quedan con cargas del mismo signo,
produciéndose, como consecuencia de las repulsiones, una extension de
la molécula de proteina y una ligera disminucién del término rotacién
especifica de configuracidén. Por otra parte, la presencia de iones Cl”- y Na*
reduce las interacciones intermoleculares (10), que a esta temperatura
tienen gran importancia, produciéndose igualmente un efecto de dismi-
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nucién en la rotacién especifica de configuracion. En conjunto, tiene lu-
gar una disminucién del valor negativo de la rotacién especifica total.

Al aumentar atm més la cantidad de acido o de base adicionados
{(pH = 5 0 pH = 11), los efectos anteriores actian en sentido opuesto. Por
una parte, y a pesar de que la molécula tenga todos sus grupos ionizados
con carga neta del mismo signo, la gran cantidad de iones presentes dis-
minuye en alguna medida las repulsiones y ello favorece una configura-
cién de la molécula algo mas plegada. Sin embargo, y por otra parte, la
cantidad de iones Cl" o Na“, que ya considerdbamos en el caso anterior
como suficientemente grande para disminuir interacciones intermolecu-
lares, ha aumentado, y su efecto serd mucho mas pronunciade en este
aspecto que en el de reorganizar la molécula, de ahi que se siga produ-
ciendo una disminucién del valor negativo de la rotacién especifica.

VARIACIGN DE LA ROTACIGN ESPECIFICA CON LA CONCENTRACION SALINA.

Al igual que con el pH, la variacién de la rotacién especifica con la
concentracién salina es despreciable a temperaturas superiores a 35° C.
A temperaturas inferiores (27° C) existe una disminucién pequefia pero
gradual del valor negativo de la rotacion especifica al aumentar la con-
centracion salina, variacion que es mas apreciable cuando la concentracién
salina sobrepasa el valor IM (fig. 3).

Las causas que producen esta disminucién deben ser las ya aducidas
en el apartado anterior. El aumento de la concentracién de sal disminuye,
por un lado, las interacciones intermoleculares responsables de Ia forma-
cién de agregados y desfavorece, por otro, las fuerzas electrostaticas atrac-
tivas entre grupos de carga opuesta de la misma molécula como conse-
cuencia del efecto de apantallamiento de los iones Cl- y Na*. Esto trae
consigo una disminucién del términe rotacidén especifica de configuracién
v con él de la rotacidn especifica total (valores negativos).
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