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Capitulo 1

Cuando ella llegé al Pais de las Maravillas, el Rey le prequnto:
- Alicia, ;Qué sabes sobre este asunto?

- Nada su majestad — ella contesto.

- ¢Nada en absoluto? — insistio el Rey

- Nada en absoluto — contestd Alicia.

s’y importante”, - afirmo el Rey.

Lewis Carroll
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1 INTRODUCCION

En este capitulo, se introducen una serie de conceptos basicos sobre los
mecanismos de formacion de cristales en ambientes inorganicos y bioldgicos, que son de
gran importancia durante el desarrollo de esta tesis y que seran de especial utilidad para
aquellos lectores que no estén familiarizados con este tipo de procesos. Ademas, se

definen los objetivos de esta tesis.

1.1 MECANISMOS DE FORMACION Y CRECIMIENTO
CRISTALINO

La formacion de cristales se lleva a cabo en dos etapas principales: la nucleacion y el
crecimiento cristalino. En la primera etapa tiene lugar la aparicion de los gérmenes que
pueden servir de semilla para la formacion del futuro cristal. En la segunda etapa, una vez
que se ha formado un nucleo estable, éste comienza a crecer por la incorporacion de

unidades de crecimiento adquiriendo un tamafio observable.

Para que tenga efecto el proceso de cristalizacion se requiere de cierta sobresaturacion
en la disolucion y ésta es posible alcanzarla mediante diferentes mecanismos como por
ejemplo: a través de la evaporacion del disolvente, variando la temperatura, el pH o por
adicion de un disolvente en el que el soluto sea menos soluble o bien por reaccion

quimica.
Fuerza motriz de la cristalizacion

Desde el punto de vista termodinamico la cristalizacion es un fenomeno en el que se

genera un cambio de fase por el que un sistema en estado de desequilibrio o relativamente
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desordenado (como la disolucién), pasa a un estado en equilibrio o estado ordenado (el

cristal), (Buckley, 1951).

Los cristales se pueden formar a partir de disoluciones, fundidos y vapores. Al hablar
de cristalizacion no nos referimos sélo a la obtencion de cristales en masa, de capas
delgadas o monocristales de compuestos organicos o inorganicos sintéticos, sino que
también hacemos referencia a la biomineralizacion, ya que en todos estos casos son
validos los mismos principios y procesos, es decir la nucleacion, crecimiento cristalino
etc., aunque en este ultimo caso, estos procesos estan exquisitamente modulados por el

organismo vivo en cuestion.

En muchos sistemas la nucleacion no empieza en el momento en el que es posible
desde el punto de vista termodindmico (alcanzada la sobresaturacidon), sino una vez

sobrepasado un cierto valor de sobresaturacion.

La concentracion de saturacion en un proceso de precipitacion se alcanza cuando el
producto i6nico de los iones en disolucion es igual al producto de solubilidad para una

determinada fase cristalina. La sobresaturacion se define como:

B =1IAP /Ky, Siendo:
IAP = Producto de Actividad de los Iones implicados
(del ingles Ionic Activity Product)
K, = producto de solubilidad, o producto de actividad
de los iones de interés en condiciones de

equilibrio termodindmico.

Si la sobresaturacion de una disolucion con respecto a una fase es uno (f = /) se dice
que la disolucion esta saturada con respecto a esa fase y que ésta se encuentra en

equilibrio termodinamico con la fase solida.
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Si el producto i6nico es mayor que el producto de solubilidad (B > /) se dice que la
disolucion esta sobresaturada. Una disolucion sobresaturada sera estable durante un
periodo de tiempo limitado (desde milisegundos hasta afios). Cuanto mayor sea la
sobresaturacion menor serd el tiempo de estabilidad aparente y la formacion o

precipitacion de la fase solida serd posible.

Por el contrario, si el producto idnico es menor al producto de solubilidad (B < /) no

sera posible la precipitacion y habra disolucion del precipitado.

Las substancias, en funcion de como varia la solubilidad con la temperatura se
clasifican en substancias con solubilidad directa, inversa o constante. En muchos casos, a
medida que disminuye la presion y/o temperatura, disminuye la solubilidad de una
sustancia y la disolucion se sobresatura y puede ocurrir la precipitacion. Sin embargo, hay
otros factores fisicoquimicos (p.ej., pH) que influyen en la solubilidad de una
determinada sustancia y por tanto en su cristalizacion. No obstante, es posible preparar
disoluciones que contengan mas soélido disuelto del que corresponde a su saturacion sin
que ocurra la precipitacion. Se dice entonces que la disolucion estd en un estado

metaestable (Mullin y S6hnel 1977).

La formacién de cristales tiene lugar a través de dos etapas bien diferenciadas: la

nucleacion y el crecimiento cristalino.

Nucleacion

Se entiende por nucleacion, el proceso por el que una fase sélida ordenada se segrega
a partir de un fundido, vapor o de una disolucion multicomponente. El cambio de fase
tiene lugar mediante la formacion y posterior crecimiento de “clusters” de la nueva fase
en el sistema. Los “clusters” son cuerpos solidos diminutos, embriones, nucleos o
semillas que actiian como centros de cristalizacion. La formacion de la nueva fase viene
condicionada por la aparicién de nacleos de la nueva fase en el sistema, es decir, por la
nucleacion. La nucleacion es la formacion de agrupaciones de atomos, iones o moléculas

constituyentes de la nueva fase en pequeias zonas separadas en el volumen de la antigua
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fase. Estas agrupaciones formadas por iones o moléculas se conocen como “clusters”.
Algunas de estas agrupaciones alcanzan una dimension critica, e inevitablemente
aumentan su volumen en el sistema sobresaturado, logrando con el tiempo una dimension
macroscopica. Los “clusters” que no sobrepasan la dimension critica se disuelven. La
velocidad del cambio de fase depende del numero de gérmenes capaces de crecer que se
forman por unidad de volumen del sistema en el que ocurre la nucleacion y por unidad de

tiempo. A esta magnitud se le conoce como velocidad de nucleacion.

Dependiendo de los mecanismos que dan lugar a este proceso, se diferencia en: a)

nucleacion primaria: homogénea y heterogénea y b) nucleacion secundaria
a) Nucleacion primaria: homogénea y heterogénea.

En la nucleacion primaria el sistema se encuentra o bien libre de particulas de la fase
solida o bien se trata de una disolucion que contiene particulas extrafias a la fase solida en
formacion. Asi, dependiendo de si estas particulas extrafias influyen o no en la
nucleacion, se distinguen dos mecanismos de nucleacion primaria: heterogénea y

homogénea respectivamente.

Durante la nucleacion homogénea la nueva fase no se origina por la presencia de otra
fase solida en el sistema en el que transcurre la nucleacion, sino que los nucleos de la
nueva fase aparecen tras la creacion de agregados en el seno de la disolucion homogénea,
sin entrar en contacto con las paredes del cristalizador u otras superficies. Este
mecanismo es el menos frecuente y requiere los mayores valores de sobresaturacion de la
disolucion (Figura 1.1.1). En este caso, el sistema no contiene particulas de la nueva fase
solida que se forma aunque no queda completamente descartada su presencia, pero éstas

no deben sobretodo influir en el origen de las nuevas particulas.

Se entiende por nucleacion heterogénea aquella en la que la nucleacion se desarrolla
sobre un soporte, substrato o superficies previamente formadas tales como semillas de
cristales, particulas procedentes de contaminacion, paredes del recipiente u otras

superficies incorporadas al sistema. Estos agentes extranos inducen la nucleacion debido

10
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a que la barrera energética que se requiere es menor que para la nucleacion homogénea,

es decir, requiere valores de sobresaturacion menores que en el caso anterior.
b) Nucleacion secundaria

Se dice que la nucleacion es secundaria cuando la formacién de los cristales de la

nueva fase esta condicionada por la presencia de cristales de la misma fase.

La nucleacion secundaria aparente puede producirse por varios mecanismos: a)
durante la siembra de cristales en una disolucién sobresaturada donde, en general, el
namero de cristales formados es mayor que el nimero de cristales introducidos debido al
uso de cristales con particulas microscopicas de la fase solida en su superficie; b) otro
mecanismo es producido por la inestabilidad de agregados cristalinos originados durante
la cristalizacion a alta sobresaturacion y que por accion de fuerzas hidrodindmicas son
disgregados aumentando asi el nimero de los cristales; ¢) otro mecanismo de este tipo de
nucleacion es el debido a la accion mecanica de un mezclado intenso de la disolucion
donde se genera desprendimiento de fragmentos de las aristas o esquinas de los cristales

mas grandes, estos fragmentos sirven como nucleos de nuevos cristales.

La nucleacion secundaria verdadera es debida a la interaccion de los cristales con la
disolucion. Los nuevos gérmenes pueden originarse o bien en la superficie del cristal en
crecimiento, en la capa limite de liquido contiguo al cristal, o bien en el volumen de la

disolucion sobresaturada que se encuentra en las cercanias del cristal.

En la nucleaciéon secundaria de contacto, los nicleos se forman por la interaccion de
los cristales con otra superficie sélida, bien sea por la accion de una fuerza mecanica, ya
sea por contacto de un objeto sdlido con la superficie del cristal o en una disolucion
agitada, por choques mutuos entre cristales, o entre los cristales y el mezclador o con la

pared del recipiente.

11
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Radio delagregado

Potencial de Gibbs

Fig. 1.1.1. Energia libre de formacion de un agregado, en funcion de su radio.

En general, para que cristalice una nueva fase a partir de una disolucién no es
suficiente con que ésta esté sobresaturada. Antes de que se desarrollen los cristales de la
nueva fase debe transcurrir un tiempo hasta que se formen en disolucion un cierto nimero
de nucleos o semillas, de tamafio suficiente (ntcleo critico), que actien como nucleos de
cristalizacion. Las fuerzas que actiian sobre estos agregados son de dos tipos: a)
Atractivas, las cuales resultan de la interaccién entre las particulas que forman el
agregado. Tienden a mantenerlo unido y son proporcionales al numero de enlaces
compartidos y, por tanto, a su volumen; b) Repulsivas, son el resultado de la interaccion
del agregado con el solvente. Tienden a disolverlo y son proporcionales al niimero de
enlaces libres y, en consecuencia, a la superficie del agregado. Para que el agregado sea
estable, las fuerzas atractivas deben predominar sobre las repulsivas. El tamafo critico de

estabilidad del agregado ocurrira cuando ambas fuerzas sean iguales.

La diferencia de energia libre de Gibbs (AG) nos define si un proceso es
energéticamente favorable o no. En el caso de una agrupacion de n dtomos de la nueva

fase viene dada por la expresion:

12
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3 Siendo:
AG=—4ﬂT kTIn S+ 4m’y )
3v r =radio del agregado

v = volumen molecular,
k = constante de Boltzman
y= energia libre de superficie

S = sobresaturacion

Tomando » como variable continua, la expresion anterior presenta un maximo

para el valor de

o 2Vy

= (Ecuacion de Gibbs-Thomson)
kT InS

Asi, el radio necesario para que un agregado sea estable (r*) viene determinado
por la sobresaturacion del sistema. A medida que aumenta la sobresaturaciéon de una
disoluciéon respecto a una fase, disminuye el radio critico necesario para que los
agregados sean estables y se facilita, por tanto, la nucleacion. Es por ello que a altas
sobresaturaciones se forman muchos cristales pero de tamafio muy pequefio. En general,
el flujo de nucleacion es muy sensible al valor de sobresaturacion siendo practicamente
cero en los casos de muy baja sobresaturacion. En estas condiciones, los cristales
formados tenderan a crecer, pero no se producirdn nuevas nucleaciones. Para un mejor
control de la nucleacion ademas de regular la sobresaturacion en el sistema, se utilizan
sustancias especificas que tienen la capacidad de inhibir o promover la cristalizacion de

una determinada fase.

Se ha observado que entre el establecimiento de la sobresaturacion y la formacion de
la nueva fase, la cristalizacion, existe un periodo de incubacién donde la nucleacion no
puede medirse, es decir, una region metaestable de sobresaturacion. Este periodo de
incubacion puede ser sensiblemente alterado cuando se producen pequefios cambios en la
composicion del sistema. Este tiempo, durante el cual la disolucion sobresaturada
homogénea pasa a ser un sistema heterogéneo se cita en la bibliografia como periodo de

induccion, tiempo de espera o periodo de incubacion. El periodo de induccion de la

13
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cristalizacion puede oscilar entre milisegundos y afios, segun el tipo del sistema y las
condiciones existentes principalmente de temperatura y de sobresaturacion. En general, se
puede describir el comportamiento de una determinada sustancia con respecto a la
cristalizacion mediante un diagrama de solubilidad (Figura 1.1.2) que puede dividirse en

cuatro zonas:

60 Zona de
| sobresaturacion
50
3 1
5 Zona labil
2 404
=
= |
(D]
2
g 304
U -
20 -
| Zona de
subsaturacion Curva de solubilidad
10

Agente precipitante

Fig. 1.1.2. Curva de solubilidad de una sustancia.

1. Zona de subsaturacion (disolucion subsaturada), donde la nucleacion es

termodindmicamente imposible. < 1.

2. Zona de metaestabilidad (disolucion sobresaturada), donde la nucleacion
espontanea es poco probable, pero donde si ponemos en la disolucion un cristal-

semilla, ésta crecerd. 1 < < 4.

3. Zona labil (disolucion sobresaturada), donde la nucleaciéon tiene lugar
espontaneamente. La separacion entre estas dos Ultimas zonas no esta bien
definida y depende de factores cinéticos (velocidad con que se genera la

sobresaturacion). § > A.

14
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4. Zona de sobresaturacion (disolucidn sobresaturada), donde la agregacion se
produce a una velocidad muy elevada generando precipitados desordenados y/o

amorfos. B> B.

Crecimiento cristalino

La aparicion de un nucleo proporcionara al sistema una superficie para favorecer el
crecimiento cristalino. El crecimiento de un cristal inorganico en una disolucion pura
requerird de un aporte continuo de iones y su subsecuente incorporacion a los sitios de la

cara en crecimiento.

En numerosas ocasiones, la precipitacion de una sustancia ocurre segiin un proceso
secuencial que cumple la regla de Ostwald, que consiste en una nucleacion en cadena en
la que las fases mas inestables e insolubles precipitan primero para después disolverse,
dando lugar a fases termodinamicamente mas estables (Ogino et al., 1987). Se observa
habitualmente, en primer lugar, la formacion de una fase amorfa que se disuelve para
constituir nucleos del material cristalino en cuestion (Ostwald-ripening). El crecimiento
de estos nucleos y el de fases inestables (p.ej., fases hidratadas) da lugar a la formacion de

cristalitos, precursores de los cristales que resultan en condiciones de equilibrio.
Mecanismos de crecimiento de cristales

Una vez formado un nucleo estable (de radio superior al radio critico) de una fase
cristalina en una disolucidon sobresaturada, éste comienza a crecer pudiendo adquirir un
tamafio suficiente que sea visible, mas o menos rapidamente dependiendo de la
sobresaturacion. Asimismo, este crecimiento cristalino ocurre a diferente velocidad en las

diferentes caras del cristal.

El modelo clasico de crecimiento cristalino para un cristal que tiene una superficie
plana con un escalon, sigue un mecanismo que puede dividirse en dos etapas: en la
primera, se asume que las especies se mueven desde el seno de la disolucion a la
superficie del cristal y en la segunda, las unidades de crecimiento se adsorben sobre la

superficie y difunden hacia los sitios de incorporacion o rincones.

15



A. Hernandez-Hernandez Introduccién

Fig. 1.1.3. Mecanismo de crecimiento cristalino en solucion (Elwell 1975).

Este mecanismo se desarrolla a través de una serie de procesos consecutivos de tal
forma que el cristal crece por una adicion secuencial de iones hacia estos sitios. Los

procesos que ocurren son:

(1) Transporte de soluto hacia las proximidades de la superficie del cristal.

(1))  Difusidon a través de la capa limite, adyacente a la superficie, en la que existe
un gradiente de concentracién de soluto por su desaparicion de la interfase
solido/solucion.

(i11)  Adsorcion a la superficie y deshidratacion de los iones sobre las terrazas del
cristal.

(iv)  Difusién bidimensional a través de la superficie hacia los escalones.

(v)  Adhesion al escalon.

(vi)  Difusién unidimensional a lo largo del escalon hacia el rincon.

(vii)  Incorporacion al rincon (figura 1.1.3).

Cada etapa tiene asociada una barrera energética y la magnitud relativa de ésta ejerce
una gran influencia sobre la cinética de crecimiento cristalino. Las etapas cinéticamente
limitantes en el proceso de crecimiento cristalino pueden ser el transporte de unidades de

crecimiento hacia la superficie del cristal, los mecanismos de adsorcion-difusion-
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incorporacion en esta superficie o una combinacién de ambos (Nielsen et al., 1982). Con
el fin de obtener cristales de alta calidad, en muchas ocasiones se modifica el mecanismo
de transporte en la etapa cinéticamente limitante del proceso de crecimiento cristalino.
Para ello, se han desarrollado numerosos sistemas experimentales de precipitacion, en los
que el transporte de unidades de crecimiento se realiza mediante un proceso difusivo,

usando capilares o mediante crecimiento en geles (Garcia-Ruiz, 2003).

Los factores cinéticos tales como la tasa de aporte de material, sobresaturacion, etc.,
determinan asimismo los mecanismos mediante los cuales los cristales continian su
crecimiento. El modo de incorporacion de una unidad de crecimiento en un cristal es
diferente dependiendo de la densidad de dislocaciones y rugosidad de la superficie. La
rugosidad aumenta a medida que lo hace la fuerza motriz del sistema (sobresaturacion),
aunque el tipo predominante de superficie cristalina a nivel atomico es el liso (figura
1.1.4). A altos niveles de sobresaturacion, la superficie es rugosa y el tipo de crecimiento
predominante es continuo o mediante nucleacion tridimensional, con integracion directa
de unidades de crecimiento (fig. 1.1.4a). Por el contrario, a niveles de sobresaturacion
bajos, la superficie es lisa y las unidades de crecimiento se incorporan segun dos procesos
distintos: nucleacion bidimensional (fig. 1.1.4b) a valores mayores de sobresaturacion o
crecimiento en espiral a partir del escalon de una dislocacion helicoidal (fig. 1.1.4¢) a

valores muy bajos de sobresaturacion (Sunagawa, 1987).

a
7 ———— | I

Fig. 1.1.4. Esquema de los diferentes tipos de interface cristal-solucion y mecanismos de
crecimiento asociados: (a) interface rugosa, crecimiento continuo, (b) y (c) interface lisa,
nucleacion bidimensional y crecimiento en espiral con sus respectivos perfiles en la parte
inferior. (Sunagawa, 1987).
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Al parecer, existe una correlacion entre la evolucion de la velocidad de crecimiento
con la morfologia de las caras en el cristal y la sobresaturacion en el sistema (Sunagawa,
1982). Segun esto, existe una sobresaturacion B**, por encima de la cual la interfase
cristal/solucion es rugosa y el mecanismo de crecimiento cristalino es continuo. Por
debajo de B**, la interfase es plana y el crecimiento puede producirse, por un mecanismo
de tipo espiral o bien por crecimiento mediado por nucleacion bidimensional. En la region
que esta por debajo de B*, el mecanismo que predomina es de crecimiento en espiral y las
caras planas crecen debido a la formacion de dislocaciones helicoidales. En la region p*<

B< B** el crecimiento se produce a partir de nucleacion bidimensional (fig. 1.1.5)

Cara plana

esogni vIe)

Fig. 1.1.5. Esquema de velocidad de crecimiento (G) frente a la sobresaturacion relativa (f), en
funcion del tipo de ley de velocidad: (a) lineal o crecimiento continuo, (b) exponencial o mediado

por nucleacion bidimensional y (c) parabdlica o de crecimiento en espiral (Sunagawa, 1987).

Se suele representar la velocidad de crecimiento (G) en funcion de la sobresaturacion
relativa 6 = S-1, para estudiar las cinéticas de crecimiento. A partir de G = f (B), que es
funciéon del modelo utilizado, se puede conocer el mecanismo determinante de la
velocidad de crecimiento. No obstante que la velocidad de crecimiento suele estar
influenciada por varios mecanismos que tienen lugar simultdneamente, las siguientes

expresiones muestran las tres leyes fundamentales de velocidad (Nielsen, 1984):
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1. Lineal Siendo:
G=Kg (S-1) G = velocidad de crecimiento
S = sobresaturacion

2 Parabélica K = constante cinética

G=Kg (S-1)°

B,p = factor numérico de forma
bidimensional

a = el area molecular (m?)
3. Exponencial

G =Kq (S-1)**S exp (-Bap/3 InS)

v = nimero de iones por

formula unidad
k = constante de Boltzmann (J/K)
Bap= B k*a /v (kTY T = temperatura (Kelvin)

K = Energia libre de borde (J/m)*

* A partir de la cual se puede calcular la energia libre de superficie 6, =« / a'? (J/md).

Asi mismo, la morfologia puede modificarse por aditivos especificamente
seleccionados (Addadi et al., 1985) que tengan afinidad estereoquimica por la estructura
de las superficies a modificar y que puedan actuar como inhibidores. La actuacion de
estos inhibidores se pone de manifiesto por la morfologia final del cristal que queda
determinada por las tasas relativas de crecimiento del cristal en diferentes direcciones. Si
se asume que el espacio para el crecimiento del cristal no esta limitado, como regla
general, las caras perpendiculares a los vectores de crecimiento mds rapido tendran un
menor desarrollo y menor area superficial. Este concepto se ilustra en los esquemas de las

tres morfologias representadas en la figura 1.1.6.

La forma de aguja (habito acicular), fig. 1.1.6. (a), es el resultado de un crecimiento
mas rapido segun la direccion de un eje, por ejemplo el eje ¢, en comparacioéon con los
otros dos ejes. Las caras que delimitan la aguja en la direccion de crecimiento rapido, C,
tienen areas superficiales pequenas. La forma tabular, 1.1.6. (b), es el resultados de un
crecimiento rapido en dos direcciones, ejes a y ¢ en relacion a la tercera direccion, b. Las
caras mas desarrolladas son las perpendiculares a la direccion de crecimiento lento, B. Un
cristal equidimencional, 1.1.6. (c), normalmente es el resultado de tasas de crecimiento

homogéneas en todas las direcciones.
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Fig. 1.1.6. Esquemas de diferentes morfologias cristalinas, modificadas por la absorcion
selectiva de impurezas sobre caras especificas del cristal. (a) crecimiento rapido a lo largo de
una direccion dando cristales en forma de aguja; (b) crecimiento rdapido en dos direcciones, en
relacion a una tercera dando cristales en forma de placa; (c) tasas de crecimiento similar en
todas las direcciones dando cristales casi isotropicos (Addadi L. et.al., 1989).

Las tasas relativas de crecimiento de cristales en varias direcciones dependen de
factores de energia intrinsecos de la capa asi como de las interacciones con el medio de
crecimiento. En este ultimo caso pueden intervenir el disolvente y materiales extrafios
como impurezas de bajo peso molecular, proteinas u otras macromoléculas presentes en

el sistema (Sunagawa, 1987).

El cese del crecimiento cristalino, entre otras razones, generalmente ocurre cuando
caen los niveles de sobresaturacion por un consumo de nutrientes. Ocasionalmente el
cristal cesa su crecimiento debido a la acumulacion de un gran nimero de defectos en la
superficie de crecimiento debido a la incorporacion de impurezas. Estos defectos
superficiales interrumpen el crecimiento puesto que no pueden ser asimilados por el
volumen de la estructura mediante la relajacion de la superficie. Otra posibilidad que

favorece el cese del crecimiento es por competicion o bloqueo de otra fase cristalina
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secundaria mas soluble, es decir, un polimorfo o estructura hidratada que nuclea al

cambiar las condiciones en la disolucion sobresaturada.

Polimorfismo del CaCOj3

Mistcherlitz demostré en 1822 como ciertos compuestos quimicos presentan
polimorfismo (del griego "multiples formas™; Bevan et al, 2002). Dependiendo de las
condiciones fisicoquimicas del sistema (temperatura, presion, pH o determinados
aditivos), una misma sustancia quimica puede cristalizar con diferentes estructuras y dar
lugar por tanto a diferentes fases cristalinas. Uno de los compuestos mas estudiados, que
presentan polimorfismo, es el carbonato calcico (objeto de estudio en este trabajo de
tesis). El carbonato célcico se distribuye ampliamente en la naturaleza y es el principal
constituyente de muchas rocas sedimentarias. Ademds es un constituyente basico de
muchos esqueletos de animales y algunos vegetales. Este compuesto al cristalizar puede
adoptar seis estructuras diferentes: calcita, aragonito, vaterita, monohidrocalcita (CaCO:s-
H,0), CaCO3-6H,0 y CaCOs-amorfo. De todas estas, la calcita y el aragonito son los
polimorfos termodinamicamente mds estables y los mds ampliamente encontrados en

estructuras biominerales.

Las estructuras de la calcita y aragonito se componen de capas alternas de iones calcio
y grupos carbonatos paralelos al plano ab. En el aragonito, la disposicion de los grupos
carbonato difiere ligeramente de la que tienen en la estructura de la calcita (figs. 1.1.7a-
b). Sin embargo, en la vaterita los grupos carbonatos estdn ordenados de manera

perpendicular al plano ab (fig. 1.1.8).

La calcita (del latin calx que significa cal) es el polimorfo mas estable del CaCOs,
tiene una estructura con simetria trigonal y grupo espacial R3¢ [Lippman, 1973]. La
calcita es un cristal i6nico constituido estructuralmente por capas alternas de grupos
carbonato y calcio, apildndose a lo largo del eje c. La forma més comun de la calcita es la
de romboedro puesto que las caras {1014} son las de menor energia, de mayor densidad y

contienen el mismo numero de iones carbonatos que de calcios.
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Fig. 1.1.7. A) Estructura de la calcita con un grupo espacial R3¢, B) Estructura del
aragonito con un grupo espacial Pmcn.

Las caras de la calcita paralelas al eje c estan formadas por grupos carbonato
orientados perpendicularmente a la superficie. De todas estas caras, las {1120} son las
que tienen la mayor densidad de empaquetamiento de oxigenos [Rodriguez-Navarro et

al., 2000].

El aragonito, se denomina asi en 1797 por el nombre de la localidad donde se
descubrié (Molina de Aragdén, Espaia), cristaliza en el sistema rombico, grupo espacial

Pmcen [Lippman, 1973].

3N

A

Fig. 1.1.8. Estructura de la vaterita con un grupo espacial P6322.
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La vaterita es una fase metaestable del carbonato calcico mucho mas inestable y

rara que el aragonito y la calcita en condiciones ambientales. Bradley, Grafo y Roth

(1966) determinaron que la vaterita cristaliza en el sistema hexagonal, con un grupo

espacial P6322 (Garcia Ruiz, et al.,1980).

Tabla 1.1. Propiedades mas relevantes de los tres polimorfos mds estudiados del

carbonato calcico.

Propiedades Calcita Aragonito Vaterita
Color Incoloro, blanco, Incoloro, blanco, gris blanco- Incoloro.
amarillo, rosa, amarillo o amarillento, o blanco-rojizo.
marron etc.
Diafanidad Transparente a traslucido Transparente a traslucido. Transparente
a opaco.
Exfoliacion Perfecta en Bien Definida Buena [?]
{10-11} Definida en {010}
Composicién Ca (40.04%), Ca (40.04%), Ca (40.04%),
CaO (56.03 %) C (12.00%), CaO (56.03 %)
C (12.00%), 0 (47.96%). C (12.00%),
CO? (43.97%) CO? (43.97%)
O (47.96%). O (47.96%).
Sistema Trigonal Ortorrémbico Hexagonal
cristalogréafico
Dureza 3 35-40 3
Volumen de celda 367.5 226.9 375.8
(A%
Volumen Molar 36.934 £ 0.15 34.15+0.5 37.13£0.5
(cm®)
Densidad (gr/cm™®) 2712 2.93 2.653
Constante de red a=6.412 a=7.968 a=17.15
(26°C) (A) a=101°55" b= c=16.98
Grupo Espacial R-3c Pmcn P6522
Formas maés {21-1} {001} {0-1-1} {010} {110}
comunes
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1.2 BIOMINERALIZACION

La biomineralizacion estudia la formacion, estructura y propiedades de sélidos
inorganicos depositados en sistemas biologicos. También se define a la biomineralizacion
como el proceso mediante el cual los organismos vivos precipitan minerales bajo un
estricto control bioldgico, mediante una extraccion selectiva y absorcion de iones de un
ambiente local, para formar cristales que se incorporan a estructuras funcionales. Estos
procesos dan lugar a materiales con formas exquisitas y microestructuras con un alto
grado de organizacion. Ejemplos de estas son: conchas de moluscos, cascaras de huevos,
dientes, huesos, otolitos, cocolitos, calculos biliares o renales (en situaciones patologicas),

etc. (Lowenstam & Weiner 1989, S. Mann, 2001).

Los procesos de biomineralizacién tienen consecuencias importantes a nivel
geoldgico y evolutivo. Ha tenido un impacto a escala global a lo largo de la historia de la
vida. Por consiguiente, es una disciplina interdisciplinaria, principalmente en la interface
entre la quimica, biologia y ciencia de los materiales, pero que también tiene importantes
implicaciones en otros campos como la paleontologia, quimica marina, sedimentologia,
medicina y odontologia. El estudio de la biomineralizacion es una disciplina
relativamente nueva que tiene sus raices entre 1850-1900, con el descubrimiento y
descripcion sistematica de muchos organismos. Esta se inicid, con soélidos cimientos,
gracias al apasionado trabajo de investigadores como Haeckel, Gegenbauer, Grobben,

Hatschek, Huxley, Lankester, Lamarck, Bronn y Biitschli (Lowenstam et al., 1989).

Existen evidencias desde al menos 3500 millones de afios de mineralizaciones de
origen bioldgico, tales como estromatolitos formados por colonias de organismos
procariotas (bacterias). Desde entonces los organismos han ido mejorando la habilidad
para controlar la formacion de los diferentes biomateriales que hoy conocemos. Desde
hace unos 540 millones de afos, un gran nimero de organismos multicelulares
empezaron a producir tejidos mineralizados: endo- y exo- esqueletos. En la actualidad
existen una gran variedad de organismos de los cinco reinos que forman biominerales que

utilizan para muy diferentes funciones (Addadi y Weiner, 1992).

24



A. Hernandez-Hernandez Introduccién

Tipos de Biominerales y distribucion

Los biominerales estdn constituidos por una fase inorgénica que puede ser:
carbonatos, fosfatos y oxalatos célcicos, sulfatos de metales del grupo IIA, silice y 6xidos
de hierro (S. Mann et al.,, 1989) y una fase organica que puede estar compuesta por
proteinas (fosfoproteinas, glicoproteinas), polisacaridos, lipidos y con frecuencia una
mezcla de ellos. Los minerales mas utilizados por los organismos son los carbonatos y
fosfatos de célcico y la silice. Esto no es sorprendente si consideramos que existe una alta
concentracion de calcio, CO, y silice disueltos en los océanos. De los 20 a 25 elementos
esenciales para la vida de los organismos vivos, carbono, hidrogeno, oxigeno, magnesio,
calcio, silicio, fosforo, azufre, manganeso y hierro, son los constituyentes mas comunes
de los aproximadamente 60 minerales biologicos diferentes que se han descrito. Mas de la
mitad de los elementos esenciales para la vida se encuentran incorporados en depositos
biominerales. Sin embargo, de estos el calcio destaca por estar ampliamente distribuido y
por ser el constituyente comun de huesos, dientes y céscaras. El calcio es un elemento

fundamental para mantener las funciones vitales celulares.

En este trabajo de tesis nos restringimos al estudio de procesos de formacion de
carbonato calcico en sistemas biologicos, en particular durante la formacion de la céscara
de huevo en aves. De los seis polimorfos que presenta el carbonato calcico la calcita y el
aragonito son los polimorfos termodindmicamente mas estables y los mas ampliamente
distribuidos en estructuras biominerales. Los mecanismos de seleccion polimorfica son de

especial interés a la hora de entender los procesos de biomineralizacion.
Procesos de biomineralizacion

A pesar de que se conoce mucho acerca de estructuras biominerales y se sabe
como varian éstas de un organismo a otro, se sabe relativamente poco sobre los
mecanismos e interacciones moleculares que gobiernan la produccion controlada de estos
biomateriales tan complejos. Otro de los grandes desafios que se plantean en el estudio de
la biomineralizacion es cémo los organismos bioldgicos controlan exhaustivamente la
composicion mineralogica del material y seleccionan una estructura polimorfica u otra de

un compuesto. En este respecto, existen algunos principios generales bien establecidos
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sobre los mecanismos quimicos, genéticos y celulares que controlan estos procesos. Por
ejemplo, los procesos de formacion de minerales en ambientes biologicos o
biomineralizacion estdn regulados por los mismos factores fisicoquimicos
(sobresaturacion, temperatura, pH, aditivos, etc.) que rigen los procesos de precipitacion
inorganica. Sin embargo, los seres vivos son capaces de regular estos procesos y los
factores fisicoquimicos que los controlan dentro de unos limites determinados. Asi,
dependiendo de la capacidad de regulacion que los organismos ejercen sobre estos

procesos se distinguen los siguientes tipos de biomineralizacion:
a) biomineralizacion inducida biolégicamente,
b) biomineralizacion controlada bioldégicamente y
¢) biomineralizacion controlada por el sitio bioldgico

Se entiende por mineralizacion inducida biologicamente a aquella que involucra
una precipitacion accidental de minerales inorganicos y que surge de interacciones
secundarias entre varios procesos metabolicos y el medio circundante. Un ejemplo de esta
mineralizacion es el caso de cierto tipo de algas verdes, donde el carbonato calcico
precipita a partir de disoluciones saturadas de bicarbonato célcico, por eliminacidon de
dioxido de carbono durante la fotosintesis. De manera semejante, la expulsion de
productos metabdlicos a través de o dentro de la pared celular de bacterias da lugar a la
precipitacion inducida bioldgicamente de varios minerales inorganicos, por reaccion
posterior con iones metalicos extrafios. Una caracteristica distintiva de este tipo de
biomineralizacion es que los minerales normalmente se forman a lo largo de la superficie
de la célula, donde permanecen firmemente sujetos a la pared celular. Dado que los
biominerales producidos por mineralizacion inducida bioldgicamente son depositados de
manera accidental, no estan bajo un estricto control celular. En consecuencia, el tamafio,
forma, estructura, composicion y organizacion de las particulas minerales la mayoria de
las veces son heterogéneas y estan pobremente determinadas (Lowenstam 1981; S. Mann,

2001).

En los procesos de mineralizacion controlada biologicamente existe, por el

contrario, una regulacion completa del proceso de precipitacion, dando lugar a una fase
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mineral en la que los cristales presentan una morfologia y tamafio muy bien definidos y
caracteristicos de cada especie (Weiner y Dove 2003). Como resultado de estos procesos
se obtienen materiales funcionales como huesos, dientes, cascaras de huevos, conchas de
moluscos etc. Estos biominerales presentan propiedades cristaloquimicas especificas y
caracteristicas para cada especie como tamafio de particula constante, estructuras y
composicion bien definidas, un alto nivel de organizacion estructural, morfologias
complejas, agregacion y textura controlada y orientacion cristalografica preferencial. Este
tipo de biomineralizacion se da en algunos organismos unicelulares (bacterias

magnetotacticas) y es extremadamente comun en organismos multicelulares.

Biomineralizacion controlada por el sitio bioldgico. Para controlar el proceso de
cristalizacion, los organismos usan determinados compartimentos aislados del medio
externo donde ocurre la mineralizacion. Estos compartimentos suponen una barrera que
evita la difusién libre de los iones. Asi la precipitacion tiene lugar principalmente dentro
de cuatro sitios: i) epicelular, sobre la pared de la célula, i7) intercelular, dentro de los
espacios entre los paquetes celulares, iii) intracelular, dentro de los compartimentos
celulares, iiii) extracelular, sobre o dentro de una red macromolecular insoluble ubicada
fuera de la célula. Los sitios intra- o extra-celulares, a menudo estan involucrados en la
mineralizacion controlada biologicamente. De este modo, muchos organismos
unicelulares forman biocomposites mediante un proceso controlado bioldgicamente
dentro de vesiculas intracelulares. En ambientes acuosos, grupos de moléculas de lipidos
se auto-ensamblan de manera espontdnea formando estas vesiculas. Estos
microambientes, formados de manera especial, son compartimentos llenos de un fluido (o
solucion saturada con respecto a la fase mineral), y que usualmente estan delimitados por
una membrana formada por una bicapa de moléculas de lipidos con proteinas embebidas
en ésta. Estas estructuras esféricas, juegan un papel importante como sitios para
biomineralizacién intracelular. Sin embargo, estos pequefios compartimentos no son
compatibles con la formacion de estructuras de gran tamafio como huesos, dientes o
cascaras; los cuales, por lo tanto, son construidos en espacios extracelulares. En este
ultimo caso, los procesos estan regulados de manera precisa a través de la actividad
especializada de células que sellan un espacio, en el cual se segrega una matriz organica,

constituida de proteinas insolubles y polisacaridos como coldgeno o quitina
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respectivamente. De esta forma, la fase mineral se deposita, intimamente asociada con la
matriz organica. Estos componentes organicos (especialmente proteinas) juegan un papel
muy importante en el proceso de cristalizaciéon y en particular en el control de la fase
polimérfica, morfologia y orientacion de los cristales (Falini et al., 1995; Belcher et al.,
1996; Nudelmann et al., 2005). Ejemplos de este tipo de biomineralizacién son la
formacion de huesos donde cristales de hidroxiapatito estan situados dentro espacios
regulares, que se producen entre fibras de colageno. En el caso de conchas de moluscos,
los cristales de aragonito crecen orientados entre laminas de proteinas insolubles, y en
cascaras de huevo de aves, los cristales de calcita crecen sobre una matriz fibrosa

extracelular y que describiremos mas adelante con mayor detalle.

1.3 PROTEINAS

Las proteinas son macromoléculas bioldgicas que desempefian una gran variedad
de funciones en los organismos vivos. Entre ellas podemos citar las siguientes: pueden
actuar como moléculas de transporte o de almacenamiento de moléculas pequeiias,
forman parte de la organizacion estructural de las células y tejidos, actian en el sistema
inmunologico, etc. Pero de todas las funciones que desempefian las proteinas, quizas la
mas importante sea la que desempefian las llamadas enzimas, que actian como
catalizadores que facilitan la enorme variedad de reacciones que conforman el
metabolismo de los seres vivos.

Las unidades monoméricas que forman las proteinas reciben el nombre de o-
aminoacidos. Cada aminodcido esta formado por un grupo carboxilo (-COOH) y un grupo
amino (NH;) unido al carbono a, el carbono contiguo al grupo carboxilo, de donde toman
el nombre de a-aminodcidos. Al carbono a de cada aminoacido también estan unidos un
atomo de hidrogeno y una cadena lateral (R). La diferencia entre los distintos o-
aminoacidos esta dada por sus cadenas laterales, de forma que segin su naturaleza

presentan diferentes caracteristicas lo que permite a las proteinas exhibir una gran
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variedad de estructuras y propiedades. Los aminoacidos pueden unirse entre si de modo
covalente mediante la formacion de un enlace amida entre el grupo a-carboxilo de un
aminoacido y el grupo a-amino de otro. Este enlace se denomina enlace peptidico (Fig.
1.3.1.) y los productos que se forman a partir de esta uniéon se denominan péptidos. La
unién de dos aminoacidos forma un dipéptido y esta reaccion puede considerarse una
simple eliminacion de una molécula de agua entre el grupo carboxilo de un aminoacido y
el grupo amino en la posicion a del otro. De esta forma los aminoacidos, mediante la
formacidn consecutiva de enlaces peptidicos, forman cadenas con secuencias y longitudes
definidas que son caracteristicas para cada proteina. Si la cadena resultante solo tiene
unos pocos residuos de aminoacidos, menos de 50, recibe el nombre de péptido. Cuando

el nimero de residuos es mayor de 50 recibe el nombre de polipéptido.

Amino terminal Carboxilo terminal

Fig. 1.3.1. Enlace peptidico formado entre el grupo carboxil (-COOH) y los grupos

amino (NH,) de residuos de aminodcidos adyacentes. (Garrett y Grisham, 1999.)

En todas las cadenas de proteinas existe un grupo amino que no ha reaccionado en
un extremo, que se llama amino terminal o N-terminal, y un grupo carboxilo en el otro

extremo, conocido como carboxilo terminal o C-terminal. Estos grupos terminales de la
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cadena se encuentran ionizados a pH neutro, presentando una carga positiva y negativa,

respectivamente.

En los genes de todos los organismos estan codificados 20 aminoacidos distintos
que son los que constituyen las proteinas. En la figura 1.3.2., se representan las
estructuras completas de estos aminoacidos agrupados segin su naturaleza quimica
dominante, ordenados desde el mas simple hasta el mas complejo. Estas caracteristicas
incluyen el cardcter hidréfobo o hidroéfilo, la naturaleza polar o no polar, y la presencia o

ausencia de grupos ionizables.

AMINOACIDOS ALIFATICOS

Glicina (Gly) G Alanina [Ala) A Valina [Val) v Leucina [Leu] L Iscleucina (lle) |

AMINO ACIDOS CON UN GRUPO HIDROXILO O AZUFRE AMINO ACIDOS
EN SU CADENA LATERAL CICLICOS

e e o

Serina (Ser) S Cisteina (Cys) € Treonina (Thr) T Metionina (Met) M Prolina (Pro) P

AMINO ACIDOS AROMATICOS AMINO ACIDOS

giapll

Fenilalanina (Phe)F  Tirosina (Tyr) ¥ Triptofano (Trp) W Histidina (His) H Lisina (Lys) K Arginina (Arg) R
AMINO ACIDOS ACIDOS Y 5US AMIDAS

Liil

Acido Aspartico (Asp) D Acido glutamico (Glu) E Asparagina (Asn) N Glutamina (GIn) @

Fig. 1.3.2. Esquema de los 20 amino dcidos que conforman las proteinas y su

clasificacion segun las propiedades de su cadena lateral. (Mathews, et al., 2002)
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Ademas de las cargas del grupo amino libre en el N-terminal y el grupo carboxilo
en el C-terminal, los polipéptidos suelen contener algunos aminoacidos que tienen grupos
ionizables en sus cadenas laterales, los cuales poseen una amplia gama de valores de pK,,
(son todos grupos débilmente 4acidos o basicos) por lo que los polipéptidos son
considerados polianfolitos, ya que contiene grupos con valores de pK, acidos y basicos.
Como tales anfolitos, los aminoacidos, los péptidos y las proteinas tienen un punto

isoeléctrico (pl), que es el pH al cual la carga neta es cero (figura 1.3.3).

Incremento de pH —m0—mo—o—mo—b

pH 1.0 6.0 14

COOH u COO~ H CcOO~
g | 4 P | ik \
N N N1
| | |
R R R
Carga neta: +1 0 -1

Fig. 1.3.3. Comportamiento quimico de los aminodcidos en funcion del pH. (Garrett y Grisham,

1999.)

En el contexto de la proteina, a pH 4cido los aminoacidos se encuentran
mayoritariamente en su forma catiénica (cargados positivamente) y a pH bdasico se
encuentran en su forma anidnica (cargados negativamente). Sin embargo, para cada
proteina hay un pH especifico donde la carga positiva y la carga negativa se encuentran
en equilibrio y la molécula en su conjunto es eléctricamente neutra. Por esta razon una de
las propiedades que presentan las proteinas es su capacidad amortiguadora, o efecto
tampon ya que actua como tal debido a su caracter anfotero, es decir, que pueden

comportase como acidos o como bases.
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En ocasiones, un pequefio cambio del pH modificard de manera significativa el
conjunto de cargas presentes en la molécula de proteina y como consecuencia cambiara
significativamente su comportamiento en disolucion. Por ejemplo, la solubilidad de
muchas proteinas es minima en el punto isoeléctrico, debido a que las moléculas ya no se
repelen unas a otras cuando su carga neta es igual a cero. Ademas, el hecho de que las
distintas proteinas tengan diferente carga neta a un determinado pH puede aprovecharse
para su separacion o bien sea por electroforesis o por cromatografia de intercambio
i6nico.

Las proteinas presentan cuatro niveles de organizacion estructural: primaria
(secuencia), secundaria (plegamiento local), terciaria (plegamiento global) y cuaternaria

(asociacion de varias cadenas).

Estructura primaria de las proteinas: Los polipéptidos que forman una
determinada proteina tienen una secuencia bien definida, la cual viene dada por la
secuencia de nucleotidos del ADN del gen que codifica la proteina. Esta secuencia se
denomina estructura primaria e indica la composicién de la cadena polipeptidica y el
orden de sus aminodcidos. Existen evidencias experimentales que establecen que la

secuencia de aminoacidos determina la estructura tridimensional de una proteina.

Estructura secundaria de las proteinas: la cadena polipeptidica se encuentra
plegada en regiones de estructura regular. A este plegamiento regular local se le
denomina estructura secundaria de la molécula. Linus Pauling y colaboradores en 1950,
llevaron a cabo un andlisis sistematico de las posibles conformaciones regulares de la
cadena polipeptidica y propusieron las dos estructuras mas probables: la hélice a y lamina
B. La resolucion de la primera estructura de una proteina, la mioglobina, a finales de los
anos 50, confirmo la existencia de la hélice a, y estructuras posteriores, la presencia de las
laminas B como estructuras secundarias mas comunes de las proteinas. En las hélices a la
cadena polipeptidica se pliega de forma helicoidal a derechas sobre si misma, dando lugar
a vueltas que contienen 3.6 residuos. Esta disposicion tridimensional permite la
formacion de enlaces de hidrégeno entre el hidrégeno de grupo amino de un residuo i y el
oxigeno carbonilico del residuo i-4, y son casi paralelos al eje de la hélice.. Las laminas

[ estan constituida por cadenas adyacentes unidas entre si mediante enlaces de hidrogeno
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entre los grupos amino y carbonilico, los cuales son casi perpendiculares a las cadenas
polipeptidicas.

Existen otras estructuras secundarias posibles: la hélice 319 que se encuentra en las
proteinas pero es menos comun que la a-hélice y la hélice m que es posible estéricamente
pero que aun no se ha observado en las proteinas. Ademas interconectando estos
elementos de estructura secundaria se encuentran los giros 3, que se encuentran por lo
general en la superficie de las proteinas y estdn constituidos por cuatro residuos unidos

por un enlace de hidrogeno entre el residuo 1y 4.

Estructura terciaria de las proteinas: En este nivel de estructura, los elementos de
estructura secundaria se pliegan a su vez formando una estructura compacta especifica de
la cadena polipeptidica, y determinada por el tipo de interacciones entre las o-hélices y
hojas B-plegadas al plegarse sobre si en una conformacion globular. Esta conformacion es
estabilizada por la presencia de enlaces entre las cadenas laterales de sus aminoacidos
mediante: 1) puentes disulfuro, 2) puentes de hidrogeno, 3) interacciones electrostaticas y
4) interacciones hidrofobicas. En el caso de proteinas solubles en agua, su estructura
terciaria se caracteriza porque los aminodcidos que se encuentran en la superficie de la
proteina son en general de naturaleza polar, mientras que los aminodcidos apolares

aparecen enterrados en el nicleo hidrofobico de la proteina.

Estructura cuaternaria de las proteinas: Algunas proteinas constan de varias
cadenas polipeptidicas, dispuestas de modo regular, la cual es conocida como nivel de
organizacion cuaternario. Existen muchas proteinas (dentro de la célula y en condiciones
fisiologicas) que forman agregados especificos de dos o mds cadenas polipeptidicas
plegadas o subunidades. Esta organizacion cuaternaria puede ser de dos tipos:
homoméricas, asociacion entre cadenas polipeptidicas idénticas o heteroméricas,
interacciones entre subunidades con estructuras muy distintas. Las proteinas que carecen
de estructura cuaternaria se llaman monoméricas. Cuando estan formadas por dos cadenas
se llaman dimeros; si tienen tres, trimeros; si tienen cuatro, tetramero, y asi sucesivamente

(Mathews, et al., 2002).
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La figura 1.3.4, representa los cuatro niveles de estructura proteica, usando como

ejemplo la molécula de hemoglobina.

(a) Estructura
primaria

Grupo Hemo

Estructura
b
(0} secundaria

0} Estructura
terciaria

{ )Esiruciura
cuateriana

Fig. 1.3.4. Niveles de organizacion de las proteinas en funcion de su arreglo en el espacio

(Mathews, et al., 2002).
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1.4 CASCARA DE HUEVO DE GALLINA COMO MODELO
BIOLOGICO DE ESTUDIO.

A continuacion describiremos los procesos de formacion y estructura de la cascara
de huevo de aves, que se estudia como modelo de biomineralizacion de carbonato calcico

en esta tesis.

1.4.1.  Biologia del sistema reproductor de la gallina.

Las aves tienen el aparato reproductor formado por un solo ovario funcional, el
izquierdo y un oviducto. El oviducto, en gallinas ponedoras, mide entre 60-80 cm de
largo, tiene un peso aproximado de 40 gr y se extiende desde el ovario a la cloaca. Por su
morfologia y funciéon, el oviducto puede dividirse en seis regiones: infundibulum,
magnum, istmo, istmo rojo (o gldndula tubular de la céscara), glandula de la cascara (o
utero) y vagina. Mediante un corte transversal se observa que estas regiones estan
formadas por varias capas, un tejido secretor, un tejido muscular y uno conectivo
(Sauvers et al., en Fernandez 2000). Estas regiones, con funciones y tamafos diferentes,
actian en conjunto para asegurar que el paso de la yema a través de estas sea suave. Se
cree que probablemente el huevo se mueve por accidn peristaltica ayudado por cilios de la
pared interna del oviducto. En la figura 1.4.1, se muestra un esquema del oviducto de la
gallina (6rgano donde se forma el huevo) y las diferentes partes que lo componen, asi
como su funcion en la formacion del huevo y el tiempo que éste permanece en cada parte

del oviducto.

El tejido de cada seccion estd formado por células especializadas. Estas células
producen y liberan los componentes que se incorporan de manera continua al huevo o

ejercen control sobre la formacion de este.
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ovario

cloaca ano

T

. 1
T
i vagina

L_i:‘\’pulsion del huevo

\1\ .. r=—==4+ glandula de la
infundibulum ! B ciascara (ltero)

fertilizacion del ovulo
15-30 min.

calcificacion de la
cascara
20-26 lr

istmo
Formacion de la membrana
inicio de la calcificacion
1-2 horas
magnum

secrecion del ablumen

2-3 horas

Figura 1.4.1. Esquema del oviducto de la gallina con sus diferentes partes y su
papel en la formacion de la cascara de huevo (Esquema modificado de pag.

hitp://www.agroconnection.com.ar).

Un pollo hembra, al nacer, tiene cerca de 3000 o6vulos capaces de poder
desarrollarse y formar un huevo. Llegada la pubertad, solo algunos se desarrollan,
desprendiéndose de una envoltura llamada foliculo de De Graaf y cayendo de uno a uno

en el infundibulum o primera parte del oviducto.

Infundibulum: 6rgano hueco que mide de 8-9 cm de largo con una terminacion
ancha en forma de embudo. En esta zona los pliegues de la mucosa son bajos, éstos estan
tapizados por células ciliadas no secretoras y una terminacion posterior angosta donde los
pliegues de la mucosa se hacen mas pronunciados, originando los pliegues secundarios y
terciarios. El tejido que tapiza la region media y caudal del infundibulum es
pseudoestratificado y contiene células ciliadas y células secretoras no ciliadas. Las
glandulas tubulares aparecen so6lo en la union infundibulum-magnum. A medida que se

avanza caudalmente, las criptas dan origen a verdaderas glandulas (Solomon en
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Fernandez, 2000). La yema tarda en pasar a través de esta region alrededor de 15-30
minutos y es en esta zona donde se produce la fecundacion en caso de haber

espermatozoides.

Magnum: porcion mas larga del oviducto, mide alrededor de 35 cm. En esta re-
gion los pliegues de la mucosa son prominentes y estan tapizados por células ciliadas y no
ciliadas, las que se hacen mas altas caudalmente. El huevo, al pasar a través de esta
region, comprime los pliegues lateralmente y su estimulacidn mecénica por el descenso
del huevo provoca la liberacion de la albimina. En esta region son sintetizadas todas las
proteinas de la albumina. Estudios electroforéticos de la albimina revelan 19 bandas de
proteinas, donde destacan las ovoalbuminas, que representan el 54% del total de proteinas
del huevo. Otras bandas importante corresponden a la ovotransferrina (13%), ovomucoide
(11%), ovoglobulinas (4%), lisozimas (3,5%), ovomucina (2%). De estas proteinas, son
muy importantes para salvaguardar la calidad del huevo por su actividad bactericida o
bacteriostatica las lisozimas, catalasas, ovoinhibidor y ovomucoide (Crossley C. J., 1982).
El tiempo que permanece la yema en esta region varia entre 3-4 horas aproximadamente.
El magnum estd separado del istmo por una zona delgada o linea traslucida no glandular

tapizada por células ciliadas y no ciliadas (Solomon, en Fernandez, 2000).

Istmus: region de 10 cm de longitud; es mas angosta que el magnum y sus
pliegues son menos voluminosos, su limite superior estd visiblemente determinado por la
zona aglandular. Esta tapizado por un epitelio pseudoestratificado columnar con células
ciliadas y no ciliadas. En esta region se lleva a cabo la formacion de las membranas
interna y externa del cascaron. En las glandulas tubulares del istmo se sintetiza el
colageno tipo X, el cual es el componente principal de las membranas (Fernandez et al.,
1997). Ambas membranas son depositadas sobre el albumen en aproximadamente 60-75
minutos. Aunque estas membranas no participen directamente en el proceso de
mineralizacion de la cascara, su presencia es indispensable para su formacion (Krampitz,
en Fernandez, et al., 2000). Alteraciones en su formacion reducen la mineralizacion de la

cascara (Nys Y. et al., 2001, Arias et al., 1997a).

Istmo rojo o glandula tubular de la cdscara: region tapizada de un epitelio

columnar compuesto por células ciliadas y no ciliadas con microvellosidades. En la base
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de este tejido se encuentran las glandulas tubulares, las cuales producen queratan sulfato o
mamildn, presente en los nucleos mamilares de la cascara de huevo. Los nucleos
mamilares se depositan durante el tiempo que permanece el huevo en esta region
(Fernandez et al., 1997) y son los centros de nucleacion a partir de los cuales se inicia la

mineralizacion de la cascara de huevo.

Glandula del cascaron o utero: region formada por paredes gruesas y muy
vascularizadas, compuesta por un tejido laminar que recubre los pliegues y por las
glandulas tubulares contenidas en estos pliegues. Esta region estd formada por células
ciliadas y no ciliadas con microvellosidades (Solomon, en Fernandez et al., 2000). Las
células epiteliales no ciliadas producen dermatan sulfato u ovoglican, el cual es un
componente importante de la matriz organica de la cascara. La produccion del ovoglican
coincide con el comienzo del crecimiento de los cristales de calcita (Fernandez et al.,
2000). El la region del atero es donde el huevo permanece mas tiempo, aproximadamente
unas 20 horas. En este fragmento se producen dos fendmenos: 1) en la fase inicial de la
formacion del cascardn, la parte distal del ttero secreta iones y agua los cuales son
bombeados hacia dentro del huevo. Se piensa que los poros del cascaron son formados
como un subproducto de este proceso, 2) el segundo fendmeno y de mayor importancia es
la mineralizaciéon de la céscara mediante la precipitacion del carbonato calcico en
asociacion con una matriz organica. Durante las primeras 2-3 horas desde que empieza la
precipitacion del carbonato calcico, el proceso de mineralizacion es muy lento haciéndose
mas rapida entre las 10-22 horas, que transcurren desde la ovulacion. Durante las dos
ultimas horas de formacion de la céscara, cesa la mineralizacidon y se inicia la deposicion
de la cuticula, ya depositada la cuticula, el utero se contrae y expulsa el huevo hacia la

vagina (Solomon, en Fernandez et al., 2000).

Vagina: esta region no participa en la formacion del huevo, inclusive no entra en
contacto con ¢él. Su expulsion se lleva a cabo, mediante un prolapso de la parte posterior

del utero.

Desde el momento en que un 6vulo es liberado del ovario (ovulacion) hasta que es

expulsado por la vagina (ovoposicion), transcurren alrededor de 26 horas. La mejora
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genética ha conseguido disminuir el tiempo entre la postura de dos huevos y lograr 1

huevo cada 24 hrs (Crossley, 1982; pag. http://www.agroconnection.com.ar).

1.4.2. Proceso de formacioén de la cdscara de huevo

La mineralizacion del cascaron de huevo de gallina es uno de los procesos de
mineralizacion bioldgica mas rapidos: 5 gr. de CaCOs son depositados en tan solo 20 hrs.

bajo un preciso control espacio temporal durante su formacion secuencial.

La calcificacion de la céscara de huevo es el resultado de un fendomeno de
precipitacion que ocurre sobre la membrana externa del cascarén. En el istmo, donde el
huevo permanece de 1-2 horas, ocurre la deposicion de las membranas interna y externa
de la céscara mediante un proceso secuencial conocido como fibrilogénesis. Durante éste
proceso las fibras de colageno adquieren de manera gradual una superficie uniforme. Se
piensa que el coldgeno tipo X desempefia el papel de inhibidor de la mineralizacion, ya
que se ha determinado su presencia en zonas de biocomposites que nunca mineralizan,
como en la capa interna del cascarén de huevo (Arias et al, 1997) o en espacios
producidos por estas fibras en el tejido 6seo. No obstante, el papel que desempeia este

tipo de colageno en el proceso de biomineralizacion es desconocido.

La mineralizacion de la céscara se lleva a cabo durante el paso del huevo a través
del las distintas regiones del oviducto (Nys Y. et al., 2001). En el istmo rojo son
depositados los ntcleos mamilares, los cuales son pequefios agregados esféricos de
aproximadamente 10 pum, formados por diferentes proteinas incluyendo anhidrasa
carbonica (Krampitz, en Fernadndez, et al., 2000), como componente importante queratan
sulfato o mamilén y 4cido sialico sobre su superficie. Estos componentes poseen una alta
afinidad por el calcio (Fernandez et al., 2000; Cooke et al., 1970). Sobre los nucleos
mamilares los iones calcio son complejados facilmente, por lo que se cree que intervienen
en el proceso de nucleacion del carbonato célcico, para dar lugar a la formacion de
agregados esféricos de calcita (Arias et al., 1992). A partir de estos esferulitos, y con la

participacion de los diversos componentes de la matriz organica y la intervencion de la
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anhidrasa carbdnica, se continuard el crecimiento de los cristales de calcita para dar lugar
a la formacion de la capa palizada formada por cristales columnares (Garcia-Ruiz et al.
1994, Arias et al. 1993, Nys et al 1999). Durante este proceso, hay cambios en el balance
acido-base del ave y se producen iones carbonato (CO3?) por la hidratacion del didxido
de carbono metabdlico (Lorcher et al., 1969). Las células epiteliales de la glandula del
cascaron suministran anhidrasa carboénica (Gay et al., 1973), que producen una alta
concentracion de iones carbonato, a partir de bicarbonato o de didxido de carbono
metabolico. De este modo, esta enzima es capaz de catalizar la reaccion que produce

carbonato calcico:
Ca’"+CO, + HL O —— » CaCO; +H,"

Los protones que son liberados por esta reaccion durante la formacion de la
cascara del huevo, inducen una acidosis en el ave. Como consecuencia, las gallinas
ponedoras incrementan su actividad respiratoria por jadeo, al tiempo que los protones son
excretados por el rifion, por lo que la orina de una gallina ponedora es acida durante el
proceso de calcificacion del cascarén de huevo (Simkis, 1971). Por tanto, la glandula del
cascaron de las aves estd transportando iones a través del epitelio para depositar calcio e
iones carbonato dentro del oviducto y moviendo protones y contraiones hacia fuera en la
sangre. Por otra parte, el calcio que se deposita sobre la céscara se obtiene directamente
de la sangre, ya que no existe un almacenamiento de calcio en la glandula de la céscara
antes de la calcificacion. La formacion de la cascara implica la movilizacion de 2 g de
calcio, que corresponde de un 8% a un 10% del contenido corporal de calcio. La fuente
principal de calcio proviene de la dieta y se absorbe durante la digestion por la pared
intestinal. El depdsito de calcio en la cascara (150 mg/h) es tan rapido que obliga a la
renovacion total del calcio sanguineo cada 12 horas (Nys, 1990; Sauvers en pag.
http://www.monografiasveterinaria.uchile.cl/). Aunque la principal fuente de calcio
proviene de la dieta y el intestino (durante la formacion de la céscara, la retencion
intestinal de calcio pasa del 40 al 80%), no todo el calcio que se deposita en la cascara

procede del intestino, una parte tiene su origen en el esqueleto.

Mientras el huevo permanece en la glandula de la cascara o utero, es depositada la

parte mineral del cascaron. Este proceso dura aproximadamente unas 20 hrs. Durante las
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primeras horas la tasa de deposicion de carbonato célcico es muy lenta, luego se hace mas
intensa hasta llegar a 330 mg/h entre las 10 y 22 horas después de la ovulacién. La
calcificacion de la cascara se produce mientras el huevo se encuentra bafiado en el fluido
uterino. En este fluido, el calcio y los iones bicarbonatos se encuentran en
concentraciones tan elevadas que el producto de solubilidad de la calcita es superado cien
veces. Por tanto, la deposicion del carbonato calcico ocurre en condiciones de muy alta
sobresaturacion, de modo que en estas condiciones es posible la precipitacion espontanea
del carbonato célcico. Curiosamente, este alto grado de sobresaturacion se mantiene
incluso en la fase terminal en la que se detiene la deposicion de la cascara y en la que el
producto idnico supera aun sesenta veces el producto de solubilidad de la calcita. Por
tanto, la concentracion de calcio e iones carbonatos no es el factor determinante para el
cese de la mineralizacién (Nys et al., 1991). Por el contrario, se cree que el cese de la
mineralizacion, es debido a la presencia de un inhibidor determinado. Los iones fosfatos
son unos inhibidores muy potentes de la formacién de calcita, por lo que es posible que
esta inhibicion pueda deberse a un compuesto organico fosforilado, que hace que los
grupos fosfatos compitan por el ion calcio y que se produzca hidroxiapatito (fosfato de
calcio), que aparece en cantidades traza en la superficie externa de la cascara (Dennis et
al., 1995). La presencia de fosforo en las capas superficiales de la cascara (Fink et al,
1993 en Cusack et al., 2003) junto con la fuerte modificacion de la morfologia de los
cristales en la capa superficial (Quintana y Sandoz, 1978) refuerzan esta hipotesis. Por
otra parte, el hecho que cese la precipitacion de carbonato célcico a pesar de mantenerse
un medio sobresaturado apoya esta hipotesis (Nys et al., 1991). Durante las dos tltimas
horas de formacion de la céscara, se detiene la mineralizacion y se inicia el deposito de
cuticula. Una vez que esta capa se deposita, la glandula de la cdscara se contrae y expulsa

el huevo hacia la vagina (Solomon en Fernandez, 2000).

1.4.3.  Descripcion de la fraccion mineral de la cdscara de huevo.

La cascara de huevo de gallina es una estructura calcificada esencial para la
propagacion de todas las especies de aves; es una estructura sofisticada cuyas propiedades
reflejan su papel crucial en la reproduccion. Sus funciones basicamente son: 1) funcionar

como una barrera protectora del contenido del huevo, frente al medio fisico y microbiano,
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2) controlar el intercambio de agua y gases a través de sus poros durante el desarrollo
extrauterino del embridn, 3) como reserva de calcio una vez que el calcio almacenado en
la yema se ha agotado (Nys et al., 2004). La céscara de huevo es una estructura
bioceramica formada por componentes organicos e inorganicos. La zona calcificada esta
formada de CaCO; (95% en peso) en forma de calcita. Del material remanente el 3.5%
esta constituido principalmente de proteinas fibrilares con enlaces disulfuro
entrecruzados, coladgenos del tipo I, V y X en las membranas de la céscara (Arias et al.,
1997; Wang et al., 2002; Won et al., 1984) y proteoglicanos y glicoproteinas en la capa
calcificada (Simkiss et al., 1989; Nys et al., 1999). Es un material ceramico poroso, con
excelentes propiedades mecanicas que lo hace suficientemente resistente para resistir los
impactos y agresiones externas ante depredadores pero cuyas caracteristicas le permiten
al pollito romper desde la parte interior el cascarén. Por otra parte, el huevo es un
alimento fundamental y en el mercado de alimentos la calidad e integridad de la cascara,
que es basicamente un empaque natural, es crucial para la seguridad del consumidor. Es
por ello que las propiedades del cascaron y en particular su resistencia ha sido sujeto de
numerosas investigaciones. Como hemos visto anteriormente, el proceso de formacion de
la cascara de huevo es un proceso exquisitamente regulado y como resultado de éste se
genera un material con una composicion y estructura muy bien definida y caracteristica
para cada especie, por lo que se piensa que ésta regulacion tiene un componente genético.
La formacién de la cascara se inicia con la agregacion de esferulitos de calcita que se
depositan sobre los nucleos mamilares, actuando estos ultimos como centros de
nucleacion. Esta etapa inicial contintia hasta que los esferulitos adyacentes se funden y a
partir de ellos surgen cristales columnares de calcita (de alrededor de 50 pm de ancho y
400 um de alto en el huevo de gallina) que componen la capa palizada, capa que se forma
durante un estadio de crecimiento muy rapido de la cascara. El crecimiento de estas
unidades columnares continta hasta que se termina el proceso de calcificacion de la
cascara (etapa terminal) con la deposicion de la capa organica denominada cuticula. En la
figura 1.4.3.1. se muestra la cascara de huevo y sus diferentes partes estructurales. La
cascara de huevo, tiene una organizacion estructural muy bien definida y constante para
todas las especies de aves. Basicamente, la ultraestructura de la céscara de huevo se
caracteriza por estar formada por unidades columnares de cristales de calcita que tienen

un cierto grado de orientacion preferencial. Sin embargo, las caracteristicas
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microestructurales, tales como el tamafio de los cristales asi como su grado de

orientacion, varian de unas especies a otras como se ilustra en la figura 1.4.3.2.

VI

Fig. 1.4.3.1. Observacion mediante microscopia electronica de barrido (SEM) de una seccion
transversal de la cdascara de huevo de gallina. a) seccion completa de la cascara de huevo donde se
observan las diferentes partes estructurales de esta. De abajo a arriba aparecen las dos membranas
del huevo (1), la capa mamilar (Il), la capa palizada formada por cristales columnares de calcita
(111), la capa de cristales verticales (IV) y la cuticula (V),; b) detalle de la capa de cristales verticales
depositados sobre la capa palizada; c) detalle de la palizada; d) detalle de un nicleo mamilar; e)
cascara de huevo en su etapa inicial de crecimiento, en la que se observan los agregados esféricos
de cristales de calcita formando la capa mamilar depositada sobre las membranas no mineralizadas

de la cascara del huevo (Rodriguez-Navarro et al. 2008).

Tanto la estructura columnar y la orientacion preferencial de los cristales es el

resultado de un proceso de crecimiento competitivo de cristales, debido a que estos crecen
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simultaneamente y compiten con los cristales adyacentes por el espacio disponible que
tienen para crecer, con lo cual el crecimiento esta restringido lateralmente y hace que los
cristales crezcan solo hacia arriba, desarrolldndose una estructura columnar (Rodriguez—

Navarro et al., 1999).

Fig. 1.4.3.2. Microestructura de cascaras de huevo de diferentes especies, segun se observan con
microscopia optica y con luz polarizada plana o con Nicoles cruzados en laminas delgadas
petrogrdficas. a) y b) Microfotografias de la cascara de huevo de gallina en la que se muestra la
distribucion de materia orgadnica y la estructura de cristales columnares con diferente orientacion
cristalogrdfica y que presentan diferentes grados de extincion. La barra de escala corresponde a
100 micras. ¢) y d) Microfotografias de la cascara de avestruz, en la que se muestra la distribucion
de materia organica, segun lineas de crecimiento paralelas, y la estructura de cristales columnares
muy alargados y altamente orientados. La barra de escala corresponde a 300 micras. Entre las
microfotografias de las laminas delgadas se muestran un patron de difraccion de rayos X de la
superficie externa de la cascara. En el caso de la cascara de gallina, se observa anillos
concentricos formados por reflexiones aisladas. Esto es debido a que la cdscara esta formada por
cristales de calcita de gran tamario y con una orientacion casi aleatoria. Por el contrario, en el
caso de la cascara de avestruz, en el patron de difraccion aparecen arcos en vez de anillos
completos, lo cual indica que existe un alto grado de orientacion preferencial de los cristales

(Rodriguez-Navarro et al. 2008).

Al mismo tiempo, el crecimiento de determinados cristales estd favorecido por su
orientacion. Si éstos se encuentran orientados con las direcciones de maxima velocidad de

crecimiento (el eje € en el caso de la calcita) en vertical, avanzando mas rapidamente y
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bloqueando el crecimiento de los cristales con una orientacion més desfavorable. Esto
hace que se desarrolle una orientacién preferencial o textura fibrosa de los cristales que
componen la ciscara de huevo que se orientan con el eje C perpendicular a la superficie

externa de la céscara (ver figura 1.4.3.2. d).

1.4.4.  Descripcion de los componentes macromoleculares de la

cdscara de huevo

En los ultimos 20 afios, se ha hecho una gran labor investigadora con objeto de
identificar y caracterizar los componentes moleculares presentes en la matriz orgénica de
la céscara de huevo. Este interés se debe a que al igual que en otros biominerales, se
considera que el proceso de formacion de la cascara de huevo esta regulado por la matriz

organica.

Sin embargo, poco se sabe aun acerca de los mecanismos moleculares precisos
que regulan su formacion. La bioquimica de la matriz organica del cascaron del huevo ha
sido estudiada por Leach (1982), Hamilton (1986) y Ferndndez (1993) pero el
conocimiento que se tiene de esta alin es muy bdsico. Para caracterizar la matriz organica
presente en la capa mamilar o en la capa palizada es necesario solubilizar las proteinas
integradas en estas estructuras. Para ello es necesario descalcificar estas capas, lo cual se
hace comiinmente usando un agente quelante de calcio como el EDTA' 6 acido acético
(que forman complejos de coordinacion con el calcio). Sin embargo, estos métodos de
extraccion son un tanto agresivos para las proteinas, ya que afectan a su estado de
agregacion y dificultan su subsiguiente resolucion mediante técnicas cromatograficas de
purificacion. Una alternativa, para la caracterizacion de la matriz organica, es estudiar el
fluido uterino el cual contiene los precursores de las proteinas de la matriz en su forma

nativa y funcional antes de incorporarse a la cascara del huevo.

La identificacion y caracterizacion de numerosas proteinas de la céscara de huevo

se ha logrado mediante técnicas bioquimicas tales como la microsecuenciacion de

"EDTA del ingles Ethylene Diamine Tetraacetic Acid
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aminoacidos extraidos de las bandas transferidas a membranas PVDF? obtenidas a partir
de geles SDS-PAGE’ de extractos de la cascara de huevo y del fluido uterino. Asimismo,
se pueden generar anticuerpos especificos contra esos componentes aislados mediante
SDS-PAGE preparativa (Gautron et al., 1997; Hincke et al., 1995). Estas técnicas
permiten ademas localizar a las proteinas en zonas especificas de la céscara de huevo o
del oviducto mediante inmunofluorescencia y usando inmunoquimica de plata coloidal.
Estos estudios han permitido la identificacion de una gran variedad de proteinas de la
matriz de la céscara y su agrupaciéon en tres principales grupos: 1) proteinas que se
encuentran en otros tejidos del cuerpo (componentes ubicuos), 2) proteinas de la clara del
huevo y 3) proteinas del ttero exclusivamente asociadas al proceso de calcificacion de la

cascara.

Dentro del primer grupo se encuentra principalmente la osteopontina
(glicoproteina fosforilada) presente en hueso y rifion y en la cascara de huevo (Pines et
al., 1995). En la céascara de huevo aparece localizada en el nucleo de las fibras de la
membrana de la céscara, en la base de la capa mamilar, en la capa palizada asi como en su
parte externa (Fernandez et al., 2003). Se le atribuye un potente efecto inhibidor (fosfato
dependiente) de la precipitacion del carbonato calcico (Hinke et al., 1998). Otra proteina
ubicua es la clusterina (glicoproteina heterodimerica) que aparece distribuida en las capas

mamilar y palizada, ademas de encontrarse en otros muchos tejidos (Mann et al., 2003).

De las proteinas de la clara del huevo, la lisozima, ovoalbumina y ovotransferrina
son los constituyentes principales de la clara de huevo y representan el 3.5, 54 y 12 % de
la clara. Gautron (2001) y Hincke (1995, 2000) muestran como la ovoalbumina esta
presente en el fluido uterino, predominantemente en la etapa inicial de formacion de la
cascara, y aparece también localizada en la capa mamilar. Estos autores describen que
lisozima y ovotransferrina estan presentes de manera importante en el fluido uterino,
durante la etapa inicial de formacion de la cascara, en las membranas de la cascara y en la

capa mamilar. Sin embargo, no se les atribuye un papel importante en el proceso de

2 PVDF del inglés Poly Vinyli Dene Fluoride
3 SDS-PAGE del inglés Sodium Dodecyl Sulfate- Polyacrylamide Gel Electrophoresis
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mineralizacion de la cdscara y solo se piensa que tienen una funcidon como agentes

antimicrobianos.

En el ultimo grupo se encuentran las proteinas que estan exclusivamente
relacionadas con el proceso de biomineralizacion de la cascara y de las que hablaremos en
detalle a continuacion. Dentro de este grupo destaca la ovocleidina-17 (glicoproteina
fosforilada) que fue la primera proteina caracterizada y purificada por métodos
cromatograficos a partir de la matriz de la cascara de huevo. Esta proteina se ha
localizado por técnicas inmunohistoquimicas en las capas mamilar y palizada. Asimismo
aparece en el fluido uterino en todas las etapas de formacion de la céscara, aunque
aparece a mas alta concentracion en la etapa rapida de crecimiento de la cascara (Gautron

et al., 1997).

Otras proteinas de este grupo y que han sido clonadas recientemente son la
ovocalixina-21 y ovocalixina-25. Estas aparecen en los tejidos donde se lleva a cabo la
mineralizacion de la cascara (en el utero y en el istmo rojo). La ovocalixina-32 esta
presente en el fluido uterino durante la fase de crecimiento pero aparece principalmente
en la fase terminal de la calcificacion, y consecuentemente se le localiza en la region
externa de la capa palizada, en la capa de cristales verticales y en la cuticula (Gautron et
al., 2001). Es por ello que se piensa que esta proteina puede estar involucrada en el cese
de la mineralizaciéon de la cascara y por tanto podria tener un papel muy importante en el

proceso de regulacion de la formacion de la céscara.

La ovocalixina-36 ha sido también clonada, y aparece en los extractos organicos
de la cascara y a altas concentraciones en el fluido uterino durante la fase rapida de
crecimiento. Ademas esta proteina es expresada solamente en el tejido uterino en el
momento en el que el huevo entra en el ttero, por lo que se trata de un buen candidato

como proteina que regula la formacion de la cascara.

La ovocleidina-116 es el componente principal de la matriz organica de la cascara
de huevo de gallina donde aparece a lo largo de la capa palizada y muy abundantemente
en el fluido uterino durante la fase de calcificaciéon mas intensa. Esta proteina es secretada

en el utero por las células granulares de la superficie del epitelio.
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Asimismo, estudios recientes muestran la presencia de cientos de proteinas en la
cascara de huevo (Mann K., 2006), sin embargo, no se conocen con exactitud como
intervienen en los mecanismos responsables del inicio, etapa de crecimiento y

terminacion de la mineralizacion de la cascara de huevo.

1.5 JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DE LA TESIS.

La capacidad extraordinaria que tienen algunos organismos de controlar la
precipitacion de minerales y el crecimiento de los cristales es apasionante. El
conocimiento de los mecanismos que utilizan los organismos para controlar estos
procesos seria de gran importancia a la hora de desarrollar materiales biomiméticos que
se podrian disefar con caracteristicas especificas a su aplicacion final. En particular es
muy importante conocer los mecanismos mediante los cuales los organismos controlan la
precipitacion y formacion de biominerales de carbonato célcico para formar materiales
tan sofisticados como las conchas de moluscos, cocolitos, otolitos, cascarones de huevo
etc. En estos procesos de biomineralizacion existen proteinas especificas y otros
componentes organicos e inorgdnicos que regulan la formacion de los tejidos
mineralizados. En particular, las proteinas juegan un papel muy importante en los
procesos de regulacion de la formacion de la fase mineral, regulando las diferentes etapas
de formacion del biomineral desde su nucleacion, seleccion de la fase polimorfica,
morfologia y orientacion de los cristales. A fin de explicar la interaccion entre proteinas y
minerales se han propuesto algunos mecanismos, entre ellos, una combinacion de
interacciones electrostaticas y estereoquimicas, que implican un reconocimiento
molecular entre las proteinas y la superficie mineral. Sin embargo, no se conocen los
mecanismos precisos de interaccion entre las proteinas y los minerales durante el proceso
de precipitaciéon debido a la complejidad y dinamismo de este tipo de procesos. Es
especialmente interesante el estudio de los mecanismos mediante los cuales los
organismos controlan y seleccionan una determinada fase polimérfica incluso fuera de su

campo de estabilidad termodindmico. Por ejemplo, dependiendo de las condiciones
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fisicoquimicas del sistema, el carbonato calcico puede precipitar en forma de diferentes
fases minerales: calcita, aragonito, vaterita, CaCOs-H,0, CaCO3-6H,0 y CaCOs-amorfo.
De todas estas fases la calcita y el aragonito son los polimorfos termodinamicamente mas
estables y los mas ampliamente distribuidos en estructuras biominerales. De ahi que
existe una rabiosa necesidad por entender los mecanismos que controlan la precipitacion
polimérfica del CaCOs en los diferentes escenarios donde se presenta y muy en particular

durante los procesos de biomineralizacion, objetivo principal en este trabajo de tesis.

En particular, en este trabajo se estudiaran los mecanismos que controlan la
formacioén de la cascara de huevo, un sistema modelo de biomineralizacion de carbonato
calcico y que se ha elegido por ser relativamente simple. Durante el proceso de formacion
de la cascara de huevo, los cristales de carbonato calcico que la conforman precipitan a
partir del fluido uterino. Este fluido es una disolucion de composicion muy compleja, que
varia durante las diferentes etapas del proceso de deposicion de la cascara, expresandose
en cada etapa determinados componentes especificos. Algunos de estos componentes se
ha demostrado que son especialmente activos y especificos del proceso de formacion de
la cascara y se piensa que regulan la precipitacion del carbonato célcico. Asimismo, en las
diferentes etapas de formacion de la cascara la velocidad de mineralizacion varia. En una
fase inicial se debe de promover la nucleacion de calcita, posteriormente en la etapa de
crecimiento rapido se debe de promover el crecimiento de los cristales y en la etapa
terminal, se debe de inhibir la precipitacion del carbonato célcico. Sin embargo, no se
conocen con exactitud de los mecanismos responsables de la iniciacion o el cese del
crecimiento de la cascara de huevo. Para una caracterizacion completa del papel que
juegan las proteinas en la regulacion del crecimiento de la céscara, se necesitaria estudiar
en detalle su efecto sobre la nucleacion, seleccion de fases polimorficas, alteracion de los
mecanismos de crecimiento y modificacion de la morfologia y tamafio de los cristales de
carbonato calcico y este serd uno de los objetivos principales a desarrollar en este trabajo
de tesis. Para ello, con esta tesis se pretende desarrollar un método de precipitacion de
carbonato calcico basado en una técnica de difusion de vapor en gota sedente. Este
método se utilizard para llevar a cabo estudios de precipitacion con carbonato céalcico que
permitan comprender mejor los procesos de biomineralizacion y en particular los

mecanismos de interaccion de proteinas y minerales durante la formacion de la cascara de
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huevo de gallina. Un requisito fundamental de este tipo de métodos de cristalizacion es
que debe de minimizar el gasto de proteina, ya que este material biologico “es un bien
preciado” muy dificil de obtener en suficiente cantidad para llevar a cabo este tipo de

estudios.

Objetivos generales

Entender el papel de las proteinas en los procesos que controlan la formacion de la

cascara de huevo. Para ello se van a desarrollar los siguientes objetivos concretos.

Objetivos concretos

Objetivo 1. Desarrollo de micrométodos de cristalizacion adecuados para estudios
de biomineralizacion in vitro. Estos métodos deben permitir medir los principales
pardmetros del proceso de cristalizacion como son: el numero de cristales, fases
polimérficas, tamafio y morfologia de los cristales. Ademas estos métodos deben usar una
cantidad minima de proteina (del orden de microgramos), en un volumen muy pequefio de

solucion (del orden de microlitros).

Objetivo 2. Seleccion de un método de cristalizacion y su puesta a punto y
busqueda de las condiciones Optimas de cristalizacion del carbonato calcio que permitan
llevar a cabo estudios de biomineralizacién in vitro y caracterizar los principales

parametros del proceso de cristalizacion.

Objetivo 3. Aplicar el micrométodo caracterizado para estudiar la interaccion
entre proteinas modelo y minerales de carbonato calcico durante el proceso de
precipitacion. Para ello, determinaremos la influencia de las proteinas en los principales
parametros de cristalizacion (p. €j., flujo de nucleacion, seleccion polimorfica, tamafio y

morfologia de los cristales).

Objetivo 4. Uso de la cascara de huevo de gallina como modelo simple de
biomineralizacién de carbonato célcico y de la interaccidon entre minerales y proteinas.
Para ello se estudiara la influencia de proteinas involucradas en el proceso de formacion

de la céscara de huevo en la precipitaciéon de carbonato calcio en experimentos in vitro
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para determinar que proteinas son activas y determinar el papel que juegan en la

regulacion de este proceso.

Objetivo 5. Como primera aproximacion, se estudiara el efecto de las proteinas en
la regulacion de la mineralizacion de la céscara del huevo para lo cual se seleccionaran
proteinas comerciales extraidas de la clara de huevo y que se encuentran presentes en este
biomaterial. Para esta caracterizacion, se analizara la influencia de estas proteinas sobre el
proceso de precipitacion de carbonato célcico en experimentos in vitro y en particular

sobre los parametros de cristalizacion mas importantes.

Objetivo 6. Se estudiara el efecto de extractos purificados de la matriz organica de
la cascara de huevo sobre el proceso de precipitacion del carbonato célcico y en particular
sobre el proceso de nucleacion, seleccion polimorfica y morfologia de los cristales. Esta
informacion sera de gran utilidad para identificar que componentes organicos participan
de forma activa en la mineralizacion de la cascara. Asi mismo esta informacion nos puede
ayudar a determinar la funcidén que desempefian estos componentes en la regulacion de

este proceso.

Objetivo 7. Como una aproximacion mas realista al sistema bioldgico, se
analizard la influencia del fluido uterino en el proceso de precipitacion del carbonato
calcio. Ademads, para entender qué componentes determinan las diferentes etapas de
formacion de la cascara de huevo se estudiara la influencia de muestras de fluidos
uterinos recolectados en las diferentes etapas de formacion de la céscara en los diferentes

parametros de cristalizacion de carbonato calcico.

Objetivo 8. Se comparara el efecto de disoluciones que contengan
macromoléculas relacionadas con el proceso de formacion de la cascara de huevo con
diferentes grados de complejidad: a) proteinas comerciales de la clara de huevo; b)
extractos de proteinas purificadas a partir de la matriz organica de la cascara de huevo; ¢)
fluido uterino recolectado en las tres principales fases de formacion de la cascara de

huevo.
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2.MATERIAL Y METODOS

En este capitulo, se describen los materiales y métodos utilizados para estudiar los
procesos de precipitacion de carbonato célcico en presencia de diferentes componentes
organicos de interés. Para los estudios de precipitacion de carbonato célcico se utilizé un
dispositivo de cristalizacion basado en la técnica de difusion de vapor en gota sedente.
Tanto los fundamentos de este tipo de métodos como las caracteristicas del dispositivo
utilizado se describen en este capitulo. Asimismo, se describe en detalle los componentes
organicos y como se obtuvieron, asi como las técnicas empleadas para la caracterizacion

de los cristales obtenidos.

2.1. REACTIVOS QUIMICOS

Para los experimentos de precipitacion de carbonato célcico se prepararon
disoluciones a partir de reactivos grado analitico de: CaCl,-2H,0, numero de lote
110K 0226, con un grado de pureza del 99 % y NH4HCO; lote N° 71K0120, con un grado
de pureza del 99 %, de la casa comercial Sigma-Aldrich. Para la preparacion de las
disoluciones se utiliz6 agua Milli-Q obtenida a partir de un equipo Millipore Modelo Elix
3. A partir de disoluciones madre de CaCl, 0.2 M y de NH4sHCOs3 0.05 mM se prepararon
las diluciones correspondientes para cada experimento con concentraciones de 10, 20, 50,
100, 200 o 500 mM (de CaCly) y 2.5, 5, 10, 15 o 25 mM (de NH4HCO3). Una vez
preparadas las disoluciones y antes de ser utilizadas, se filtraron usando Jeringas de 10 ml
y Filtros Millex-HV de Millipore, con tamafio de corte de 0.45 pm y 25 mm de diametro.

Para cada nuevo experimento se prepararon reactivos frescos.
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2.2. MUESTRAS BIOLOGICAS

Una vez estandarizado y caracterizado exhaustivamente el sistema de
cristalizacion con disoluciones puras, se realizaron los experimentos de precipitacion de
carbonato calcico en presencia de proteinas y extractos organicos que permitiesen evaluar
la validez del método escogido para estudiar procesos de biomineralizacion de carbonato
calcio. Para ello se utilizaron en primer lugar proteinas comerciales con algunas
caracteristicas comunes que permitiesen hacer estudios comparativos. En particular, se
seleccionaron cuatro proteinas, que en otros estudios se refieren como proteinas modelo,
y que estan ampliamente caracterizadas como veremos posteriormente. Las proteinas
utilizadas en su forma liofilizada son: Lisozima purificada de clara de huevo de gallina
(HEWL") obtenida de la casa comercial Seikagaku con numero de Lote E98301;
Ribonucleasa-A extraida y purificada de pancreas de bovino, con nimero de Lote 9001 99
4; Mioglobina extraida y purificada de musculo esquelético de caballo, numero de Lote
100684 32 0 y a-Lactoalbumina purificada de leche de bovino con ntimero de Lote 9051
29 0. Las tres ultimas proteinas se obtuvieron de la casa comercial Sigma-Aldrich. Para
estudios adicionales se utilizaron también otras proteinas presentes en la cascara de huevo
de gallina tales como la Ovoalbumina con numero de Lote 93H7105; y la
Ovotransferrina tipo I con nimero de Lote 107F8020, extraidas y purificadas de la clara
de huevo de gallina, de la casa comercial Sigma-Aldrich. Las propiedades fundamentales

y funciones bioldgicas de las proteinas utilizadas se describen a continuacion:

2.2.1. Proteinas comerciales

Lisozima (E.C'. 3.2.1.17)
Las lisozimas son un grupo de proteinas también conocidas como antibioticos
naturales. Estdn ampliamente distribuidas en plantas, animales y bacteriofagos. También

es posible encontrarla en secreciones corporales de mamiferos tales como saliva,

" HEWL del ingles Hen Egg White Lysozyme
T E.C. nomenclatura para la clasificacion de enzimas segiin la IUBMB segiin la reaccién que catalizan.
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lagrimas, leche, moco cervical y algunos tejidos como en los leucocitos, rifiones, etc. La
lisozima de clara de huevo de gallina es la mas estudiada. La lisozima también conocida
como muramidasa o N-acetilmuramico hidrolasa, es una enzima con actividad de
muramidasa, ya que hidroliza preferentemente las uniones glucosidicas [beta]-1,4 entre
N-acido acetil murdmico y N-acido acetil glucosamina, la cual esta en el mucopéptido de
la estructura de la pared celular de ciertos microorganismos. Por otra parte, existen
evidencias de que participa en la calcificacion del cartilago en humanos. Desde hace mas
de 40 afos se ha estudiado ampliamente por su interés como antibidtico natural y como
ayudante para el diagnostico de enfermedades. Es una proteina globular de 14 313
Daltons (Da*) de masa molecular, un pI§ de 9.32 (valor teorico), consta de 129 residuos
de aminoacidos, su pH Optimo de actividad es de 9.2 (Mathews et al 2002;
http://www.worthington-biochem.com/LY/default.html).

Ribonucleasa A (EC: 3.1.27.5)

La Ribonucleasa-A de pancreas de bovino, es una enzima que cataliza la hidrolisis
del 4cido ribonucleico. Esta reaccion la lleva a cabo en dos pasos: en el primero se forma
nucleotido 2°,3” ciclico y en el segundo paso este intermedio es hidrolizado lentamente
para dar un nucledtido 3’. La Ribonucleasa A es una proteina globular de 13 690 Da de
masa molecular y consta de 124 aminoacidos, un pl (tedrico) de 8.64 y posee cuatro
puentes disulfuros en sus posiciones: 26-84, 40-95. 58-110 y 65-72. Su pH 6ptimo de
actividad esta entre pH 7.0 y 7.5. (Leonidas et al., 1997; Kalnitsky et al., 1959).

Mioglobina

La mioglobina es una hemoproteina monomérica que se encuentra principalmente

en el tejido muscular de los animales vertebrados, el cual sirve como sitio de

i.Da es la unidad de peso molecular y 1Da equivale a 1 gr/mol
§ Punto isoeléctrico de una proteinas el pH al que la carga promedio para todas las formas de la molécula es cero.
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almacenamiento intracelular de oxigeno. Esta proteina es importante a nivel fisioldgico
por la habilidad que tiene de unir y transportar moléculas de oxigeno. La mioglobina
pertenece a la familia de las hemoproteinas por contener un grupo prostético hemo, el
cual consiste de un anillo tetrapirrdlico con un atomo de hierro en el centro. Normalmente
este atomo de hierro se encuentra en estado de oxidacién ferroso (Fe™), su oxidacion a
estado férrico (Fe™) la hace incapaz de unir moléculas de oxigeno. La Mioglobina es una
proteina globular de 16 951 Da de masa molecular, consta de 153 aminoacidos y tiene un

pl (teodrico) de 7.36 (Maurus, R.et al., 1997).

a-Lactoalbumina (EC: 2.4.1.22)

La a-Lactoalbumina es una proteina globular que se sintetiza en la glandula
mamaria. Su funcioén es la de promover la conversion de galactosil transferasa a lactosa
sintasa y es esencial para la produccion de la leche. La a-Lactoalbumina es una
metaloproteina por contener calcio en su estructura, tiene la habilidad de unir Ca* y otros
metales divalentes. Esta proteina tiene una masa molecular de 14 186 Da, consta de 142
residuos de aminoécidos y tiene un pl (tedrico) de 4.8. En términos de secuencia primaria
y estructura, la a-Lactoalbumina y la Lisozima C son muy similares y probablemente

evolucionaron de una proteina ancestral comun. (Ren, J., et al., 1993).

Ovoalbumina

La ovoalbumina, es una de las primeras proteinas que se purificaron y constituye
mas de la mitad en peso de las proteinas de la clara de huevo (Hofmeister 1889 en Craig
D. Reg R. 2002), contribuye en las propiedades funcionales de la clara del huevo (Mine et
al., 1991 en Craig D. y Reg R. 2002). La ovoalbiimina, se ha convertido en una proteina
de referencia en el area bioquimica y ha sido objeto de estudios fisico-quimicos y es
ampliamente usada como proteina modelo. A pesar de que en los ltimos afios se han
realizado numerosos trabajos sobre esta proteina, aun se desconoce gran parte de su papel

bioldgico en el huevo. No obstante se cree que en su forma desfosforilada sirve como
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fuente de aminoacidos para el desarrollo del embrion (Craig D. y Reg R. 2002). La
ovoalbumina se encuentra en la matriz orgdnica de la cascara de huevo. En particular,
estudios inmunohistoquimicos revelaron su presencia en los nicleos mamilares de la
cascara descalcificada, lo que indica que esta presente durante la fase inicial de su
formacion. Sin embargo no queda claro si la ovoalbumina juega un papel especifico en la
mineralizacion de la céscara, aunque se cree que almacena y transporta iones metalicos y
su alta afinidad por el Ca™ sostiene este concepto. Sin embargo estudios in vitro han
demostrado que puede afectar en la precipitacion del carbonato célcico acelerando la
nucleacion (Hincke M. T. 1995). La ovoalbtimina es una fosfoglicoproteina monomérica,
consta de 385 residuos de aminoacidos (cerca del 50 % de estos son hidrofébicos), tiene

un peso molecular de 44500 Da y un punto isoeléctrico de 4.5 (Craig D. y Reg R. 2002).

Ovotransferrina

La ovotransferrina también conocida como conalbumina, constituye el 12 % de la
proteina de la clara de huevo. Esta proteina esta implicada en la transferencia de iones
férricos desde el oviducto de la gallina hasta el embrion en desarrollo. Es capaz de unir
con alta afinidad dos iones Fe™ por molécula, liberandolo a la célula huésped mediante
receptores especificos de membrana (Mason et al 1996). También existen evidencias de
su efecto antimicrobiano y antiviral (Valenti et al., 1987 en Huopalahti R., et al., 2007; O.
Wellman-Labadie et al., 2007; Giansanti F. et al., 2002). Ademas tiene propiedades
terapéuticas contra la enteritis infantil aguda (Corda et al., 1983 en Huopalahti R., et al.,
2007). La ovotransferrina es una glicoproteina neutra que se sintetiza en el oviducto de la
gallina y se deposita en la fraccion de la albumina del huevo, tiene una masa molecular de
77 700 Da, consta de 686 residuos de aminoacidos, tiene 15 puentes disulfuro y tiene un

pl alrededor de 6.1 (Craig D. y Reg R. 2002).

Algunas de las propiedades fundamentales de las proteinas anteriores se resumen

en la siguiente tabla.
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Tabla 2.2.1. Propiedades fisico-quimicas de las proteinas comerciales.

Proteinas pla@ Peso Numero total Numero total Numero total
molecular  de residuos de residuos de residuos
tedrico (Da)?b de cargados cargados
aminoacidos  negativamente  positivamente
Lisozima de clara de 9.32 14 313 129 Asp + Glu: 9 Arg + Lys: 17
huevo de gallina
Ribonucleasa-A de 8.64 13 690 124 Asp + Glu: 10 Arg + Lys: 14
pancreas de bovino
Mioglobina de musculo 7.36 16 951 153 Asp + Glu: 21 Arg + Lys: 21
esquelético de caballo
a-Lactalbumin de leche de ~ 4.83 16 224 142 Asp + Glu: 20 Arg + Lys: 14
bovino
Ovoalbumina de clara de 4.5 45000 385
huevo de gallina
ovotransferrina de clara 6.1 77 700 686

de huevo de gallina

¢ Punto isoeléctrico.
® Dalton

La mayoria de los datos de esta tabla fueron extraidos de la pagina: http://www.expasy.ch/tools/protparam.html

A. Lisozima

B. Ribonucleasa-A
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C. Mioglobina D. a-Lactoalbumina

E. Ovoalbumina F. Ovotransferrina

Figuras 2.2.1. Representacion de las estructura tridimensional de las diferentes proteinas comerciales: A)
Lisozima (Wang, J.,et al. 2007), B) Ribonucleasa A (Chatani, E. et al 2002), C) Mioglobina (Maurus, R.,et
al., 1998), D) a-Lactoalbumina (Chandra, N. et al., 1998), E) Ovoalbumina (Yamasaki, M. et al.,2002) y F)
Ovotransferrina (Mizutani, K. et al., 2001), obtenidas con el programa JMol. (http://www.rcsb.org/pdb/)
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2.2.1.1. Preparacién de las disoluciones de proteinas

Después de su adquisicion, las proteinas se almacenaron a -4°C (en un
congelador). Antes de usarse, se sacaron del congelador y se mantuvieron a temperatura
ambiente durante unos 30 min. aproximadamente. A continuacidn, se pesa con una
balanza analitica de alta precision la cantidad necesaria de proteina liofilizada para
preparar una disolucion madre de 10 mg/mL en un tubo Eppendorf de 2 ml. Se hidrata la
proteina con agua Milli-Q, se tapa el tubo y se homogeniza la disolucion, sujetando el
tubo entre el dedo indice y pulgar, con giros suaves de 180°. Una vez disuelta la proteina
en polvo, se recupera la disolucion proteica con ayuda de una jeringa de 2 ml y se pasa a
través de un Filtro Millex-HV de tamafio de corte de 0.45 um (con baja afinidad proteica)
a otro tubo Eppendorf. Finalmente, se mide la concentracién final de la disolucion
determinando la absorbancia a 280 nm si se conoce el coeficiente de extension molar de
la proteina, o en caso contrario, se determina la concentracion de proteina usando la

técnica de Bradford (1976).

El método mas simple para estimar el contenido de proteina de una disolucién
consiste en medir la absorbancia a 280 nm. A esta longitud de onda, la luz ultravioleta se
absorbe por residuos aromaticos (tirosina, triptofano y cistina). Por otra parte, el método
de Bradford se basa en la union de las proteinas al colorante azul de Coomassie G-250.
La forma anidnica de éste colorante forma un complejo con la proteina que hace que la
disolucion cambie de un color café rojizo a azul, debido a un cambio en la absorbencia de
465-595 nm. Debido a que la respuesta de color no es lineal en un rango amplio de
concentraciones de proteina, se debe correr una curva estandar en cada ensayo. El
colorante de Coomassie se une a la proteina con los grupos acidos sulfonicos del
colorante mediante interaccion electrostatica, aunque también participan en el mecanismo
de union fuerzas de Van der Waals e interacciones hidrofobicas. El reactivo de
Coomassie interacciona fuertemente con residuos de arginina, y débilmente con histidina,
lisina, tirosina, triptofano y fenilalanina. El nimero de ligandos del reactivo de

Coomassie unidos a cada molécula de proteina es aproximadamente proporcional al
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numero de cargas positivas de la proteina, de manera que se unen aproximadamente de
1.5 a 3 moléculas de colorante por carga. Una vez determinada la concentracion final de
la disolucion madre de proteina, se preparan a partir de esta las siguientes diluciones: 32,
256, 1024, 4000, y/o 10000 pg/ml. Para estudiar el efecto de la presencia de cada una de
estas proteinas en la precipitacion con carbonato calcico, se mezcla (en cada micro-
puente) un volumen de 20 pl de cada una de estas diluciones en con 20 pl de una
disolucioén de cloruro célcico 40 mM, tal como se describe mas adelante en el apartado

dedicado al sistema experimental de cristalizacion utilizado (“seta de cristalizacion™).

2.2.2. Proteinas de origen animal
A) Extractos de la matriz orgdnica de la cdscara de huevo

Los extractos de la matriz organica se obtuvieron en el laboratorio del INRA™" por
la Dra. Mary-Laure Vidal, en el marco del proyecto europeo “EggDefence”. Para la
obtencion de estos extractos, se utilizd el protocolo que se muestra en el diagrama de la
figura 2.2.2. Los extractos organicos de la cascara se obtienen a partir de 50 huevos de
gallina. Una vez vaciado el contenido del huevo, los cascarones se lavan con agua
desionizada, se muelen y se desmineralizan con una disolucién de acido acético al 20%
durante toda una noche, a una temperatura de 4°C. La disolucion resultante se centrifugd
a 3000 rpm durante 10 min. Posteriormente, el sobrenadante se dializdO con agua
desionizada y se liofilizd. El material en polvo seco resultante se guardd6 en un

congelador.

Antes de su uso, el polvo seco y congelado se redisuelve durante toda la noche a 4
°C en un liquido de extraccion (pH 4.8) con la siguiente composicion: hidrocloruro de
guanidina 4 M, hidrocloruro de benzamidina 0.005 M, acido .-amino-capréico 0.1 M,

EDTA 0.01 M, acetato de sodio 0.5 M y 100 uM PMSF'". Después la disolucién

” INRA siglas en francés I’Institut National de la Recherche Agronomique.
" PMSF del ingles phenylmethanesulphonylfluoride or phenylmethylsulphonyl fluoride
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resultante se dializa contra 0.9 % NaCl y se centrifuga dos veces durante 5 min a 3000
rpm. El sobrenadante resultante se concentra y se eliminan las sales por ultrafiltracion
(membrana de corte de 5000 Da). El extracto crudo final de la c4scara de huevo (pH 5) se
almacena a -20°C. A partir de este extracto se obtienen 3 fracciones pre-purificadas: A, B
y C, siguiendo los pasos que se indican en la figura 2.2.2. Las caracteristicas principales
de las fracciones A, B y C extraidas son las siguientes: Fraccion A formada por proteinas
solubles a pH 5, a baja fuerza idnica y proteinas solubles a pH 9.5, a baja fuerza i6nica;
Fraccion B formada por proteinas solubles a pH 5 a baja fuerza idnica pero soluble a pH
9.5 a alta y baja fuerza i6nica; Fraccion C formada por proteinas insolubles a pH 5 a baja

fuerza i6nica pero solubles a pH 9.5 solamente a alta fuerza i6nica.

Las fracciones A y B se purifican posteriormente usando técnicas de
cromatografia de intercambio anidnico en una columna Vydac 300VHP575P de 7.5 x 50
mm, 5 um (Vydac, Hesperia, USA). Se usan como fases moviles Dietanolamina 10 mM
(DEA)/HCI, pH 9.5 (buffer A) y DEA/HCI 10 mM, 1M NaCl, pH 9.5 (buffer B), a una
velocidad de flujo de 1 ml/min. La elucion de la proteina se realiza con un gradiente
escalonado de sal desde 0 a 1 M durante 40 min (fraccion A) o 27 min (fraccion B).
Algunas de las fracciones recolectadas se separaron mediante cromatografia de
interaccion hidrofobica en una columna de 0.7 x 2.5 cm de fenil sefarosa de alto
rendimiento HiTrap Amersham column (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Suecia). Para ello, se usan como fases modviles NaP 50 mM, (NH4),SO4 1.5 M, pH7
(buffer A) y NaP50 mM, pH7 (buffer B) a una velocidad de flujo de 1 ml/min. La elucioén
de la proteina se realiza con un gradiente de 1.5 a 0 M de (NH4),SO4 durante 10 min. Por
ultimo, algunas de las fracciones obtenidas mediante cromatografia de interaccion
hidrofébica se enviaron a un equipo de cromatografia de filtraciéon en gel, usando una
columna de 7.5 x 60 cm TSK-gel G2000SW (Tosoh Bioscience, Hampton, UK). Como
fase movil se utilizé6 NaP 50 mM y NaCl 0.3 M, pH7, a una velocidad de flujo de 0.6

ml/min.
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Extracto crudo de la cascara de huevo (pH5)

Centrifugacion 3000 g, 15 min, 20°C

/\

Precipitado Sobrenadante
Lavado con 10 mM NaP, pH5 Diaélisis contra
5X Centrifugacion 3000 g, 15 min, 20°C 10 mM DEA/HCI, pH9.5
Eliminar sobrenadante
Concentracion
Precipitado con Centriplus
Disolver en 10 mM DEA/HCI, 1M NaCl, pH9.5 FRACCIO# A
Dialisis contra 10 mk/l DEA/HCI, pH9.5 Cromatogra#a de
¢ Intercambio Anionico
Centrifugation 3000 g, 15 min, 20°C
Precipitado obrenadante
Concentracion con Centriplus
Centrifugation 300% g, 15 min, 20°C
recipitado Sobrenadante
Lavado con 10 mM mM DEA/HCI, pH9.5 Concentracion
5X Centrifugacion 3000g, 15 min, 20°C con Centriplus
Eliminar sobrenadante ¢
Precipitado FRACCION B

v

Disolver en 50 mM NaP, 1.5M (NH,4),SO,, pH7
Centrifugacion 3000g, 15 min, 20°C

Cromatog*afia de
Intercambio Anionico

Sobrenadante
Concentracion con Microcon
FRACCION C

Cromatografia de inte*accién Hidrofébica

Figura 2.2.2. Preparacion de las fracciones A, B y C pre-purificadas del extracto crudo de la cascara de
huevo. (Yves N. Egg Defense Final Report, 2004)
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La concentracion total de proteina de cada una de las fracciones obtenidas se
midi6 mediante un ensayo en microplaca (kit Uptima UPF8640 Coo Protein Assay,
Interchim, Montlugon, Francia) que se basa en el método de Bradford (1976). Se utilizd
una curva de calibracién con ovoalbimina como proteina estandar. Para identificar los
componentes individuales de cada una de las fracciones y calcular su peso molecular
aparente, se utilizo electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE* siguiendo el

procedimiento descrito por Laemmli (1970).

De las fracciones obtenidas se seleccionaron las siguientes: g, h, n, r obtenidas a
partir de FRACCION A, y ¢’, g’, 1", k’ obtenidas a partir de la FRACCION B. Estas
nuevas fracciones se obtuvieron tras sucesivos pasos de cromatografia de intercambio
i6nico, cromatografia de interaccion hidrofobica y cromatografia de filtracion en gel.
Estas fracciones purificadas se analizaron mediante electroforesis en gel con el colorante
Sypro Ruby Protein (Molecular Probes, Eugene, USA), y se extrajeron para su
secuenciacion mediante nanocromatografia acoplada a un espectrometro de masas
(ESI/Q-TOF, Waters, Milford, USA). Los perfiles de electroforesis de las fracciones h, g,
n, r y de las fracciones ¢’, g’, 1’, k’ asi como la presumible identificacion de las bandas
tefiidas indicaron que dichas fracciones estaban formadas por varias bandas. Las bandas
tefiidas mas intensamente correspondieron a: h (proteinas especificas de la quiescencia y
cadena A de la ovocleidina-17), g (ovotransferrina, ovomucoide, proteinas especificas de
la quiescencia y ovocleidina-116), n (ovotransferrina, preproalbumina, hemopoxina,
precursor de ovoinhibidor, cistatina), r (proteinas especificas de la quiescencia, cadena A
de ovocleidina-17 y secuencias no-identificadas), ¢’ (clon AGENAE no identificado,
cadena A de ovocleidina-17 y precursor de lisozima C), i’ (clusterina, ovocalixina-116,
proteinas con repeticiones tipo EGF y proteinas que contienen dominios tipo I discoindina
3 [Homo sapiens]), k’ (una mezcla de cistatina, ovocleidina-116, glipican 4, ovoalbumina,

ovocalixina-32, clusterina, ovocalixina-36, ovotransferrina y lisozima).

# SDS-PAGE del ingles Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

72



A. Hernandez-Hernandez Material y métodos

Antes de usar estas fracciones en los estudios in vitro sobre su efecto en la
precipitacion de carbonato célcico, se ajustd su concentracidon a una concentracion final

de 50 pg/ml de proteina.
B) Fluido uterino

El siguiente paso en nuestro estudio consistié en conocer la influencia de los
fluidos uterinos sobre la formacion de la cascara de huevo. Para ello se extrajeron
muestras del fluido uterino a partir de gallinas ponedoras (ISA-BROWN) de las tres fases
principales de formacién de la ciscara de huevo. Estas son: fase inicial (I), fase de
crecimiento rapido (II) y fase terminal (III). El fluido uterino se extrajo siguiendo el
protocolo descrito por Gautron y col. (1997). Brevemente, las gallinas utilizadas estaban
en jaulas individuales, en corrales con aire acondicionado y sin ventanas, con ciclos de 14
horas de luz y 10 horas de obscuridad, y alimentadas ad libitum con dieta especial de
gallinas ponedoras. Las jaulas disponen de un sistema computarizado para grabar con
precision el momento de la ovoposicion. Transcurridas 0.5 horas de la ovoposicion se
considera que ocurre la ovulacion. La recogida de muestras de fluido uterino se realiza
induciendo la expulsion del huevo mediante la inyeccion de 50 pg de prostaglandina
(prostaglandina F2a): entre las 6 y 9 horas (para la etapa inicial, I), entre las 14 y18 horas
(para la fase de crecimiento rapido, II) y entre las 22 y 23 horas (para la fase terminal de
calcificacion de la cascara, III) tiempos medidos después de 0.5 horas de la ovoposicion.
A continuacidn, se recolecta el fluido uterino, justo después de la expulsion del huevo, en
tubos Falcon que se colocan en la entrada de la vagina. Una alicuota de cada uno de estos
fluidos se usd para determinar la concentracion de iones calcio por espectroscopia de
absorcion atdmica y para determinar la concentracion de proteina total, por el método de
Bradford, usando ovoalbumina como estandar. Asimismo, se obtuvo el patron
electroforético SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
de las muestras de fluidos uterinos, recolectadas durante las principales etapas de
formacion de la cascara (fases I, II y III). Para estos analisis se utilizaron geles con 40 pL
y 20 pL de cada uno de los fluidos uterinos. Los patrones de electroforesis del fluido
uterino se determinaron antes y después de los experimentos de cristalizacion con

carbonato calcico. Los geles se tifieron con Sypro Ruby Protein Gel Stain. La
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identificacion de las bandas de cada perfil de electroforesis se obtuvo por comparacion
con perfiles electroforéticos obtenidos y caracterizados previamente. Para determinar la
concentracion relativa de las proteinas de cada banda, los geles se analizaron usando un
sistema de imagen con infrarrojo (Odyssey, Licor). Por otra parte, se tomaron muestras de
cascara de huevo de las tres etapas principales de formacion para estudiarlas en detalle
mediante microscopia electronica de barrido de emision de campo (FESEM) y difraccion

de rayos X (DXR).

2.3. METODOS DE CRISTALIZACION

Con objeto de estudiar y controlar el proceso de precipitacion de carbonato calcico
se han utilizado métodos de cristalizacion muy diferentes. Los diferentes métodos de
cristalizacion se diferencian en la manera en la que se consigue llevar a la disolucion a un
estado de sobresaturacion con respecto a la fase que se quiere cristalizar. Algunos de
estos métodos se basan en la mezcla directa de disoluciones precursoras (Gémez-Morales
J. et al., 1996; Tracy S. L. et al. 1998; Spanos N., et al. 1998; Katsifaras A., et al. 1999;
Kawano J. et al. 2002; Kanakis J. et al. 2001; Liang P. et al. 2004), técnicas de difusion y
contradifusion (Garcia-Ruiz J. M. et al. 1978, Addadi L. et al. 1985, Dietzel M. et al.
2004), carbonatacién o burbujeo con CO, (Mann S. et al. 1990; Kato T., et al. 1998;
Fiona C. et al. 2001, Gopinath C. S. et al. 2002, Garcia C. et al, 2003) hasta técnicas que
utilizan dispositivos muy sofisticados que permiten controlar y mantener constantes a lo
largo del experimento pardmetros como la temperatura, pH, presion de CO,,
sobresaturacion, etc. (Gabrielli C., et al. 1999; Euvrard M. et al. 2000; Westin K. J., et al.
2003). Sin embargo, a pesar de todo, muchos de estos estudios ofrecen resultados
contradictorios que dificultan el conocimiento exacto de los factores que controlan el
proceso de precipitaciéon de carbonato calcico y en particular de la seleccion de una
determinada fase polimorfica de este compuesto. El conocimiento de los mecanismos que
controlan la precipitacion de carbonato célcico es especialmente relevante para entender
los procesos de biomineralizacion, ya que muchos organismos utilizan una fase

polimorfica especifica de carbonato célcico para construir estructuras funcionales muy
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complejas (conchas de moluscos, céscaras de huevo, cocolitos, etc.). Estos materiales se
forman a partir de componentes orgdnicos y minerales que se fabrican y autoensamblan in
situ 'y en condiciones ambientales, a partir de una disolucion de composicion muy
compleja. La presencia de los diferentes componentes afecta y regula el proceso de
crecimiento de los cristales de carbonato célcico en sistemas bioldgicos. Para entender
como regulan estos componentes, varios investigadores han estudiado el efecto sobre la
precipitacion de carbonato calcico de diferentes aditivos de composicion sencilla como
iones, aminoacidos (Henry H. T. et al. 1998), Tensioactivos (Mancipe, 1996),
macromoléculas o polimeros como proteinas (Addadi L. et al. 1985; Takashi K. et al.

1998; Shen F.H. et al. 2002), polisacaridos (Yang Lin, et al. 2003),

Para la obtencion de cristales, si se considera que no existe un compromiso entre
la técnica utilizada y el coste de los reactivos es valido cualquier método de cristalizacion
siempre y cuando se tenga, en la medida de lo posible, un perfecto control sobre la técnica
utilizada. Sin embargo, para la cristalizacién en presencia de macromoléculas biologias y
muy concretamente de proteinas (como para el caso de la biomineralizacion), esta
apreciacion cambia debido al elevado coste para la obtencion de una muestra pura de este
“bien preciado” (las proteinas) en el campo de la cristalizacion. A diferencia de los
métodos utilizados para la precipitacion de compuestos inorganicos (generalmente a
escala industrial) la cristalizacion de macromoléculas bioldgicas se basa en el uso de
micrométodos. Los métodos mds comuinmente utilizados para la cristalizacion de
macromoléculas biologicas son: difusion de vapor (gota colgante, gota sedente),
contradifusion, mezcla directa (Batch), didlisis, difusion de libre interfase, induccioén por
temperatura, por siembra (Seeding) y cristalizacion en volumen (Bulk). (A. McPherson,
1998). En este trabajo de tesis centraremos nuestra atencion en la técnica de cristalizacion
por difusion de vapor. Con objeto de entender el proceso de precipitacion de carbonato
calcico y el papel regulador de los diferentes componentes organicos presentes en las
disoluciones bioldgicas precursoras se ha puesto a punto un micrométodo de
cristalizacion basado en las técnicas de difusion de vapor en gota sedente que se describen

a continuacion.
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2.3.1. Técnica de cristalizacién por difusién de vapor.

La técnica de difusioén de vapor o evaporacion controlada tiene tres variantes: gota
sedente, gota colgante y sandwiches. Estas variantes son usadas para llevar a cabo
estudios de barrido de un gran nimero de condiciones de cristalizacion experimentales en
la obtencion de cristales de proteinas. De estas variantes las mas cominmente utilizadas
para estudios de cristalizacion son dos. En un caso se utiliza una gota soportada por una
superficie (gota sedente) y en el otro caso la gota se encuentra suspendida en una

superficie (gota colgante) ver figura 2.3.1. A y B respectivamente (McPherson, 1998).

Practicamente todos los ensayos por difusion de vapor son llevados a cabo a

microescala pudiéndose utilizar volimenes de proteinas desde 2 a 20 pl.

En general la técnica consta de dos reservorios, uno de ellos es una gota con
proteina mas disolucion del agente precipitante y el segundo es un pocillo que contiene al

agente precipitante al doble de concentracion que la gota.
A) Método de gota sedente

En este caso, la disolucion con la substancia a cristalizar se coloca, con la ayuda
de una micropipeta, sobre una superficie o una pequefia depresion, por ejemplo en
micropuentes de poliestireno, de forma que esta disolucién queda parcialmente separada
de la disoluciéon o agente precipitante contenida en el reservorio (fig. 2.3.1. A.).
Posteriormente, el borde del pocillo es engrasado (con la ayuda de una jeringa rellena con
grasa de vacio) y finalmente es colocado sobre este borde un cubreobjetos de vidrio a fin
de que el sistema quede completamente aislado del ambiente externo y de este modo
evitar fugas del disolvente permitiendo que el transporte de agua y cualquier otro material

volatil se de solo entre la gota y la disolucion en el reservorio.
B) Método de gota colgante

Las gotas de disolucion con proteina se colocan en un cubre objetos de vidrio
siliconizado con la ayuda de una micropipeta. Posteriormente el cubreobjetos con la gota

se invierte y se coloca sobre el pocillo cuyo borde previamente se ha engrasado (con
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grasa de vacio) para que al colocar el cubreobjetos el sistema quede completamente

aislado del ambiente externo.

Del mismo modo que en el caso anterior, el volumen de la disoluciéon con el

agente precipitante es varios 6rdenes de magnitud mayor que el volumen de la gota con la

disolucion de la sustancia a cristalizar. La gota esta formada por una disolucion

subsaturada de proteina que es forzada a evaporar hasta que la disolucién en la gota sea

isotonica con el agente precipitante contenido en el reservorio de acuerdo con la ley de

Raoult. El agua se evapora de la gota hacia el pocillo incrementando la concentracion en

la gota pudiendo alcanzar de esta forma la sobresaturacion critica para la nucleacion (fig.

2.3.1. C). La disolucion del agente precipitante establece el punto final deseado para

alcanzar el equilibrio del proceso al final del experimento.

L
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B cota colgante

{# Macromolécula * lones Pecipitantes
o Moleculas (ppt)

PP Rusere
il = —

w *
» i “ Reservorio

wh . ok a W s

(B)Disminuye volimen de la gota, aumentando la
concentracion del precipitante v de la proteina C %

Figura 2.3.1. Técnicas de cristalizacion: A Gota cedente y B Gota colgante, en las cuales el sistema funciona
mediante una evaporacion controlada, la gota (g) formada por una disolucion insaturada de proteina evapora
hasta que su concentracion es isotonica con la disolucion contenida en el reservorio (r). La concentracion de sal en
la disolucion del reservorio normalmente es del doble que la concentracion en la gota C (A), el proceso es
equilibrado a través de un mecanismo difusivo, mediante el cual disminuye el volumen de la gota incrementando la
concentracion tanto del precipitante como de la proteina C (B) ¥*McPherson, 1998.

La precipitacion, en este caso de la proteina tiene lugar debido a un cambio en su

solubilidad como consecuencia de, por ejemplo, una variacion en la fuerza idnica (por
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cambio en la concentracion de la sal). Por lo tanto, si se conoce el diagrama de
solubilidad de la proteina en funcion de la concentracion del agente precipitante, entonces
la sobresaturacion (que tan lejos estd del equilibrio la disolucion en la gota), se puede
calcular. Sin embargo, el punto decisivo no es solamente cuan lejos esté la disolucion del
equilibrio si no la velocidad con la que se aleja de el. Una representacion adecuada del
desarrollo de experimento se puede representar con el diagrama clésico de solubilidad de
Ostwald—Myers, y la trayectoria que sigue el sistema de la gota hasta alcanzar las

condiciones deseadas de cristalizacion.

La concentracion de sal en la disolucion del reservorio es comunmente el doble
que la concentracion en la gota. Por consiguiente, suponiendo que el volumen de la gota
es mucho mas pequefio que el volumen de la disolucion en el reservorio, la concentracion
de proteina en la gota sufre un incremento del doble de su concentracion inicial y el

sistema se movera siguiendo la trayectoria 0-E (Fig. 2.3.2.).

Experimento mediante Difusion de Vapor

60 -
Zona de

sobresaturacion

50 -
40 4

Zona labil

30

Concentracion

20 1 o

Zona de

107" subsaturacion Curva de solubilidad

T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6

Agente precipitante

Figura 2.3.2. Diagrama de solubilidad que ilustra como funciona la técnica de difusion de vapor. La
velocidad a la cual se alcanza la sobresaturacion va a depender de dos parametros principalmente: de la
geometria del reactor y de la diferencia de la presion parcial de vapor como de la superficie libre relativa
de la gota y de la disolucion en el pocillo (Garcia-Ruiz J.M. 2003).
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Si con el tiempo ocurre la separacion de fases, significa que la curva de
solubilidad pasa a través de la trayectoria 0-E. Si el tiempo de espera para que los
cristales aparezcan en la gota es largo, entonces la curva de solubilidad pasaria cerca del
punto final E, mientras que si el tiempo de espera es corto, pasaria cerca del punto de
partida 0. En este caso el tiempo para que la concentracion en la gota haga la trayectoria
0-E es diferente de cero. Se ha demostrado que la velocidad con que cambia la
sobresaturacion depende de la geometria del sistema, en particular del reservorio y del
aspecto y proporcion de la gota, ademas de la separacion entre ellos. En realidad, el punto
decisivo no solamente es cuan lejos del equilibrio se encuentre la disolucion a cristalizar

sino también a que velocidad se alcanza el equilibrio.

2.3.1.1. Descripcion del sistema “Seta de cristalizacion”

Con objeto de entender el proceso de precipitacion de carbonato célcico y el papel
regulador de los diferentes componentes organicos presentes en las disoluciones
biologicas precursoras, se ha puesto a punto un micrométodo de cristalizacion basado en
las técnicas de difusion de vapor en gota sedente. Este dispositivo desarrollado en nuestro
laboratorio (Dominguez-Vera J. M. et al, 2000) y denominado “seta de cristalizacion”
consiste en las siguientes partes: a) una placa Petri con varios micropuentes donde se
pone la disolucion de CaCl, (40 um) y un recipiente (vaso de precipitado) con la
disolucion de NH4HCO3 (3 mL) que se usard como reactivo volatil precipitante. Ambos
recipientes estan unidos por un orificio de aproximadamente 6 mm de didmetro por el que
puede difundir lentamente el vapor de NH; y CO; de la disolucion de abajo hasta la gota
(arriba). Al difundir el NH;3 se produce un incremento del pH necesario para que se
produzca la precipitacion de CaCOs al aumentar la sobresaturacion de la gota. Esto es
debido a que al aumentar el pH se favorece la formacion de especies carbonato segun la

siguiente reaccion de equilibrio entre especies carbonatadas:

COz(g) +H,O & H2C03(aq) < HCO5” (aq) T H < CO; (aq t 2H'
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En presencia de iones calcio en la disolucion de la gota se produce la reaccion de

precipitacion de carbonato célcico:
CO; (aq) T Ca2+(aq) > CaCO; (s)

El disefio de esta herramienta de cristalizacion permite controlar la velocidad de
sobresaturacion de la gota, variando las concentraciones de los reactivos (CaCl, y
NH4HCO;3) y es ideal para estudios de biomineralizacién ya que permite el uso de
volimenes muy pequefios de proteinas pero suficientes para estudios encaminados a
observar el efecto de éstas sobre la precipitacion del CaCOs3 (Hernandez-Hernandez et al.

en preparacion).

Este método de cristalizacion tiene una serie de ventajas que lo hacen idéneo para
los estudios biomineralizacién de carbonato calcio tales como: 1) es un sistema multi-
gotas que permite barrer varias condiciones en un solo experimento, 2) es reproducible y
permite controlar los pardmetros de precipitacion tales como nimero y tamafo de los
cristales, asi como distinguir las diferentes morfologias de las fases polimorficas del
carbonato calcico, 3) es un micrométodo que permite minimizar el gasto de proteina a
ordenes de microlitros (ul), 4) permite el seguimiento in situ de la precipitacion con un
microscopio Optico y asi conocer el tiempo de induccidén de la nucleacion y 5) permite
observar directamente la influencia de diferentes aditivos (por ejemplo, proteinas,
substratos, u otras macromoléculas organicas) en la precipitacion del carbonato calcico.
Previo al desarrollo de los estudios de biomineralizacion de carbonato célcico se planted
la necesidad de su puesta a punto para ajustarlo a las necesidades especificas de los
estudios propuestos. El material utilizado para el montaje de este dispositivo de
precipitacion fue cuidadosamente seleccionado a fin de incrementar la reproducibilidad
de los experimentos. Para ello se fabricaron cajas Petri de vidrio Pyrex de 93 mm de
didmetro y 20 mm de altura con un orificio en el centro de la base de la caja de 6 mm de
diametro. En la tabla 2.3.1. se describe en detalle el material usado en el montaje de las
setas de cristalizacion y el protocolo de preparacion del sistema para los experimentos de
precipitacion. Como producto de disefios previos, su puesta a punto y en vista de su buen

funcionamiento la “seta de cristalizacion” es hoy en dia un producto comercial.
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Tabla 2.3.1. Descripcion del material para el montaje de la “seta de cristalizacion” y protocolo de
preparacion de los experimentos de precipitacion.

)]
2)

3)

4)

S)

1)
2)

3)

4)

5)

6)
7)

8)

9

Material:

Cristalizadores de vidrio Pirex 50 mm de didmetro y 30 mm de altura.

Cajas Petri de vidrio Pyrex de 93 mm de diametro y 20 mm de altura, con un orificio el centro de
la base de 6 mm de diametro (Fig. 2.3.3).

Micropuentes de poliestireno, de la casa comercial Hampton Research Co. de 14 mm de largo
por 12 mm de altura y una concavidad de 6 mm de didmetro con una capacidad de hasta 40 pl de
volumen.

Jeringas de 10 ml acondicionadas con una punta amarilla para dispensar grasa de vacio Dow
Corning que se utilizara para el sellado del sistema.

Aire comprimido Jelt de 99.9 % de pureza para eliminar particulas de polvo de las superficies de

los micro-puentes y del interior de la caja.

Protocolo del montaje del sistema:

Se lava perfectamente el material de vidrio y se seca en la estufa.

Con la ayuda de la jeringa dispensadora se coloca un hilo de grasa de vaci6 en la base de cada
micropuente.

Usando una plantilla® se colocan los 10 micropuentes dentro de la caja Petri de manera
concéntrica, cada 36° (Fig. 2.3.4).

Una vez colocados los micropuentes, se eliminan las particulas de polvo que pudieran estar
presentes dentro del sistema.

Se afiaden 40 pl de la disolucion a precipitar (CaCl, + proteina) en la concavidad de cada uno de
los micropuentes.

Se coloca un fino y continuo hilo de grasa de vacio, en el borde de la caja Petri y se tapa.

Por otro lado se agregan 3 ml de disolucion de NH4HCO; en el cristalizador (de la parte inferior
del sistema) y previamente se ha colocado un hilo fino y continuo de grasa de vacio en su borde.
Colocar sobre el cristalizador con la disolucion de NH4HCO;, la caja Petri previamente
preparada quedando sellado completamente el sistema.

Finalmente se rotula el sistema, en un borde que no impida la lectura de los micropuentes, con la

siguiente informacion: N° de experimento, fecha y condiciones de estudio.

10) Se coloca en un sitio estable y a temperatura controlada (20 + 2 °C) y presion constante (1 atm.

+0.1).

% Para facilitar el montaje del sistema se construy una plantilla de papel acetato para posicionar los micropuentes cada 36°.
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Fig. 2.3.4.

Figura 2.3.3. Esquema de las partes que componen la “seta de cristalizacion”. La figura 2.3.4.,
muestra el esquema de la plantilla para colocar en la base de la caja de forma equidistante los diez

micropuentes de poliestireno.

Criterios aplicados y material de apoyo utilizado para la lectura de los diferentes
parametros de precipitacion en los experimentos.

El recuento de los cristales se lleva a cabo por separado en tres zonas concéntricas
que se diferenciaron en la gota, vista desde arriba, (Fig. 2.3.5.A). La zona A (ZA) en la
parte mas alta de la gota e incluye el borde y superficie de la gota en contacto con el aire,
en la figura corresponderia a la franja azul mas intenso. La zona B (ZB) representada por
el cinturén medio de la gota, en la figura corresponde a la zona azul claro. La zona C
(ZC), circulo central o base de la gota, aparece representada en la figura por la zona de
color rojo.

Al mismo tiempo la gota se dividid en cuatro cuadrantes: I, I, 111 y 1V figura 2.3.5.B,
que se analizaron por separado. Esta separacion es especialmente conveniente cuando el

numero de cristales es elevado (mayor de 100) y facilita su recuento.
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Micropuente

\

Fig. 2.3.5. A: Micropuente visto desde arriba indicando las
tres diferentes zonas en la gota, B: vista de los cuatro
cuadrantes.

2.4. TECNICAS USADAS PARA EL ESTUDIO DE LA
EVOLUCION DE LOS EXPERIMENTOS Y
CARACTERIZACION DE LOS PRECIPITADOS.

2.4.1. Evolucién del pH del sistema

La evolucién del pH en la gota durante el transcurso de los experimentos se midi6
introduciendo, a través de un orificio en la pared lateral de la cdmara, una sonda de pH
conectada a un pH-metro (modelo Titan de Sentron). Esta sonda contiene una hendidura

en la que se coloca una gota de 40 pL de la disolucién de CaCl,.
2.4.2. Microscopia dptica

La evolucién de los experimentos se siguid mediante la observacion periddica del
sistema con una lupa Olympus SZH y/o Leica MZ12 a una magnificacion de X8 a X160;

la observacion se realizd en intervalos de 15, 30, y 60 min. Para evitar el calentamiento
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del sistema y su influencia sobre la cinética del proceso se utilizé un filtro de infrarrojos.
Al final del experimento, se llevo a cabo el recuento de los cristales, la identificacion de
la fase polimorfica , el tamafio de los cristales usando un porta-objetos con microescala
y localizacion en la gota. Para ello se disefié una ficha o protocolo de lecturas en base a
estudios preliminares. Asimismo, se tomaron imagenes de las gotas con una camara Sony
High Resolution MTV-3 o con una camara digital Olympus camedia modelo
C3040ZO0OM adaptada a la lupa Leica MZ12, a tres diferentes aumentos. Primero, de la
gota completa (X8), luego a cada una de las zonas de la gota anteriormente descritas
(X40-80) y finalmente a algunos cristales individuales (X160). El aislamiento de los
cristales, se realizd bajo la lupa con la ayuda de un juego de Micro-herramientas

(Hampton Research) y pinceles.

2.4.2. Microscopia electrénica de barrido de emision de campo

(FESEM)

Al término de cada experimento, se recupero la disolucion de cada una de las
gotas de los micropuentes. A continuacidn se lavaron los cristales al menos tres veces
con H,O desionizada, se recolectaron con la ayuda de pinceles y/o microherramientas
y se depositaron sobre soportes de aluminio (Specimen Mounts ¢ 12.7 mm, Pin ¢ 3.2
mm de la casa Sigma. Lote 3640787), usando adhesivos de carbon (Carbon adhesive
tabs, @ 12 mm. Cat. # 77825-12. Electron Microscopy Sciences). En el caso de
cristales crecidos en presencia de proteinas, éstos fueron tratados previamente con el
buffer proteinasa K. Posteriormente los soportes de aluminio se recubrieron con oro o
carboén para su observacion mediante microscopia electronico de barrido (SEM;
ZEISS DSM 950 SEM) o SEM de emision de campo (FESEM; LEO, mod. GEMINI-
1530).

™" En principio la identificacién de los diferentes polimorfos se hizo de manera visual, segiin imagenes descritas en la
bibliografia. Posteriormente la correcta identificacion fue comprobada mediante estudios de difraccion de rayos-X de polvo.
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2.4.2.1. Tratamiento de las muestras

Los cristales obtenidos de los experimentos de precipitacion de carbonato célcico
en presencia de proteinas y las muestras de cascaras de huevo, previo a su analisis por
microscopia electronica de barrido, se trataron con proteinasa K (PKb) para quitar
parcialmente la materia orgénica. La proteinasa K, es una proteina con actividad catalitica
no especifica. Esta enzima rompe proteinas en uniones A-X, donde A es un aminodcido
alifatico, aromatico o hidrofobico y X es cualquier aminoacido. Este método enzimatico
permite eliminar selectivamente la parte orgénica, especificamente las proteinas, y asi
resaltar la parte inorganica del biomineral. Para este tratamiento se sigui6 el protocolo

previamente descrito por Shiao (Shiao J. C. et al, 1999).

2.4.3. Difraccién de rayos X de polvo

Una vez lavados los cristales, se clasificaron segin su fase polimoérfica y se
agruparon cada polimorfo en un micropuente. Por una parte, los cristales de calcita
(normalmente de habito romboédrico), por otra los de aragonito (normalmente como
agregados de fibras) y los cristales de vaterita (normalmente con forma de hojas) (ver
Apéndice-I). Para confirmar la correcta identificacion de la fase polimorfica de los
cristales separados, se analizaron mediante difraccion de rayos X (DRX; Siemens
D5000). Una de las principales limitaciones que tuvimos fue el bajo nimero y tamafio de
los cristales de aragonito y vaterita, de los que aparecen muy pocos y de muy pequeiio
tamafio). Esto impide utilizar como herramienta rutinaria de identificacion la técnica de
DRX. Para solventar este problema se intento estudiar mediante DRX con unos pocos
cristales en un capilar, sin embargo, no tuvimos éxito en la obtencion de datos. Con el
mismo equipo y como segunda opcion se realizO6 DRX con angulo rasante. Para esta
prueba los cristales de un micropuente se trasladaron a un portamuestras del
difractometro. Para ello se agregando un poco de agua al micropuente y la gota con los
cristales se dejo caer sobre el portamuestra. Una vez evaporada el agua, los cristales
quedaron adheridos a la superficie del portamuestra y se pudo hacer los analisis de DRX.

Se colocaron para su andlisis en el goniometro del equipo con un tiempo de barrido muy
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largo (24 hrs.), ya que la cantidad de muestra era muy pequefia (unos pocos cristales). En
este ultimo caso, si se determinaron diagramas con los picos caracteristicos de las
diferentes fases del carbonato calcico. En estos analisis se vari6 el angulo de incidencia
del haz del rayos X, a 0.5- 2.0°. Los mejores resultados para la caracterizacion de vaterita
(fase para la que se obtuvo el menor nimero de cristales) fue un angulo de incidencia de
1.0° y un tiempo de barrido de 24 horas. Para el caso de los cristales de aragonito, debido
al escaso numero de cristales y su pequefio tamafio, no se consigui6 obtener diagramas de
difraccion de rayos X con picos caracteristicos. Su determinacién solo fue posible
mediante espectrometria de infrarrojos por transformada de Fourier (Spectrometer 510
FT-IR, Spectral Workstation 680 DSPNicolet). Previo al andlisis por infrarrojos, la
muestra se homogeneizd con bromuro de potasio y se preparéd una pastilla para su

analisis.

Cristales aislados de vaterita fueron caracterizados ademas con el mismo
espectrofotometro de infrarrojo con transformada de Fourier, haciendo incidir el haz

sobre la superficie de un cristal unico.
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Manuscrito 1. Studies on nucleation and polymorphism of

calcium carbonate by sitting drop crystallization: the use of a

crystallization mushroom

Estudios sobre la nucleacion y polimorfismo de carbonato calcico mediante

cristalizacion en gota sedente: el uso de la “Seta de cristalizacion”.

La precipitacion de carbonato calcico (CaCOs) juega un papel muy importante
en numerosos procesos geoldgicos. Ademds tiene una gran importancia econdémica
como proceso de cristalizacion industrial. Es por todo ello que se han dedicado
numerosos estudios a analizar los mecanismos de precipitacion del CaCOs. Para
estudiar los mecanismos de precipitacion, se han utilizado diferentes métodos de
cristalizacion que utilizan volimenes que van desde cientos de mililitros a litros. Sin
embargo, estos macrométodos tienen la desventaja de que: i) solo permiten estudiar
una Unica condicion de cristalizacion en cada experimento, ii) requieren una gran
cantidad de reactivos, y iii) la caracterizacion de los cristales o particulas precipitadas
estd limitada por la sensibilidad del dispositivo usado para detectarlos. Algunos de
estos problemas se pueden evitar usando un micrométodo como el que se propone en
este trabajo. El micrométodo propuesto, se basa en la técnica de difusion de vapor en
gota sedente y permite trabajar con volumenes muy pequefios, en el rango de
microlitros (uL). Este tipo de métodos se utilizan normalmente para la cristalizacion
de macromoléculas biologicas. Sin embargo, en este trabajo se presenta un
dispositivo denominado “la seta de cristalizacion” especialmente adaptado para el
estudio del proceso de precipitacion del carbonato célcico y que tiene las siguientes
caracteristicas: 1) Al ser un sistema multi-gotas permite barrer varias condiciones en
un mismo experimento, 2) Permite el seguimiento directo in situ e in tempore del
experimento y la observacion de los cristales con un microscopio 6ptico, 3) no tiene
problemas de condensacion que interrumpan la observacion de las gotas. 4) ademas

permite determinar los pardmetros de cristalizacion mas importantes, como el tiempo
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necesario para inducir la precipitacion, nimero de cristales y la identificacion de la

fase polimorfica de los cristales.

El dispositivo de cristalizacion consiste de las siguientes partes: a) una placa
Petri, en cuya base se colocan alrededor del centro, 10 micropuentes de poliestireno
(uno cada 36°) con 40 pL de la solucion de CaCl, y de un cristalizador reservorio de
una solucion de NH4sHCO;. Ambos recipientes estan unidos por un orificio de 0.6
mm de didmetro por el que difunde lentamente los gases NH3; y CO,, desde la
solucion de NH4sHCO; del cristalizador de abajo, hacia las gotas. Para caracterizar la
evolucion del sistema durante los experimentos de precipitacion, se sigue la
evolucion del pH de las gotas, con una sonda de pH-metro (Sentron modelo Titan X)
que se introduce por un orificio en la pared de la caja Petri, de 1 cm de didmetro. La
sonda utilizada aloja sobre la superficie del sensor una gota de 40 uL. de volumen.
Para mantener el sistema aislado del exterior se sella con grasa de vacio.

Con el sistema anteriormente descrito, se procedié a hacer un barrido de
condiciones a 20 °C £+ 2° C, en las que se variaron las concentraciones de las
soluciones del reservorio y de la gota en los siguientes intervalos: de 2.5 mM a 25
mM de NH4HCO;3 y de 10 mM a 200 mM de CaCl,. En cada experimento, una vez
sellado el sistema, la solucion de NH4HCOs libera NH3(g) y COxg). El NH3(g) difunde
y se disuelve en las gotas de la solucion de CaCl, incrementando su pH mientras que
el COy se disuelve y forma las especies COxqnq) ,HCO3™ y COs;*. A medida que
aumenta el pH, aumenta la proporcion de especies COs> en solucion, hasta que el
sistema alcanza la sobresaturacion critica para la nucleacion de CaCOs. El tiempo de
induccion, ¢; (tiempo transcurrido desde el momento que se cierra el sistema hasta el
momento en que es detectada la nucleacion), el nimero total de cristales, TNC, y su
morfologia fue analizada in situ mediante la observacién con un microscopio optico
Leica conectado a una camara digital Olympus modelo C3040ZOOM.

Durante el transcurso del experimento, el pH de la gota disminuye
primeramente en relacion a la solucion madre (pH,), debido a la difusion de CO,
atmosférico que acidifica la solucion. Posteriormente el valor de pH aumenta como

consecuencia de la difusion del NHj). Dependiendo de la concentracion de la

99



A. Hernandez-Hernandez Resultados y discusion

solucion de NH4HCO; en el reservorio, el pH de las gotas se incrementa lo
suficientemente, o no para lograr la sobresaturacion critica para que precipite el
carbonato calcico. Por ejemplo, en el experimento con 2.5 mM NH4HCO;3 y 10 mM
CaCl,, el pH se incrementa muy lentamente de 4.7 a 6.3 (después de 2280 minutos),
sin llegarse a producir la nucleacion, por lo que la solucion permanece en todo
momento insaturada y el tiempo de espera para la nucleacion es infinito. Cuando la
concentracion de NH4HCOj3 se incrementa hasta 5 mM, el pH alcanza un valor de
plato de 7.4, el tiempo de espera para la nucleacion es muy largo pero finalmente se
alcanza el estado de sobresaturacion que permite la precipitacion de tres cristales.
Incrementos mayores de la concentracion de la solucion reservorio hasta 15 mM y 25
mM de NH4HCO; favorecen un incremento rapido del pH de 5.6 a 7.8 y de 4.6 a 8.1,
respectivamente. Asimismo, el tiempo de espera disminuye exponencialmente hasta
solo unos 270 y 260 min., mientras que el TNC se incrementa hasta 70 y 80 cristales,
respectivamente. Un comportamiento similar se observa con las series en las que
tenemos una solucioén en la gota de 200 mM de CaCl,. In este ultimo caso, los #
fueron mas bajos (190-90 min.) y el TNC mas altos (20-440) que los obtenidos en la
serie que su utiliza una solucion en la gota de 10 mM de CaCl,.

Respecto a la morfologia y fase polimoérfica de los cristales de carbonato
calcico precipitados, se observan tres tipos de morfologias: 1) calcita en forma de
romboedros, aragonito en forma de aglomerados fibrosos formando “haces de trigo”
y vaterita aglomerados en forma de hojas. Los cristales con diferentes morfologias se
separaron y se analizaron mediante difraccion de rayos X de polvo (DRX) o mediante
espectrometria de infrarrojos (FTIR). El diagrama de DRX de los cristales en forma
de romboedro, presenta picos de difraccion caracteristicos de la calcita a angulos 26
=29.45 (d =3.035 A), 39.45 (d=2.285 A), 36.00 (2.495 A) y 39.45 (d=2.285 A). Los
cristales en forma de aglomerados de hojas presentan picos de difraccion
caracteristicos de la vaterita a angulos 260 =20.85 (d = 4.26 A), 20 =24.85 (d =3.58
A), 20 =27.00 (d =3.30 A) y 20 =32.80 (d =2.73 A). Por ultimo, los aglomerados
fibrosos en forma de “haces de trigo” presentan un espectro de FTIR con bandas de

adsorcion a 1470 cm™, 1087 cm™, 856 cm™ y 712 cm™. Estas bandas correspondieron
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a los modos de vibracion del aragonito: 1466 cm™ (v3), 1087 cm™ (v;), 866 cm™ (v,)

and 712 cm-" (vy).

En conclusion, en este trabajo se describe y caracteriza un nuevo dispositivo
experimental especialmente adaptado para estudiar el proceso de precipitacion de
carbonato calcico. Para analizar la funcionalidad del sistema experimental, se han
realizado una serie de experimentos en las que se modifican diferentes pardmetros
experimentales (concentracion de las soluciones) y se estudia como afectan a los
mecanismos de nucleacion y seleccion polimorfica durante la precipitacion de
carbonato calcico. Asimismo, se ha estudiado en detalle la evolucion de la quimica
del sistema. Los principales resultados son: a) El sistema experimental permite seguir
la evolucion del pH durante el proceso de cristalizacion, b) En las condiciones de
cristalizacion exploradas, la calcita presenta la forma tipica de romboedros, aragonito
aparece formando aglomerados de fibras “haces de trigo” y vaterita aparece como
aglomerados de hojas, c¢) El sistema experimental permite el seguimiento directo y en
tiempo real del proceso de cristalizacion mediante microscopia Optica. Asimismo,
mediante el uso del microscopio in situ, se puede determinar facilmente el tiempo de
induccion de la nucleacion y el ntimero total de cristales en cada experimento, d) Asi
mismo, el sistema de cristalizacion presenta una alta reproducibilidad en cuanto a los
principales parametros estudiados (tiempo de induccidén, nimero y tamafio de los
cristales). Por ejemplo, la desviacion maxima del niimero total de cristales obtenidos
en sucesivos experimentos utilizando las mismas condiciones es de + 5%, e)
Asimismo, este trabajo demuestra que es posible determinar la fase polimorfica de los
primeros cristales que aparecen, a partir de su morfologia mediante microscopia
optica. Ademads, se ha determinado que el polimorfo predominante que aparece
inicialmente es la calcita. Este resultado contradice los resultados obtenidos
previamente por otros investigadores y la regla de precipitacion secuencial de
Ostwald. Sin embargo, esta contradiccion puede explicarse por las caracteristicas
intrinsecas de “la seta de cristalizacion”. Este sistema se diferencia de otros por el
lento incremento en la sobresaturacion debido a la difusion lenta de NH4 y CO,. Esto

hace que tengan menos importancia factores cinéticos y que de tiempo para que
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cristalice el polimorfo mas estable y menos soluble (la calcita). Finalmente, se ha
determinado considerando el tiempo aparente para la induccion de la nucleacion, que
el mecanismo mononuclear es el mecanismo mas probable de crecimiento. Por otra
parte, el limite mayor de energia libre de superficie de la calcita se estim6 en 35

mJ/m?>.
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Studies on nucleation and polymorphism of calcium carbonate by sitting

drop crystallization: the use of a crystallization mushroom
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ABSTRACT: We studied nucleation and polymorphism of calcium carbonate
using a device named crystallization mushroom, by which precipitation experiments
are reproducibly carried out by a vapor diffusion method of a sitting drop type. The
crystallization mushroom allowed us to monitor the precipitation successfully by
measuring pH of a CaCOs solution. The crystallization mushroom also enabled us to
observe crystallization droplets by optical microscopy and then to determine
induction time of nucleation and total number of crystals deposited. By optical
microscopy observation we found that the dominant polymorph that appeared firstly
in our experiments was calcite, although this result contradicts results of previous
reports and the Ostwald step rule. We could successively explain this contradiction
by an intrinsic feature of a crystallization mushroom: slow increase in supersaturation

caused by slow diffusion of NH; and CO, gasses allowed the least soluble polymorph
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calcite to be crystallized before other more soluble polymorphs appeared. The
relation between supersaturation and induction time of nucleation could be explained
by the mononucleation mechanism. The largest limit of surface free energy of calcite

was estimated to be 35 mJ/m?>.

Key words: vapor diffusion, sitting drop, crystallization mushroom, calcium

carbonate, calcite, nucleation, polymorphism

BRIEFS: A crystallization device "crystallization mushroom" enabled us to
monitor precipitation process of calcium carbonate and to control polymorphs, as

well as to estimate surface free energy of calcite.

1. Introduction

The precipitation of calcium carbonate (CaCOs) plays an important role in a
number of fields, such as geology', environmentalogy’, biomineralogy™, etc., in
addition to broad application in industry™®. Hence, the precipitation processes of
CaCOj; have been so far investigated by various methods in various size scales.

In the large size scale, the precipitation processes are usually studied using
crystallizers within the volume range from hundred milliliters to liters and then scaled
up”®. This macromethod, however, has following disadvantages: (i) only one
experimental condition is tested in each run, (ii) a relatively great amount of reagents
are needed, and (iii) the characterization of precipitates is restricted to the detection
limit of the instrument employed. On the other hand, in biomimetic mineralization,
most of studies employ a vapor diffusion technique using volumes of solutions in the
range of milliliters’ since extracellular organic molecules, which regulate polymorphs
and morphologies of precipitates, are available in only minute quantities. This
micromethod also has disadvantages, such as low reproducibility of the precipitation
processes, difficulty for monitoring the processes, and the dependency of the
precipitation process upon the volumes of the solution and of the dessicator where the

experiment is carried out'".
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To overcome these disadvantages, our laboratory developed a device called
"crystallization mushroom"'"'2, by which precipitation experiments are carried out by
vapor diffusion using the sitting drop method. This device enables us (i) to crystallize
10 samples in the volume range of microliters under different conditions at the same
time, (ii) to perform the precipitation with high reproducibility, (iii) to monitor the
precipitation processes in situ using a pH probe, and also (iv) to observe precipitates
in situ during the processes using any kinds of optical microscopy. This device has
been used for carrying out a series of studies on the effects of following proteins on
the precipitation of CaCO;: lysozyme'', carbonic anhidrase”, ribonuclease-A,
mioglobin, a-lactalbumin'* and eggshell matrix proteins fractions'”.

In this study, we tried to clarify the intrinsic features in vapor-diffusion
crystallization of CaCOs, in absence of any additive, using a crystallization
mushroom. In particular, we focused on the relation between supersaturation and the
polymorphism of CaCOj; firstly appeared in droplets. Using a crystallization
mushroom, we succeeded in obtaining the most stable phase calcite reproducibly. We
also explored the efficiency of a crystallization mushroom for quantitative studies on
nucleation kinetics of CaCOs. Significantly good reproducibility of the precipitation
and easiness of the in situ observation by optical microscopy allowed us to evaluate

surface free energy of calcite.

2. Experimental Section

2.1. Apparatus. All precipitation experiments of CaCOs; were carried out by
the vapor diffusion method using a crystallization mushroom. Figure 1 shows a
schematic illustration of the setup. A mushroom is composed of nine polystyrene
microbridges (Hampton Research Co.) (a small plastic block with a shallow well) for
sitting drop crystallization, a glass cover and two cylindrical glass chambers. The
microbridges, each of which has a loading capacity of 40 uL of a CaCl, solution, are
placed concentrically every 36° inside the upper chamber. A NH4HCO; solution is
placed in the lower chamber. The upper and lower chambers are connected each other

through a hole of 6 mm diameter for vapor diffusion of CO, and NHs.
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A hole situated on a side wall of the upper chamber allows the introduction of
a pH electrode (Titan model, Sentron), by which pH in a 40 pL drop placed on the
electrode is monitored. The glass cover, upper and lower chambers are sealed with

silicon grease.

pH-probe

Microbridgés
CaCl, ‘#’Nﬂ‘ﬂcm

Figure 1. A schematic illustration of a "crystallization mushroom" used for the
precipitation of CaCOs3 by vapor diffusion using the sitting drop method.

2.2. CaCOg3 precipitation by CO, and NH; diffusion. Precipitation
experiments were carried out at 20+2 °C and 1 atm, by varying the concentrations of
both CaCl, and NH4sHCO; solutions from 10 to 500 mmol/L and from 1 to 25
mmol/L, respectively. Solutions were prepared using analytical grade reagents from
Sigma and deionized water (Elix 3, Millipore). Once the crystallizer was closed and
sealed, the underlying NH4HCOj3 solution released NH3 and CO; gasses into the free
space of the crystallizer (0.158 L). Both the NH; and CO,; gasses slowly diffused and
redissolved into the droplets of CaCl, solutions, increasing their pH and forming
neutral and charged aqueous species, such as H,CO; ' (aq), HCO3™ and COs>, CaCO-°,
CaHCO;", Ca(NHs),*", Ca(NH;)*", CaCl", CaOH", Ca*", CI', H",OH", NH;(aq) and
NH,". The pH evolution during the precipitation was measured and recorded using
the pH-electrode. The experiments were finished after reaching the equilibrium
conditions, i.e. the pH reached a plateau and the number of crystals as well as the

polymorph composition, visualized by optical microscopy, remained unaltered.
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2.3. Monitoring of precipitation and characterization of crystals obtained.
The precipitation processes were observed in situ using an optical microscope (Leica
MZ12 or Olympus SZH10) connected to a digital camera (Olympus, C3040ZO0OM),
or to video camera (Sony, High Resolution MTV-3). Observations were carried out at
every 15 or 60 minutes intervals. The time interval was adjusted according to the
induction time for nucleation at each experimental condition. From these
observations, morphology and total number N of crystals appeared in an each drop
and induction time #, at which onset of precipitation was firstly confirmed, were
determined in situ.

Once the experiments were finished, the mushroom was opened and the
precipitates were recovered from the microbridges, rinsed twice with deionized water
and dried at room temperature. The pH of the mother liquor was decreased to 7.0 to
prevent further precipitation of carbonate, and residual Ca concentration was
measured by atomic absorption spectrophotometry (AAS, Perkin-Elmer 510 model).
The crystals obtained were observed by scanning electron microscopy of a field
emission type (FESEM, Gemini-1530). Polymorph of crystals with a rhombohedral
shape was determined by X-ray diffraction (XRD, Siemens D5000 Kristalloflex
diffractometer). Polymorph of crystals with a rounded shape (a relatively low
fraction) was determined by both XRD in a grazing incidence mode (1°, 24 hours)
and Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR, Nicolet 510). Finally, the rest of
crystals (a very small fraction) with a sheaf of wheat shape were dispersed in KBr,

and polymorph was determined by FT-IR.

2.4. Calculation of supersaturation. Supersaturation f expressed as the ratio
of ionic activity product (I4P) to solubility product K, was calculated by speciation

software Visual MINTEQ'® using the following relations.

P =IAP/Ksp (1)
IAP= a(Ca*") a(COs™) (2)
Ksp = a(Ca*eq . a(CO5Y) o (3)

Here, a(Ca™") and a(CO;”) show activities of these ions, and a(Ca%)eq and

a(CO5™) oq for activities at equilibrium. This software uses as inputs the temperature,
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the initial CaCl, concentration, the initial pH, the partial pressures of NH; and CO;
(pNH;3, pCO,) and either the Debye-Hiickel or Davies equations to determine the
activity coefficients, depending on the ionic strength /7 (/ < 0.1 M or [/ <0.5 M,
respectively). As outputs, this software provides the activities of the aqueous species
Ca®", Ca(NHs),>", Ca(NH;3)*", CaCl", CaCOs°, CaHCOs", CaOH", CI', H",OH", CO;%,
HCO5, H,COs'(aq), NHi(aq) and NH,', as well as the values of S respect to

polymorphs calcite, aragonite, vaterite and CaCO3°xH,O.

The calculations of pressures pCO, and pNHj, generated by gases released
from the NH4HCO; solution to the free-space of the crystallization mushroom

according to egs. (4)-(7), were performed by software PHREEQC Interactive 2.8".

NHy (aq) + OH™ > NHj(oq) + H0 (4)
NHjq) <> NHsg) ®)
HCO3 4q) + H > COyaq) + H,0 (6)
CO2 (ag) <> CO2 ) (7)

Therefore the values of £ estimated with these procedures are those that could
be reached in any experiment by completely disregarding the precipitation. During
the courses of most of the experiments, the droplets evolved from undersaturated to
supersaturated, with precipitation starting once the system exceeded a certain critical

supersaturation value.

3. Results and Discussion

3.1. Monitoring of precipitation and determination of induction time. In
all experiments, the pH of the drops firstly became smaller than pH of the mother
solutions (pHy) because of the dissolution of atmospheric CO,. Once the mushroom
was closed, the pH started to increase as a consequence of the diffusion and
dissolution of NHj. As examples, the Figures 2a and 2b show, respectively, the time
evolution of pH in experiments with CaCl, concentrations of 10 mM and 200 mM
under various NH4HCOj3 concentrations (2.5 to 25 mM). As shown in Figure 2a, the
rate of increase in pH strongly depends on the concentration of NH4sHCOj3 contained

in the reservoir. In the case of 2.5 mM NH4HCO;, the increase in pH was slow
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enough that the solution remained undersaturated throughout the run and no crystal
was obtained. In contrast, in the case of 5 mM NH4HCOs3, the pH increased up to a
plateau of 7.4, and three crystals were obtained (Table 1). Further increase in
NH4HCO3 concentration to 15 and 25 mM resulted in rapid increases in pH and
formation of 70 and 80 crystals, respectively. Figure 2b demonstrates that the
increase in the concentration of CaCl, also quickens the precipitation process
significantly. In the previous studies of batch crystallization of CaCO;'™'’
conductivity of a solution was mainly monitored to follow the evolution of the
precipitation. However, good correlation between changes in pH and concentrations
of CaCl, and NH4HCO; clearly indicates that pH also can be a good probe to monitor
the precipitation process of CaCOs.
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Figure 2. Time evolution of pH in the drops containing CaCl, of 10 mM (a) and
200 mM (b), under various concentrations of NHsHCO:s.

We also monitored the precipitation process of CaCOj; by optical microscopy.
Figure 3 shows a typical time course of the in situ observation of a sitting drop. In the
early stage of the precipitation, the drop was clear (a). With increasing time,
precipitates appeared and their size became larger. As indicated by a white circle in
Figure 3b, we succeeded in identifying the precipitate that appeared firstly in the
drop. The earliest time at which the firstly appeared precipitate could be visualized
was defined as an induction time # of nucleation. As shown in Figure 3e, after the

precipitates were grown to certain sizes, we could discriminate the morphologies of
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the precipitates. We could also count the total number N of the precipitates, after

the precipitation finished (Figure 3f).

Figure 3. A sequence of photomicrographs of the time course of precipitation: (a)
70 min, (b) 225 min, (c) 500 min, (d) 1000 min, (¢) 2000 min, and (f) 2990 min. A
white circle in (b) shows the position where a firstly appeared precipitate could be
observed with a very faint contrast level. A dotted squire in (f) corresponds to the
area shown in (a)-(e). Scale bars in (a)-(e) and (f) show 0.5 and 1 mm, respectively.
Initial concentrations of CaCl, and NH4HCOj3 are 20 and 10 mM, respectively.

To make the movie enough clear for the demonstration in this paper (Figure 3), we

specially illuminated this drop continuously with a halogen lump throughout the
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precipitation. Hence the temperature of the drop (23°C) became higher than the other
at the room temperature of 20°C (observed by discontinuous illumination), resulting
in shorter induction time of nucleation (225 min) than that listed in Table 1 (400 min)
under the same condition. The discontinuous illumination gave pictures of worse
quality, but did not give any difficulty in identifying induction time and phases of
precipitates. Hence the data summarized in Table 1 does not contain any effect of the
temperature rise shown in Figure 3.

: . 18,19
In the previous studies ™

, changes in pH or conductivity of the supersaturated
solutions was mainly used to determine ¢ in experiments initiated by rapid mixing of
Ca’" and C032'/HCO3' solutions in larger volumes. As summarized in Table 1, #
determined in this study corresponds to the shoulder of the pH evolution curve.
Therefore, #; determined in this study include both induction time for nucleation and
the period that is necessary to reach a critical supersaturation for nucleation. With

increasing supersaturation, the former dominates #. This issue is discussed in detail

later.

3.2. Growth morphology and polymorph. First, we clarified the relation between
morphology of precipitates obtained and CaCOj; polymorph. As shown in Figure 4,
we observed three types of morphologies: precipitates with rhombohedral (a), sheaf
of wheat shapes (b), and rounded (c). We characterized these precipitates with
different morphology using either powder XRD or FTIR. The XRD diffractogram of
the rhombohedral precipitates clearly exhibited diffraction peaks belong to calcite
(JCPDS 5-586): the reflections at 26 =29.45 (d =3.035 A), 39.45 (d=2.285 A), 36.00
(2.495 A) and 39.45 (d=2.285 A). The XRD patterns of rounded precipitates were
more noisy than calcite because of smaller amounts of precipitates available, however
the diffraction peaks at 26 =20.85 (d = 4.26 A), 20 =24.85 (d =3.58 A), 20 =27.00 (d
=3.30 A) and 20 =32.80 (d =2.73 A) coincided with those of vaterite (JCPDS 13-
192). Finally, precipitates with a sheaf of wheat morphology, presented adsorption
bands at 1470 cm™, 1087 cm™, 856 cm™ and 712 cm™ in the FTIR spectrum. These
bands likely corresponded to vibrational modes of the aragonite mineral'**’, i.e. 1466

em’ (v3), 1087 cm™ (1), 866 cm™ (vy) and 712 cm-' (vs4).
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Figure 4. Field emission scanning electron micrographs of precipitates obtained by the sitting
drop method using crystallization mushroom: (a) calcite, (b) aragonite, (c) vaterite.

As shown in Figure 4, calcite crystals appear as perfect rhombohedra bounded by the
{104} faces, whereas aragonite and vaterite appear as agglomerates of tiny crystals. Vaterite
agglomerates displayed hexagonal (hexalobulated) rosette-shape morphology. Such
agglomerates of vaterite were probably formed by the aggregation of nanocrystals via an
oriented attachment mechanism'’. Aragonite agglomerates exhibits a sheaf of wheat
morphology. The formation mechanism of this type of morphology will be discussed

elsewhere.

3.3. Number of crystals and polymorph distribution as a function of
supersaturation. In this work, by selecting an appropriate range of crystallization conditions,
we obtained relatively low numbers of crystals with well defined morphologies in a very
reproducible way, either among the different drops in the same mushroom or among
duplicated runs of the same conditions (two duplicated runs were performed in some cases).
The total number N of crystals obtained in the same conditions exhibited maximum
deviation of £+ 5%. With increasing supersaturation fe;cic from 10 to 292, N°@ increased from
0 to 440 (0 to 11 crystals/pL). The results of the experiments performed under variety of

CaCl, and NH,HCO; concentrations were summarized in Table. 1.

Table 1. Summary of crystallization conditions, induction time # and number of
CaCQO;j; crystals in three polymorphs: calcite (C), vaterite (V) and aragonite (A); the values in
parentheses show the number of firstly appeared crystals whose appearance and polymorph
could be confirmed by optical microscopy; in the conditions that do not have values in

parenthesis appearance and/or polymorphs could not confirmed with enough accuracy.
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CaCl, NH,HCO; pH, p ‘ Number of crystals
(mM) (mM) (CaCly) C vV A (min) Total C v A
500 1 5.1 - - - o0 0 0 0 0
10 25 59 0w 3 7 o 0o 0 0 0
20 2.5 5.8 16 4 11 o 0 0 0 0
50 2.5 5.7 26 7 19 2100 1 1 0 0
H  ©) (0
100 2.5 5.2 38 10 27 1400 10 10 0 0
1 ©) (0
200 2.5 5.1 55 15  39*% 190 20 20 0 0
1 © (0
10 50 55 18 5 13 2500 3 2 1 0
20 5.0 5.3 28 7 20 1200 9 6 2 1
50 5.0 5.2 47 13 34 650 37 21 12 4
200 5.0 4.4 98*  26*  71%* 520 92 85 5 2
10 0 54 29 8 21 500 20 7 4 6
20 10 5.3 45 12 33 400 40 22 9 9
1 @ O3
50 10 5.2 76 20 55 300 46 30 7 9
200 10 3.8 163*  44*  118* 144 110 30 4
10 15 59 36 10 26 270 70 49 8 13
20 15 5.8 58 15 42 230 100 68 15 17
50 15 5.7 99 26 71 160 135 115 8 12
100 15 5.8 144 39 105 130 380
200 15 5.5 212 57*  154% 80 300 246 36 18
T 25 59 47 13 34 260 80 55 15 10
1 2 O3
20 25 5.8 77 21 55 200 160 141 11 8
50 25 5.7 134 36 97 135 220
100 25 5.8 198 53 143 110 340 204 92 44
200 25 5.9 292*%  78*  211*% 90 440 396 22 22
O @2 A

*Values using activity coefficients at the limit of Davies equation; the ionic strength
was [~ 0.5-0.52 M.
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Within the conditions used in this study, calcite was the most abundant
polymorph. Vaterite and aragonite were obtained with decreasing number. The
number of calcite crystals obtained followed similar tendency to N, as shown in
Table 1. It varied from 0 to 396 with increasing CaCl, and NH4HCOj3 concentrations.
However, the percentage of calcite crystals to N became smaller under the middle
concentration range of NH4HCO; (5-15 mM). The percentages of both aragonite and
vaterite did not show a certain tendency.

Another interesting feature found in the series of experiments was the "first
nucleating polymorph", which was determined by in situ optical observation during
the experiments, as demonstrated in Figure 3. In the experiments at 2.5 mM
NH4HCOs, it was calcite. In the experiments at 5 mM NH4HCO3 and 200 mM CaCl,
and at 10 mM NH4HCO; and 20 mM CaCl,, both calcite and vaterite appeared almost
simultaneously in the drops under observations. In the previous experiments of batch

e 18,19
crystallization ™

, sampling during crystallization was necessary to determine the
first nucleating polymorphs. However, the crystallization mushroom allowed us to
determine polymorphs without any sampling. This is one of the big advantages of the
use of the crystallization mushroom. In the conditions that do not have a value of a
crystal number in parenthesis (Table 1), unfortunately we could not determine the
first nucleating phase with enough accuracy, since too large number of crystals
appeared in the drops at the same time to identify individual phases by optical
microscopy.

In contrast to this study, in previous experiments initiated by rapid mixing of
Ca”" and COs*/HCOj5 solutions, vaterite was usually appeared as first nucleating
phase, and then calcite was formed by a solvent mediated transformation following
the Otswald step rule. Therefore, the first simultaneous appearance of calcite or
calcite plus vaterite obtained by the use of the crystallization mushroom contradicts
the previous results and the Ostwald step rule. However, a reasonable explanation can
be given, by considering the intrinsic feature of a vapor diffusion method. In the
experiments with a low NH4sHCO; concentration, the partial pressures of both NH;
(pNH3) and CO;, (pCO;,) were very low, and then their slow diffusion into the

aqueous droplets took place, as reflected by the smooth increase in pH, as shown in
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Figure 2. Because of this slow increase in supersaturation, the droplets firstly reached
the supersaturation respect to the least soluble polymorph calcite (log Ki,™'" = -
8.453)*!, then calcite had enough time to nucleate and grow before nucleation and
growth of vaterite and aragonite took place. As the NH; and CO, gasses further
diffused into the drops continuously, the supersaturation increased and surpassed the
solubilities of aragonite and vaterite (log Ky,"™%""°=-8.306, log K," " =-7.873)"',
then nucleation and subsequent growth of these polymorphs occurred.

A further transformation either from vaterite to aragonite or vaterite to calcite
was not observed in our experiments at low NH4HCO; concentration, possibly
because the presence of the ammonium ion stabilized these metastable phases’.
Kawano et al’’ used a micromethod by rapid mixing of CaCl, and Na,CO; solutions
to produce highly supersaturated solution. They reported that amorphous CaCOs3
appeared first, and then vaterite and calcite nucleated and grew by consuming
amorphous CaCOs precipitated previously. They also reported that in some cases
calcite appeared before vaterite. The result obtained in this study, which violates the
Otswald step rule, deserves our attention and emphasizes the importance of micromethods for
investigation of these "irregular" precipitation processes. Moreover, the appearance of
aragonite (a high temperature polymorph) at 20 °C, in the absence of any additive such as
Mg2+, SO,%, or an external factor like a magnetic field, deserves a further study. In fact, to
our knowledge, the presence of aragonite has not been reported in pure CaCO; systems where
the supersaturation is obtained by direct mixing of calcium and carbonate/bicarbonate
solutions at 20°C. The minimum reported temperature for aragonite formation was 24 °C (pH
> 9)23 or 26°C**, with optimal temperature for maximum relative abundance above 60 °C. The
authors suspect that very small fractions of aragonite crystals in mixtures of CaCOs;
polymorphs obtained in large solution volumes could not been detected because of the
detection limit of powder XRD. So, in these cases the use of a micromethod can help us to
better define the precipitation range of a polymorph when studying the effects of certain

operating variables.

The results obtained in this study cannot be straightforwardly compared with
the results on eggshell calcification proceeded in vivo in a uterine fluid, because of

different temperature and the presence of many biological macromolecules whose
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roles have not yet been clarified. However, such comparison can provide insights into
the parameters susceptible of biological regulation. Hence, we calculated the
supersaturation and the ratio of a Ca®" concentration to a total carbonates
concentration, using the data reported by Nys and coworkers”. The results were
summarized in Table 2. As it is shown, eggshell formation took place under a high
supersaturation (f~ 100) during the whole process in a uterine fluid, but the ionized
Ca concentration is deficient with respect to the total carbonate concentration. In our
in vitro study, calcite however dominates the first nucleating phase under higher Ca*"
concentration, as shown in Table 1. Therefore, in in vivo system, the ratio of
Ca®'/total carbonate concentrations is not a key factor to control CaCOs
polymorphism, but temperature and the biological macromolecules released to a
uterine fluid play a dominant role in the formation of calcite and a typical eggshell

microstructure.

Table 2. Time course of a supersaturation and a ratio of concentrations Ca®*/total carbonate
during in vivo eggshell calcification; original data were taken from the ref. 27

Hours* B Ca®'/ total

carbonate
12 109 0.057
15 128 0.072
18 100 0.078
20 101 0.126
21 104 0.099
22 110 0.095
24 90 0.107

*Hours after preceding oviposition

3.4. Nucleation kinetics. To our knowledge we have succeeded, for the first
time, in observing nucleation of calcite as the first nucleating phase. Hence we
analyzed the induction time # of nucleation as a function of supersaturation £ of
calcite, and tried to evaluate surface free energy of calcite. As discussed in the above
section 3.3, the induction time # determined in this study includes both the time to

increase supersaturation by vapor diffusion and the induction time of nucleation.
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Therefore, t; is longer than the real induction time of nucleation, in particular under
low supersaturation. However, since we obtained # of calcite for the first time, we
believe that evaluation of surface free energy is worthy to try.

Kashchiev et al. reported a general expression of the induction time that
accounts for the mononuclear (MN) and polynuclear (PN) mechanisms>*. When
nucleation is dominated by the MN or PN mechanism, the relation between # and S

can be respectively expressed as follows:

Int, oc B/In* S (the case of MN), (8)

1n@ﬂ“8(ﬂ”2 -1y )x B/(4-1n* §)

(the case of PN: spiral growth is assumed), 9)
= M (assuming a spherical shape of nuclei). (10)

Here, o is the surface free energy of nuclei, Q the molecular volume (6.13x10% m’

for calcite®, k the Boltzmann constant, and 7 the absolute temperature.

Figure 5a shows the plot of # vs. £ obtained experimentally in this study. To
evaluate the MN and PN mechanisms, the data were replotted according to Egs. 8 and
9, as shown in Figures 5b and 5c, respectively. In the case of PN mechanism, we

assumed spiral growth of calcite crystals according to several previous reports® =", I

n
some of the experiments, calcite was the first polymorph appeared, while in others
carried out at higher reagent concentration, calcite and vaterite appeared almost
simultaneously. Considering this circumstance, to perform these plots we have

employed the supersaturation £ of the polymorph calcite.
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Figure 5. (a) plot # vs. S (b) test of the MN mechanism according to Eq. &, (c) test of the PN
mechanism according to Eq. 9.

The correlation coefficients corresponding to Figures 5b and 5c are 0.92 and
0.47, respectively. The better fit of Figure 5b indicates that in our nucleation
experiments using the micromethod (drops of 40 pL) the MN mechanism prevalil,
although the correlation coefficient obtained (0.92) was not very good. This result
roughly agrees with the hypothesis of Verdoes et al.’', who assumed that the MN
mechanism operates only when volume of a solution phase is smaller than 10 pL.
From the slope of the straight line of Fig. 5b, we obtained the surface free energy of
calcite o = 35 mJ/m”. Although we directly obtained # of calcite for the first time, the
induction time determined in this study is longer than the real induction time, in
particular under low supersaturation. Therefore the value of o = 35 mJ/m” shows the
largest limit of the surface free energy of calcite: i.e. real value would be smaller than
this value.

Concerning the surface free energy of calcite, S6hnel and Mullin reported ¢ =
83 and 98 mJ/m’ using batch reactors’’. Other values reported on different
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experimental conditions using batch reactors show a big scatter (7°°, 19.5%*, 205,
280°° mJ/m?). As discussed by Sohnel and Mullin®*, very small values correspond to
heterogeneous nucleation meanwhile very large values correspond to erroneous
assumptions on the treatment of data. S6hnel and Mullin also reported a value of 120
mJ/m’ predicted theoretically’’, although this large value would result from the
inaccurate evaluation of the number of coordinated water molecules on a crystal
surface. The surface free energy of calcite would be larger than that of vaterite
because of the Ostwald step rule. Therefore, the reported values of vaterite, o = 41"
and 40.7 mJ/m” *', indicate that some degree of heterogeneous nucleation occurred in
this study. At present, accurate evaluation of the surface free energy of calcite could
be still difficult subject. However, we emphasize that a crystallization mushroom has
several advantages also on kinetic studies: (i) very small volume that ensures
mononucleation, (ii) easy in situ observation and identification of the first nucleating
phase, in addition to (iii) high reproducibility of precipitation processes. Therefore,
we believe that a crystallization mushroom would become a promising tool in

studying crystallization of wide variety of minerals in the near future.

4. Conclusions

We have studied the nucleation and polymorphism of calcium carbonate using
the crystallization mushroom. Key results found in this paper are as follows:

1) The crystallization process of CaCOs could be successfully monitored by
measuring pH of a solution.

2) Under our crystallization conditions, calcite crystals exhibited a
rhombohedral shape, although aragonite and vaterite appeared as agglomerates with
sheaf of wheat shapes and rounded shapes, respectively.

3) Crystallization mushroom allowed us to monitor the crystallization process
by optical microscopy. The in situ observation clearly demonstrated that we could
determine the induction time of nucleation and total number of crystals.

4) The use of the crystallization mushroom significantly improved the
reproducibility of precipitation. Maximum deviation of the total number of crystals

obtained in the same conditions was +5%.
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5) By optical microscopy, we identified the firstly nucleating polymorph from
its morphology. We found that the dominating polymorph that appeared firstly was
calcite, although this result contradicts the previous results by other researchers and
the Ostwald step rule. This contradiction could be reasonably explained by the
intrinsic feature of crystallization mushroom: the slow increase in supersaturation
resulted from slow diffusion of NH3 and CO, gave enough time for crystallization to
the least soluble polymorph calcite.

6) From the apparent induction time of nucleation, we found that the
mononuclear mechanism was the most probable growth mechanism. The largest limit

of the surface free energy of calcite was estimated to be 35 mJ/m’.
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Manuscrito 2. Influence of Model Globular Proteins with

Different Isoelectric Points on the Precipitation of Calcium

Carbonate.

Influencia de proteinas globulares modelo con diferentes puntos isoeléctricos en la

precipitacion de carbonato célcico.

En los procesos de biomineralizacion controlada bioldgicamente,
determinadas proteinas tienen un papel fundamental ya que regulan la nucleacion,
polimorfismo y crecimiento de los cristales. Para explicar la interaccion entre
proteinas y las superficies minerales, se han propuesto muy diferentes mecanismos
entre ellos una combinacién de interacciones electrostaticas y estereoquimicas. Sin
embargo, la importancia de los diferentes mecanismos de interaccion propuestos no
se conoce en profundidad y seria conveniente estudiarlos por separado en sistemas en
los que un tipo de interaccion predomine. En este sentido, para entender los
mecanismos de control de las proteinas sobre el crecimiento de carbonato calcico,
hemos utilizado una serie de proteinas modelo del mismo tamafio y conformacion
pero que difieren en sus propiedades superficiales (carga). En particular para este
estudio se seleccionaron cuatro proteinas modelo: lisozima (Lyz) de clara de huevo
de gallina, ribonucleasa-A (Rib-A) de pancreas de bovino, mioglobina (Mio) de
musculo esquelético de caballo y a-lactoalbimina (a-La) de leche de bovino. Estas
proteinas son globulares, tienen un peso molecular semejante pero difieren en su
punto isoeléctrico que varia en un rango muy amplio de pH (pl tedricos: Lyz 9.32,
Rib-A 8.64, Mio 7.36 y a-La 4.83).

Un estudio detallado de los resultados de los experimentos de precipitacion de
carbonato calcico en presencia de estas proteinas indica que dependiendo del punto
isoeléctrico de las proteinas y de su concentracion, las proteinas afectan de diferente

manera el proceso de nucleacion y crecimiento de cristales. En particular, la
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presencia de estas proteinas afecta al proceso de precipitacion a diferentes niveles: a)
control sobre la nucleacion, a bajas concentraciones (16, 128 y 512 pug/mL) o-La,
favorecié la nucleacion de CaCQOj; incrementando el numero de cristales, mientras
que Rib-A y Mio inhibieron la nucleacion. A altas concentraciones las tres proteinas
inhibieron la nucleacion, sin embargo el efecto de Lyz sobre la nucleacion de CaCOs
fue pequenio en el rango de 16 a 2000 pg/mL fue necesario incrementar la
concentracion por encima de 5000 pg/mL para inhibir totalmente la nucleacion de
carbonato célcico, b) control sobre el crecimiento, A bajas concentraciones de las
proteinas, la masa total del precipitado fue menor para las proteinas de mayor punto
isoeléctrico, ¢) control sobre la fase polimorfica: las cuatro proteinas estudiadas
favorecen la formacion de calcita frente a las otras fases polimorficas de CaCO;
(aragonito y vaterita). Las proteinas con punto isoeléctrico mas bajo son mas
efectivas en favorecer la formaciéon de calcita y producen una inhibicidon casi
completa de las otras fases polimdrficas del carbonato célcico, d) control sobre la
morfologia, las proteinas Rib-A, Mio y a-La tienen un efecto muy notable sobre la
morfologia de los cristales de calcita. Sin embargo, en el caso de Lyz no se aprecia un
efecto notable sobre la morfologia de los cristales de CaCO;. La morfologia de los
cristales de calcita se modifica con la apariciéon de nuevas caras o la formacion de
aglomerados policristalinos redondeados (Rib-A y Mio). En el caso de Rib-A
aparecen un gran numero de cristales globulares de calcita, a 512 ug/mL, la
proporcion de los cristales de calcita esférica es dos veces mayor que la de calcita
romboédrica. Los aglomerados mas grandes aparecen normalmente en la interface
gas-liquido o gas-liquido-micropuente de la gota. Los cristales de calcita modificados
presentan un hébito romboédrico modificado por la expresion de nuevas caras
estabilizadas por la presencia de estas proteinas. Las nuevas caras expresadas
corresponden a las formas prismaticas {100} y {110} y a la forma de romboedro
negativo {018}. La expresion de estas caras es especialmente notable en el caso de a-

Laa 128 pg/mL.

Las modificaciones en el comportamiento del crecimiento y disolucién de los

cristales proporcionan una informaciéon muy valiosa sobre los mecanismos de
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interaccion entre proteina-mineral. En ambos casos las modificaciones en el habito de
los cristales de calcita son el resultado de una adsorcion preferencial de las proteinas
sobre caras especificas del cristal, las cuales son expresadas como consecuencia de la
disminucién en su tasa de crecimiento o disolucion. Este efecto morfologico de
inhibicion en caras especificas del cristal de calcita varia dependiendo de la
naturaleza de la carga superficial de la proteina. La presencia de Rib-A y Mio
ejercieron un efecto fuerte sobre la morfologia de los cristales de calcita debido a dos
tipos de interaccion: 1) Interaccion especifica proteina superficie sobre los planos
{100} y {110} y {018} cuyo efecto fue el resultado de la aparicion de dichas caras.
2) Interaccion no especifica dando como resultado la precipitacion de aglomerados
redondeados en la misma gota. En el caso de interaccion especifica, se puede
interpretar mediante un mecanismo de reconocimiento estereoquimico de la proteina
sobre la superficie del cristal. En el caso de la interaccion no especifica, se puede
explicar como una absorcion inespecifica de las proteinas sobre la superficie del
cristal debido a una interaccion hidrofobica que disminuye la superficie expuesta de

la proteina a la solucion.

Los resultados obtenidos en este estudio evidencian que existen diferentes
mecanismos de interaccion entre proteinas y superficies minerales. En el caso de
proteinas acidas (o-La), las interacciones electrostaticas son las dominantes y hacen
que tengan una fuerte influencia sobre los mecanismos de nucleacion, polimorfismo y
crecimiento de los cristales. En cambio, en el caso de proteinas con punto isoeléctrico
proximo a la neutralidad, el tipo de interaccidn dominante es hidrofobico con cierta
componente electrostatica que produce una fuerte modificacion de la morfologia de
los cristales. En el caso de proteinas basicas (Lyz) no afectan de manera muy notable
al proceso de precipitacion indicando que interacttian débilmente con la superficie del
mineral. Estos resultados permiten entender mejor el papel de las proteinas como
agentes reguladores de los procesos de precipitacion mineral en sistemas bioldgicos.
En particular, el tipo y cantidad de aminoacidos ionizables es un factor muy
importante que influye en la capacidad de influencia de una macromolécula sobre la

precipitacion de minerales.
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ABSTRACT: Several mechanisms have been proposed to explain the interactions between proteins and mineral surfaces formed
during biomineralization. To investigate the effect of the surface charge of proteins on calcium carbonate precipitation, a group of
globular proteins with similar sizes and molecular weights but with different isoelectric points (iep) has been selected to be added
to a CaCl, solution in free-drift calcium carbonate precipitation experiments. These proteins are lysozyme (Lyz; theoretical iep
9.32), ribonuclease-A (Rib-A; theoretical iep 8.64), myoglobin (Myo; theoretical iep 7.36), and a-lactalbumin (o-La; theoretical iep
4.83). Depending on their isoelectric point and their concentration in the solution, these proteins affected the nucleation, growth,
polymorphism and growth morphology of calcium carbonate in different manners, evidencing different types of protein—surface
interactions. For the protein with an acidic isoelectric point (0-La), electrostatic interactions were predominant. For proteins with
isoelectric points around neutrality or slightly higher (Myo and Rib-A), the foremost interactions were hydrophobic with a certain
electrostatic contribution. For the protein with a basic isoelectric point (Lyz), there was not any notable effect on most of the

analyzed precipitation properties, evidencing a weaker protein—surface interaction.

1. Introduction

Biomineralization processes involve specific proteins that are
released at different times during mineralized tissue formation.'
These proteins play an important role in the control of the
nucleation, polymorphic phase selection, morphology and
orientation of crystals.”*“ Several mechanisms have been
proposed to explain the interactions between proteins and
mineral surfaces in formation, among them a combination of
electrostatic and stereochemical interactions, as well as geo-
metrical matching.**® For a better understanding of those
mechanisms, it is useful to use systems in which only one kind
of interaction predominates.* Whether one kind of interaction
is predominant will depend on protein characteristics (i.e., size,
conformation, surface charge, type of functional groups), on
biomineral composition and surface structure, and also on the
solution properties, that is, chemical composition and pH. The
protein surface charge and the electrical charge developed at
the solid—solution interface are both dependent on the isoelectric
point (iep) of the proteins, on the point of zero charge of the
adsorbent, and also on the solution properties. Therefore such
solution properties must have an important role in protein—surface
interaction during the formation of biominerals.

The aim of the present study is to determine the effects on
calcium carbonate precipitation (i.e., nucleation, growth, poly-
morphism, and crystal morphology) of a group of globular
proteins with similar sizes and molecular weights but with
different iep, within a wide range of pH values. This information
will be useful to elucidate the kind of protein—surface interac-
tions predominant during the precipitation. The four selected
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model globular proteins are lysozyme (Lyz; theoretical iep 9.32,
MW 14.313 Da), ribonuclease-A (Rib-A; theoretical iep 8.64;
MW 13.690 Da), myoglobin (Myo; theoretical iep 7.36; MW
16951 Da), and o-lactalbumin (a-La; theoretical iep 4.83; MW
16.224 Da).’*® They were chosen because their three-
dimensional structures and their adsorption behaviors on dif-
ferent substrates are well characterized. Since the CaCOj3
precipitation experiments will be performed using a free-drift
system containing the protein-bearing calcium solutions, the
change in the pH values of such solutions during the course of
the experiment will lead to a change in the surface charge of
the protein. It was demonstrated by other authors that the surface
charge is one of the most relevant parameters responsible for
the differences observed in the adsorption behavior of these
proteins on different types of hydrophilic and hydrophobic
substrates.’*® The novelty of the present work is that protein—
mineral interactions are studied under dynamic conditions since
the mineral substrates are growing crystals.

2. Materials and Methods

2.1. Experimental Procedures. Certified chemical reagents were
used to prepare stock solutions of CaCl, (Sigma, lot 110K0226) and
NH4HCOs3 (Sigma, lot 78H0114) and of the following commercial
proteins: hen egg white lysozyme (Seikagaku lot E98301), bovine
pancreatic ribonuclease-A (Sigma lot 9001 99 4), horse skeletal muscle
myoglobin (Sigma lot 100684 32 0), and bovine milk o-lactalbumin
(Sigma lot 9051 29 0). Lyz is found in the uterine fluid of hens as well
as in the eggshell. The possible role of this and other uterine fluid
proteins on eggshell calcification is actually under investigation. The
function of Rib-A is RNA cleavage in the ruminant pancreas. Myo is
classified as transport protein that delivers oxygen and carbon monoxide
through the tissues. o-La is synthesized in the mammary gland and is
essential for milk production.

Precipitation experiments were carried out by vapor diffusion using
the sitting drop crystallization method on a “crystallization mushroom’”*®
at 20 °C and 1 atm total pressure. Calcium carbonate precipitated in

[J 2008 American Chemical Society
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Table 1. CaCOj; Precipitation in the Presence of Four Model Proteins (Lyz, Rib-A, Myo, and o-La) Using As Control Conditions 20 mM
CaClz, 10 mM NH4HCO3, and T =20 £ 1 °C

% CaCOs polymorphs

run [protein], ug/mL TNC“ £ (min) Cr¢ Cs! A° \% L (um) & SE® pH;" pHY
control 0 40-60 ~600 63 15 22 92+6 53 7.1
Lyz-1 16 49 500 55 21 24 76 £6
Lyz-2 128 52 84 11 5 65+ 5and 113 + 14 5.8 7.2
Lyz-3 512 60 700 84 10 6 68+ 5and 113 +8
Lyz-4 2000 41 1400 61 21 18 57+ 10and 116 + 8 6.1 7.0
Rib-A-1 16 43 1080 46 0 16 38 140 + 9 and 288 + 32 4.9 7.2
Rib-A-2 128 9 1500 44 13 0 43 130 + 8 and 160 & 33 4.6 73
Rib-A-3 512 3 1800 26 58 0 16 80 + 17 and 260 + 33 43 75
Rib-A-4 2000 0 0 0 0 0 4.1 7.8
Myo-1 16 38 1020 64 8 12 16 95 + 9 and 280 + 20 53 7.1
Myo-2 128 36 1320 90 6 0 4 80 + 6 and 200 £ 15 5.7 72
Myo-3 512 11 1300 100 0 0 60 + 18 and 300 + 25 6.0 75
Myo-4 2000 0 0 0 0 6.5 7.8
a-La-1 16 123 +500-1000 68 0 32 50 £ 8 and 100 & 11 55 73
a-La-2 128 169 ~1000 95 0 5 77 + 4 and 100 + 4 5.6 7.2
a-La-3 512 162 99 0 1 75+3and85£5 5.8 73
a-La-4 2000 0 0 0 0 6.0 7.5

“ Total number of crystals. ” Induction time for the nucleation. © Rhombohedral calcite. ¢ Spherical calcite. ¢ Aragonite. / Vaterite. ¢ L = average size;

SE = standard error. " Initial pH in the drops. ’ Final pH in the drops.

drops containing 40 uL of a CaCl, solution (20 mM), whose pH was
raised by the diffusion of NHj3 gas released by an underlying NHsHCO5
solution (10 mM). These control conditions were selected so that the
total number of crystals precipitated (TNC) was small enough to be
easily counted yet great enough to have good statistics and so that
the size of crystals was optimal. Also, under these conditions, the
polymorphs calcite, vaterite, and aragonite precipitated in such propor-
tions as to make noticeable any effect of the tested proteins on their
relative abundances.”® Normally, after several runs using these reagent
concentrations, the TNC was around 40-60, with 60-63% calcite,
15-20% aragonite, and 20-22% vaterite. In the protein-bearing experi-
ments, the concentration of the CaCl, solution was kept constant at 20
mM while the concentrations of protein (0, 16, 128, 512 and 2000 ug/
ml) were varied. This CaCl, solution with varying protein concentration
is referred to here as the mother solution. To carry out the experiment,
a drop of 40 uL of the mother solution was poured on each one of the
ten microbridges already placed inside the crystallization mushroom.
A volume of 3 mL of the NH;HCOs3 solution (10 mM) was poured
into the bottom container of the mushroom. The system was then closed
and sealed with silicon grease. Three runs were carried out at each
concentration to test for reproducibility. Experiments were finished after
48 h, the chambers were opened, and both solution and solid were
withdrawn from the microbridges for chemical and morphological
analyses.

2.2. Analytical Procedures. The pH value of the mother solutions
was determined before and after each experiment using a pH electrode
(Titan model, Sentron). Based on repeated measurements, the analytical
error was estimated to be £0.05. The concentrations of Lyz, Rib-A,
and a-La in the mother solution were measured by the Layne method®
using a Varian Cary UV-Vis spectrometer at a wavelength of 280 nm,
while the concentration of Myo was determined by the Bradford
method.” The time elapsed from the moment of closing the reactor
until the appearance of the first precipitate in the microbridges (referred
to here as induction time, ), the TNC, and the identification of the
polymorphic phases were all determined using an optical microscope
(SZH10 Olympus, 14x), based on characteristic morphologies of
crystals associated with each phase. The errors for # and TNC were
estimated to be 5% and £1%, respectively. A univocal relationship
between morphology and crystalline phase in the absence of proteins
was established in a previous study.”® In case of ambiguity, the
mineralogical composition of crystals was confirmed by X-ray diffrac-
tion using Cu Ko radiation (XRD; D-5000 Siemens) at a grazing angle
of 1°. At the end of each run, the precipitate was harvested from the
microbridges having been previously rinsed ten times with deionized
Milli-Q water, dried at room temperature, and finally coated with gold
and inspected with a field emission scanning electron microscope
(FESEM, Gemini-1530). Calcite crystal forms were indexed based on
the symmetry of crystal faces and by comparing them with a calcite
morphological model built with Shape v7.2.1 (Shape Software, King-
sport, TN).

Because of the small number of crystals precipitated in each drop,
it was not possible to measure the precipitated mass by weighing crystals
with accuracy. Therefore this parameter was roughly estimated using
the number and phase of crystals, their average length L from field
emission scanning electron microscopy (FESEM) pictures, and the
density of either calcite (2.71 g/cm?), vaterite (2.54 g/cm?), or aragonite
(2.93 g/cm?) depending on the particular crystalline phase precipitated,
to convert volume to precipitated mass. In previous references,'®*" a
similar method was applied. In the present work, cubes and spheres
(calcite), spheres and platelets (vaterite), and spheres and cylinders
(aragonite) were considered as the most suitable simple geometrical
models, despite the great morphological variety of the crystals obtained.
The shape factors of these geometries were taken from the literature.'%

Finally, the exposed ionizable amino acids at the surface of the four
proteins were identified using the program AREAIMOL from the CCP4
program suite'! based on Protein Data Bank (PDB) coordinates of their
corresponding crystalline structures (Lyz,'** Rib-A,'?® Myo,'* and
a-La'?9),

3. Results

3.1. Solution pH. The pH of the solution increased from 5.3
to 7.1 during a representative control experiment (protein-free;
Table 2). The increment occurred primarily within the first 1.5 h.
Thereafter, increases in pH became slower and the pH stabilized
at 7.1. The presence of protein varied the initial pH of the mother
solution. Thus, Lyz, Myo, and a-La increased the initial pH.
This increase was higher as the protein concentration increased.
In contrast, the trend in the pH values of solutions containing
Rib-A was the opposite. The initial pH was lower than in the
control experiment and decreased as the concentration increased.
At the end of the experiment, pH values in protein-bearing
experiments were generally similar to or higher than those in
the (protein-free) control experiment.

The proteins affected the precipitation of CaCOs at different
levels, that is, nucleation (#;, TNC), growth (crystal dimensions
and mass of crystals), polymorphism, and crystal morphology.
Next we describe these effects in detail.

3.2. Effects of Proteins on Nucleation. The influence of
proteins on CaCOs nucleation is illustrated in Figure 1 and Table
1. Moreover, Table 1 summarizes all relevant parameters of
CaCOs3 precipitation using both protein-free (control) and
protein-bearing solutions, including TNC, £, and the percentage
of polymorphs calcite, vaterite, and aragonite.

The o-La at low concentrations of 16, 128, and 512 ug/mL
promoted a very intense nucleation, as deduced from the high
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Table 2. Physicochemical Properties of the Model Proteins Hen Egg-White Lysozyme (Lyz), Bovine Pancreatic Ribonuclease-A (Rib-A), Horse
Skeletal Muscle Myoglobin (Myo), and Bovine Milk o-Lactalbumin (o-La)

charged amino acids®

% exposed charged
amino acid

protein theor iep exptl iep MW (Da) positive” negative® positive  negative
Lyz 9.32 11.35'52 14313 Lysl, Arg5, Lys13, Argl4, Hisl5, Arg21,  Glu7, Aspl8, Glu35, Asp48, Asp52, 187 10
Lys33, Arg45, Arg6l, Arg68, Arg73, Asp66, Asp87, Aspl01, Aspl19
Lys96, Lys97, Argl12, Argl14, Lys116,
Argl25, Argl28
Rib-A 8.64 9.6!%® Lysl, Lys7, Argl0, His12, Lys31, Arg33,  Glu2, Glu9, Asp14, Asp38, Glud9, Asp53, 18°¢ 10
Lys37, Arg39, Lys41, His48, Lys61, Asp83, Glu86, Glulll, Aspl121
Lys66, Arg85, Lys91, Lys98, Lys104,
His105, His119
Myo 7.36 7.21%¢ Lys16, His24, Arg31, His36, Lys42, Asp4, Glu6, Glul8, Asp20, Glu27, Glu38, 32 21
Lys45, Lys47, His48, Lys50, Lys56, Glud1, Asp44, Glu52, Glu54, Glu59,
Lys62, Lys63, His64, Lys77, Lys78, Asp60, Glu83, Glu85, Glul05, Aspl09,
Lys79, His81, His82, Lys87, His93, Aspl22, Aspl126, Glul36, Aspl41,
Lys96, His97, Lys98, Lys102, His113, Glul48
Hisl116, Lys118, His119, Lys133,
Argl39, Lys145, Lys147
o-La 4.83 4.5 Lys5, Argl0, Lys13, Lys16, His32, Lys58, Glul, Glu7, Glull, Aspl4, Glu25, Asp37, 16 20

Lys62, His68, Lys79, Lys93, Lys94,
Lys98, His107, Lys108, Lys114, Lys122

Asp46, Glud9, Asp63, Asp6o4, Asp78,
Asp82, Asp83, Asp84, Asp87, Asp88,

Asp97, Glul13, Aspl16, Glul21

“ Buried amino acids are shown in bold (surface areas <50 A2). ” Lysine, arginine, and histidine. ¢ Glutamate and aspartate. ¢ Including 11 arginine.
¢ Including four arginine and four histidine. Histidine can have an important effect on pH around neutrality. / Including two arginine and 11 histidine.
Some histidine are buried and linked to the hemo group. ¢ Including one arginine and three histidine.
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Figure 1. Total number of CaCOs crystals (TNC) precipitated as a
function of the concentration of protein. o-La at 16, 128, and 512 ug/
mL favors the nucleation of CaCOs, increasing TNC. Rib-A and Myo
slightly decrease TNC when their concentrations are increased from
16 to 512 ug/mL. o-La, Rib-A, and Myo (at 2000 xg/mL) inhibit
CaCOs nucleation completely, decreasing TNC to 0. The effect of Lyz-
bearing experiments on TNC is small compared with the control
experiments. The open circle represents the control experiment in
absence of protein.

value of TNC. Rib-A, and to a lesser extent Myo, slightly
inhibited the nucleation with respect to the control experiment.
When the concentration of these three proteins reached 2000
ug/mL a complete inhibition of CaCOj3 nucleation was observed.
The effect of Lyz-bearing solutions on CaCO3 nucleation was
small in the concentration range from 16 to 2000 ug/mL. It
was necessary to increase the Lyz concentration to 5000 ug/
mL to reach a complete inhibition of the nucleation.

3.3. Effects of Proteins on Crystal Growth. The results of
precipitated mass of CaCO3 and average size of crystals (L)
are shown in Figure 2 and Table 1.

As it is shown in Figure 2, the precipitation of CaCOj is
favored in a-La-, Myo-, and Rib-A-bearing solutions at low
protein concentrations. With these proteins, the estimated mass
of precipitate at 16 and 128 ug/mL was higher than that in the
control experiment. Further increases in protein concentration
led to a decrease of the amount of precipitate, until it reached

3.
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Figure 2. Estimation of the precipitated mass of CaCOj3 versus the
concentration of protein. a-La, Myo, and Rib-A favor the precipitation
of CaCOs at low concentrations of protein. As the concentration of the
three proteins increases to 128 and 512 ug/mL the amount of precipitate
gradually decreases, being 0 when the protein concentrations reached
2000 ug/mL. For Lyz-bearing experiments, no noticeable effect in the
amount of precipitate with respect to the control experiment is observed
in the interval from 16 to 2000 xg/mL.

0 at 2000 ug/mL protein concentrations. In the case of Lyz, no
noticeable change in this parameter was observed with respect
to the control experiment in the interval from 16 to 2000 ug/
mL. In this case, CaCOs precipitation was not inhibited
completely from mother solutions containing up to 5000 ug/
mL.

Although it is a rough estimation, the observed decrease in
the amount of precipitate from protein-bearing solutions con-
taining a low protein concentration is worth noting (Figure 2).
This decrease occurred following the trend (from acidic to basic
proteins) a-La > Myo > RibA > Lyz, thus evidencing a
negative correlation of this parameter with the isoelectric point
of the model proteins at low protein concentrations.

On the other hand, it is shown in Table 1 that precipitates
are polydisperse, with average crystal size L (edge length,
diameter, or characteristic dimension) varying within a different
size range depending on the protein tested. For crystals
precipitated in the presence of a-La, L falls within the range
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Figure 3. Influence of model globular proteins on the percentage of
precipitated CaCOj3; polymorphs (a) calcite, (b) aragonite, and (c)
vaterite.

50-100 um, whereas for crystals precipitated in the presence
of Myo, Rib-A, and Lyz, L falls within ranges of 60—300 um),
80—288 um, and 57—116 um, respectively. In the control
experiment, L was around 92 um.

3.4. Effects of Proteins on Polymorphism. All model
proteins favored the precipitation of calcite over aragonite and
vaterite but to different degrees, as deduced from Figure 3a.
The percentage of calcite in the precipitates increased from about
45% or 55% up to 85% or 87% in Rib-A- and Lyz-bearing
solutions respectively. However, a-La and Myo were more
effective in controlling calcite precipitation. Even using low
concentrations of these two proteins (128 ug/mL), the relative
abundance of calcite reached almost 100%. Interestingly, o-La
inhibited aragonite precipitation at very low concentration (16
ug/mL) and also vaterite precipitation at higher concentrations
(128 and 512 pug/mL; Figure 3b,c).

Hernandez-Hernandez et al.

3.5. Effects of Proteins on Crystal Morphology. Calcite
crystals grown in protein-free solutions (control samples) were
obtained in the form of isolated crystals (Figure 4a) with sizes
around 90 um, while aragonite and vaterite were observed as
polycrystalline agglomerates (around 100 um size) formed by
smaller primary nanocrystals. Calcite crystals displayed the
characteristic rhombohedral habits showing the {104} face
(Figure 4a). Aragonite precipitated as needle-like agglomerates
and vaterite as hexalobulated leaf-like agglomerates (Figure
4b,c), superstructures similar to those reported by Gehrke et
al.'?

In Lyz-bearing experiments, there was a little effect on the
growth morphologies of the polymorphs compared with those
from protein-free solutions (see Figure 5a—c). Meanwhile, at
concentrations of Rib-A, Myo, and o-La higher than 16 ug/
mL, the growth morphology of the calcite phase was modified
either by the appearance of new crystal faces (Figure 5d,g,j—1)
or, in the cases of Rib-A and Myo (see Figure 5e,h,i), by the
formation of rounded/curved polycrystalline agglomerates in the
same droplet. Moreover, the biggest agglomerates were usually
found at the gas-liquid or gas—liquid—microbridge interfaces.
An XRD diagram of those agglomerates collected from different
droplets is shown in Figure 6. The diffractogram displays the
three characteristic reflections of the calcite phase (JCPDS
5-586), that is, at 26 = 29.45° (d = 3.035 A), 36.00° (2.495
A), and 39.45° (2.285 A).

It is interesting to point out the noticeable effect of Rib-A
on calcite morphology. At 512 ug/mL Rib-A, the proportion of
rounded calcite (Cs) is twice that of rhombohedral calcite (Cg).
Rhombohedral calcite crystals are modified by the expression
of new faces stabilized by these proteins. The newly expressed
faces are {100} and {110} prismatic forms and {018} negative
rhombohedra. The expression of these new faces is especially
notable in the presence of o-La (protein concentration of 128
ug/mL) (Figure 5j.k,1).

Based on this, the four globular proteins studied in these
experiments modified the growth morphology of precipitated
calcite crystals. Among them, Rib-A, Myo, and a-La were more
effective than Lyz at producing a more noticeable effect at lower
concentrations (Figures 5d,g,j). Finally the most notable effect
of these protein concentation on the morphology of the few
aragonite and vaterite polymorphs was the crystal size reduction,
as well as the size reduction of the constituting primary
nanocrystals.

3.6. Surface Ionizable Amino Acids. Table 2 shows the
positively (arginine, lysine, histidine) and negatively (aspartate,
glutamate) exposed ionizable amino acids for each protein. The
number accompanying the amino acid indicates its position in
the primary sequence. Most of the ionizable amino acids are
placed at the surface of the protein, so the protein surface is
constituted by charged and hydrophobic patches with an
irregular distribution. Taking into account the aqueous exposition
of the ionizable groups, we have used the Expasy ProtParam
tool'* to calculate the theoretical isoelectric points. The experi-
mental isoelectric points are also shown.'”* The differences
observed between theoretical and experimental iep arise from
the modification of the pK’s of the residues owing to the
interaction of charged amino acids and the partial burial of
charged amino acids.'®

4. Discussion

Our results evidence the effect of the proteins on calcium
carbonate nucleation, growth, phase selection, and morphology.
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Figure 5. FESEM images of (a) calcite, (b) aragonite, and (c) vaterite with 128 ug/mL Lyz, (d, e) calcite and (f) aragonite with 128 ug/mL Rib-A,
(g—1) calcite in presence of 128 ug/mL Myo, and (j—I1) calcite in presence of 128 ug/mL a-La.

Also the results suggest that the surface charge and the type which determine their iep, have some effect in the above-
and amount of surface ionizable amino acids of the proteins, mentioned factors. Therefore, certain correlations between the
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Figure 6. XRD diagram of rounded agglomerates of calcite obtained in Rib-A- and Myo-bearing experiments. The diffractogram displays the three
characteristic reflections of the calcite phase (JCPDS 5-586), that is, at 260 = 29.45° (d = 3.035 A), 36.00° (2.495 A), and 39.45° (2.285 A).

isoelectric points of globular proteins and the CaCOj precipita-
tion parameters can be established.

Modifications of calcium carbonate crystal growth® and
dissolution behavior'” provide insights related to protein—mineral
surface interactions. In both cases modifications of the calcite
crystals habit are the result of the preferential adsorption of
proteins to specific crystal faces, which become expressed as a
consequence of the decrease in their growth (or dissolution)
rate. Moreover, morphological effects on calcite growth (inhibi-
tion of specific crystal faces) vary depending on the nature of
the surface charge of the protein.

In Rib-A- and Myo-bearing experiments, which showed the
strongest effect on calcite morphology, two types of interaction
occurred: (1) a specific protein—surface interaction on planes
{110}, {100}, and {001}, which resulted in a morphological
effect with the expression of those crystal faces, and (2) a
nonspecific interaction, resulting in the precipitation of rounded
agglomerates in the same drop. Such a strong nonspecific
interaction probably takes place after the nucleation event, once
the supercritical nuclei reach nanometric sizes, at the zone of
highest supersaturation in the drops. This interaction induces a
change in the growth mechanism of calcite from parabolic,
which is produced at low to median supersaturation, to an
aggregation—agglomeration mechanism, resulting in big (with
respect to control size) rounded agglomerates. The aggregation—
agglomeration mechanism'® was proposed to explain the
relaxation of residual Gibbs free energy, AG, that occurs in
highly supersaturated systems after the nucleation event. Ac-
cording to this mechanism the relaxation of residual AG takes
place by decreasing the total available solid surface (by the
aggregation of nanocrystals) rather than by crystal growth.

For a better understanding of the effect of the electrical
charges of the globular proteins on the particular growth
behavior of the polymorph calcite, it is necessary to consider
the calcite surface speciation model proposed by Van Capellen
and co-workers.'® According to this model, the hydrated calcite
surface is composed of different types of surface species, these
being responsible for the net calcite surface charge in aqueous
suspensions. These surface species form by reactions between
the neutral surface complexes <COs;H® and <CaOH° and the
soluble species Ca>" (1), H' (1), and COxq) that yield <CaOH,™,
<CO;~, <CO;3Ca*, <CaHCO;°, <CaCO;~, <CO;H°, and
<CaOH".

It has been demonstrated by using X-ray reflectivity measure-
ments of the calcite{104}—water interface at pH from 6.8 to
12.1 that the proportion of surface species does not vary
significantly within this pH range.>® At the zero point charge
of calcite, pHy,cusually between pH 5 and 8, the fraction of
positive and negative sites is the same, with a very small
proportion of neutral species (less than 2% of <CaHCO3°). An
increment in the pH value has the effect of increasing
the proportion of neutral species and deprotonation of 18%
<CaOH," to yield more neutral <CaOH° species. When a
suspension of calcite becomes Ca-rich (by, for instance adding
Ca>" ions to the solution), the &-potential varies from negative
to positive values, which demonstrates a change of the calcite
surface charge from negative to slightly positive.?' Those neutral
or basic pH values and a Ca-rich environment closely resemble
the solution from which calcite is precipitating in our experi-
ments. Therefore, a slightly positive calcite surface charge with
a high proportion of neutral surface species is plausible in our
experiments.

Myo and Rib-A are globular proteins with iep intermediate
between o-La and Lyz. The iep of Myo is within the range of
variation of the solution pH in our experiments, whereas that
of Rib-A is slightly above it. In the case of Myo, with 32
positively ionizable surface amino acids, 11 of them are
histidines buried or with a surface area less than 50 A2, whereas
there are 21 negatively ionizable amino acids. Because the pK
of histidine is around 6-6.5, at neutral pH they will be ionized
and the number of positively and negatively charged surface
residues will be the same. Therefore the net charge of this
protein (the balance between positively and negatively ionized
surface residues) in our experimental conditions is very small
or zero. At pH values close to the iep of the protein, the
dominant adsorption mechanism on the surface of calcite is a
hydrophobic interaction, which favors the dehydration of the
proteins by their adsorption to a calcite surface.?” In the case
of Rib-A, 4 of the 18 positively ionizable surface amino acids
are arginine and four are histidine, whereas there are 10
negatively ionizable glutamate and aspartate residues. In our
experimental conditions of pH, the net charge of Rib-A will be
positive but very small; a hydrophobic protein—substrate interac-
tion with an electrostatic contribution is expected. Because of
the presence on the protein surface of four arginines with high
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hydrophilic power, Rib-A can potentially form H-bonds with
the substrate.

The hydrophobic interactions of Myo and Rib-A are unspe-
cific and can occur, under high supersaturation conditions, once
the supercritical calcite nuclei reach a certain nanometric size.
This mechanism of hydrophobic interaction of proteins with the
surface of small crystallites of calcite may account for the
formation of the rounded agglomerates of calcite, as detailed
above. Further cementation between primary particles is pro-
duced by crystal growth.

The hydrophobic interaction being predominant in protein-
rich and highly supersaturated environments at pH values close
to the isoelectric point of the protein, when conditions change
toward low supersaturation or low protein concentrations, calcite
crystals grow to micrometric size and the proteins act as
impurities. These two mechanisms can act either at the same
time in droplets containing Rib-A- or Myo-bearing solutions
or successively one after the other. In the first case, the cause
is the nonhomogeneity in the concentration of protein and
calcium inside the droplets, which leads to zones with different
supersaturation (i.e., solution—gas interface versus bulk solu-
tion). In the second one, the cause is the strong decrease of the
CaCOs supersaturation and protein concentration that occurs
after the first nucleation event. Following this reasoning, it would
be plausible to expect a higher proportion of agglomerates by
increasing the protein concentration. Indeed, we have increased
the concentration of Rib-A up to 8000 x«g/mL and obtained only
rounded agglomerates.

Lyz has a very different effect on calcium carbonate than
that of Myo and Rib-A. Lyz (theoretical iep 9.32, experimental
iep 11.35) showed a weaker morphological influence on
rhombohedral calcite, compared with that of Myo and Rib-A,
even at the highest protein concentration studied. At the pH of
our experiments, Lyz has the highest positive net charge of all
the proteins tested. Therefore, Lyz has the weakest affinity for
the slightly positively charged calcite surface. Therefore, to
understand the weak adsorption process and the little effect on
most of the analyzed precipitation parameters, it is necessary
to look at the surface of the protein. Lyz has 18 positively
surface charged amino acids, including 11 arginines, and only
10 negatively charged. Arginine has a high potential to form
H-bonds being highly hydrophilic. The high content of arginine
is responsible for the high solubility of Lyz in water. Because
of the high proportion of surface arginine in this protein and its
high capacity to form H-bonds, H-bonding between arginine
residues and neutral surface species <CO3;H°, <CaOH®°, and
<CaCOs° could be responsible for the weakly observed
Lyz—CaCOs; surface interaction.

On the other hand, o-La does not yield rounded agglomerates
of calcite, but it shows a strong effect on nucleation, precipitated
mass, polymorph selection, and crystal morphology, even at the
lowest protein concentration studied. Moreover, the appearance
of new calcite faces is indicative of the existence of a specific
interaction. The isoelectric point of a-La is 4.83 (exptl iep 4.5),
and therefore, at the pH of our experiments the balance between
negatively and positively charged surface residues (Table 2)
leads to a negative net surface charge. Such a negative surface
charge provides an important interaction with the positively
charged calcite surface, increasing protein absorption on the
calcite surface. This strong electrostatic interaction must be more
specific toward the polar outermost surfaces of the growing
crystals than toward the nonpolar stoichiometric ones, as is
explained below, inhibiting their growth preferentially. The first
types of surfaces are formed by planes of Ca and planes of CO3
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groups. However, the nonpolar surfaces, are formed by equal
amounts of Ca and CO3 groups, such as the {104} plane. Thus,
the electrostatic interaction must take place between deproton-
ized negatively charged —COQO™ groups of the proteins and the
positively charged <CO3Ca™ species of the calcite surface.

It is also interesting to comment that the four proteins studied
favor calcite precipitation over the other calcium carbonate
polymorphs. The capacity that some organisms have to select
the polymorphic phase is well-known.>**® There is evidence
from many studies that organisms employ specialized organic
macromolecules to control calcium carbonate precipitation. For
instance, in vitro experiments have shown that specific soluble
organic macromolecules composing the organic matrix from
mollusk shell layers with different mineralogies are able to select
the specific polymorphic phase of calcium carbonate.>**"
Polymorph selection is achieved by these macromolecules by
inhibiting the formation of one polymorph, thus allowing the
selection of other polymorph.?***2* Qur results suggest that (1)
globular proteins with different isoelectric points specifically
inhibit either aragonite or aragonite and vaterite formation and
(2) proteins with acidic isoelectric points require low concentra-
tions to inhibit the formation of the above-mentioned polymorphs.

Moreover, our results evidence that the proteins have opposite
effects over calcium carbonate precipitation depending on
protein concentration, that is, at low concentration, proteins
promote calcium carbonate precipitation, while at higher
concentration they inhibit it. This effect is particularly evident
when using o-La. This ambivalent behavior of proteins is
characteristic of crystallization inhibitors that have a strong
affinity for target crystal surfaces.”>*" At low concentrations
of the inhibitors and when there is an excess of material supply
for crystal growth, they act as substrates promoting nucleation
and favoring precipitation due to stereochemical affinity with
the crystal surface.?® In contrast, at higher concentration of the
inhibitors, they bind to the crystal surface growth sites and
inhibit precipitation.”” Furthermore, it has been demonstrated
that the effect of the inhibitors increases as they are more
negatively charged.”>" Our results are in agreement with these
observations.

There are several possible mechanisms by which these
proteins could affect calcium carbonate precipitation: (1)
Proteins in solution locally raise Ca>* concentrations in those
regions close to negatively charged patches on the protein
surface®? (the ionotropic effect). This creates local areas with
higher supersaturation values than those of the bulk solution.
Nucleation would be favored in these areas, even when
supersaturation in the bulk solution is not the critical super-
saturation to produce nucleation. Therefore, proteins act as
nucleation centers promoting nucleation and increasing the
precipitation rate. The importance of the ionotropic effect
increases as the negative charge of proteins increases. Our results
are in accordance with this hypothesis, since we observed a
trend of increasing precipitated mass of calcium carbonate with
more acidic isoelectric point of the proteins; in other words,
with more negatively charged proteins. (2) Some of these
proteins (i.e., a-La) that have an affinity for calcium and act as
chelating agents reduce the available calcium concentration in
solution and the effective bulk supersaturation. A reduced
amount of Ca exhausts crystal growth and inhibits precipitation
of calcium carbonate. (3) Proteins can adsorb to the incipient
crystals and block their accessible surfaces, impeding further
crystal growth.

According to our results, the ionotropic effect seems to be
important only when low concentrations of proteins having an
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acidic isoelectric point are used. In contrast, at higher concentra-
tions of all the proteins tested, the chelating effects of proteins
or the adsorption of proteins to the growing surface, or both
become dominant, inhibiting precipitation (with the exception
of Lyz) and suppressing it totally at about 2000 pg/mL.

5. Conclusions

The presence of globular proteins with different isoelectric
points controls the precipitation of calcium carbonate at four
different levels. First, proteins control nucleation. At low
concentrations (16, 128, and 512 ug/mL), o-La favors the
nucleation of CaCOs3, increasing the number of crystals, while
Rib-A and Myo inhibit nucleation. At high concentrations, all
three proteins inhibit nucleation. The effect of Lyz on CaCOs3
nucleation is small in the concentration range from 16 to 2000
ug/mL. Tt is necessary to increase the Lyz concentration up to
5000 pg/mL to reach a complete inhibition of CaCO3 nucleation.
Second, proteins control crystal growth. At low protein con-
centration, the combined effect of proteins on nucleation and
growth produces a progressive decrease of the precipitated mass
of CaCOj; with increasing isoelectric point of the proteins. Third,
proteins control polymorphism. The four proteins studied, when
used at specific concentrations, favor calcite precipitation over
the other polymorphs, aragonite and vaterite. It is possible to
completely inhibit either aragonite or aragonite and vaterite
precipitation using globular proteins with progressively lower
isoelectric points. Finally, proteins control crystal morphology.
The effect of proteins on the morphology of calcite crystals is
either the appearance of new faces (Rib-A, Myo, and a-La) or
the formation of big polycrystalline rounded agglomerates
(Rib-A and Myo). There is not an appreciable effect of Lyz on
CaCO3 morphology.

Comparative studies like the present one are useful to
understand the role of the charge and of the type and amount
of ionizable amino acids of proteins on CaCOj precipitation.
Using globular proteins with different iep allows control of
CaCOs precipitation parameters. Our results provide insights
in understanding mineral precipitation control in organisms.
Further studies of these kinds of mechanisms will be helpful to
understand the role of macromolecules in the mineral deposition
by biological organisms.
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Manuscrito 3. Influence of eggshell matrix proteins on the

precipitation of calcium carbonate (CaCO3).

Influencia de la presencia de proteinas de la matriz de la cascara de huevo en

la precipitacion de CaCOs.

La cascara de huevo de gallina es un modelo relativamente sencillo de
biomineralizacion controlada de carbonato célcico. Durante su crecimiento,
intervienen diferentes componentes organicos (p.ej., proteinas) que regulan la
precipitacion del carbonato célcico y que definen tanto la composicion mineral y
organizacion final de este material. En particular, estos componentes organicos,
regularian el flujo de nucleacion, la fase polimorfica en la que cristaliza el carbonato
calcico (calcita) y la terminacion de la deposicion. Para comprender mejor el papel
que juegan las proteinas presentes en la matriz orgéanica de la cascara de huevo y los
mecanismos de actuacion, se ha estudiado como afectan las proteinas de la matriz
organica en la precipitacion del carbonato célcico. Para ello se han extraido y
purificado una serie de fracciones proteicas de la matriz organica de la cascara de
huevo y posteriormente se ha estudiado el efecto de estas fracciones sobre el proceso

de precipitacion de carbonato célcico.

Estas fracciones se extrajeron de muestras de cascara de huevo de gallina que
se desmineralizaron con una solucion de acido acético al 20 %. Del extracto primario
obtenido se separaron tres fracciones pre-purificadas: A, B y C. De estas fracciones
solo se utilizaron las fracciones Ay B para los estudios de cristalizacién de carbonato
calcico. Las caracteristicas de estas fracciones fueron las siguientes: a baja fuerza
i6nica la FRACCION A esta compuesta de proteinas solublesapH 5y apH 9.5y la
FRACCION B a baja fuerza ionica esta compuesta de proteinas insolubles a pH 5
pero soluble a pH 9.5 a alta y baja fuerza idnica. Estas fracciones fueron a su vez
purificadas usando técnicas de cromatografia de intercambio anionico, cromatografia

de interaccion hidrofébica y finalmente pasadas por cromatografia de filtracion en
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gel. Posteriormente, se analizaron mediante electroforesis desnaturalizante SDS-
PAGE, con objeto de identificar los componentes individuales de cada una de las
fracciones y calcular su peso molecular aparente. De las fracciones A 'y B se
seleccionaron las siguientes fracciones purificadas mediante cromatografia: g, h, n, r
(obtenidas a partir de la FRACCION A), vy las fracciones: ¢’, g°, i’, kK’ (obtenidas a
partir de la FRACCION B). Estas fracciones purificadas se analizaron mediante
electroforesis en gel tefiido con Sypro Ruby Protein Gel Stain y detectadas usando un
transiluminador de luz UV. A partir del gel se extrajeron las diferentes bandas para su
posterior secuenciacion mediante espectrometria de masas.

Los perfiles de electroforesis de las fracciones h, g, n, r, y de las fracciones c’,
g’, i’, K> muestran varias bandas, debido a la alta complejidad composicional de la
matriz organica. Las bandas tefiidas mas intensamente que aparecen en las fracciones
anteriormente mencionadas corresponden a: 1) En la fraccién h: proteinas especificas
de la quiescencia y cadena A de la ovocleidina-17; 2) En la fraccion g:
ovotransferrina, ovomucoide, proteinas especificas de la quiescencia y ovocleidina-
116; 3) en la fraccion n: ovotransferrina, preproalbumina, hemopoxina, precursor de
ovoinhibidor, cistatina; 4) en la fraccion r: proteinas especificas de la quiescencia,
cadena A de ovocleidina-17 y secuencias no-identificadas; 5) en la fraccién c’: clon
AGENAE no identificado, cadena A de ovocleidina-17 y precursor de lisozima C; 6)
en la fraccion i’: clusterin, ovocalixina-116, proteinas con repeticiones tipo EGF y
proteinas que contienen dominios tipo | discoindina 3 [Homo sapiens]; 7) en la
fraccion k’: una mezcla de cistatina, ovocleidina-116, glipican 4, ovoalbumina,
ovocalixina-32, clusterina, ovocalixina-36, ovotransferrina y lisozima. Unicamente la
fraccion g’ presentd un alto grado de pureza y una Unica banda tefiida que se

identificd como ovocleidina-116.

Para el estudio in vitro del efecto de la presencia de las diferentes fracciones
de la matriz organica sobre la precipitacion con carbonato célcico, se ajustd la
concentracion de dichas fracciones a una concentracion final de proteina de 50
pg/mL. Los experimentos se realizaron utilizando el sistema de “la seta de

cristalizacion”, el cual ha sido descrito en detalle anteriormente. El estudio detallado
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de los resultados de los experimentos de precipitacién muestra que la presencia de las
diferentes fracciones afectd a la precipitacion de carbonato calcico a diferentes
niveles modificando el flujo de nucleacidn, seleccion polimérfica, morfologia de los
cristales como se detalla a continuacion:

a) Control de la nucleacion: Las diferentes fracciones tuvieron un efecto muy
diferente sobre el flujo de nucleacion. Algunas de ellas (fracciones h, r, k’) fueron
especialmente activas y produjeron una reduccion muy notable (de 10 veces menos
que en el control) del nimero de cristales en la gota. Este fuerte efecto inhibitorio de
la nucleacion, se podria deber a que algunas de las proteinas presentes en estas
fracciones actian como agentes quelantes, disminuyendo la concentracion de calcio
disponible y reduciendo de manera importante los valores de sobresaturacion efectiva
en el volumen de la solucién; b) Control sobre el polimorfismo: En los experimentos
de control, precipitan los tres polimorfos mas comunes del carbonato célcico (calcita,
aragonito o vaterita). En cambio, en presencia de todas las fracciones estudiadas (h, g,
n,r,yc’,g’,i’, k"), launica fase que precipita es calcita. Estos resultados refuerzan la
idea de que el proceso de mineralizacion, del carbonato calcico en organismos, se
controla mediante determinados componentes de la matriz organica, como ya se habia
demostrado en otros organismos. En particular, Falini y col., (1996) demuestran que
ciertos componentes de la matriz organica de conchas de moluscos seleccionan, en
experimentos in vitro, el mismo tipo de fase polimérfica que aparece en el biomineral
de donde han sido extraidas las proteinas; c) Control sobre la morfologia del cristal:
Todas las fracciones estudiadas modificaron de manera notable la morfologia de los
cristales de calcita precipitados y favorecieron una agregacion de los cristales de
calcita. Sin embargo, el efecto morfoldgico de cada una de las fracciones estudiadas
sobre los cristales de calcita es diferente como veremos a continuacion. Por ejemplo,
la presencia de la fraccion h produjo cristales de calcita modificados que mostraban
aparte de las caras del romboedro, nuevas caras que corresponden a las formas
prismaticas {100} y {110}. Este cambio en la morfologia, con respecto del control, se
debe a una absorcion selectiva de las proteinas sobre determinadas caras
cristalograficas de los cristales de calcita. Esta interaccion especifica entre la

superficie de las proteinas y la superficie del cristal en formacién hace que aparezcan
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nuevas caras cristalogréficas en los cristales de calcita que no aparecian en los
experimentos de control. Las fracciones g y n produjeron la apariciéon de cristales
esféricos formados por caras no singulares que muestran un crecimiento en terrazas
escalonadas. Un efecto similar lo produce la ovotransferrina, proteina que esta
presente en estas fracciones y que podria ser responsable de este efecto morfoldgico
tan marcado aunque inespecifico. Curiosamente, cristales con este tipo de morfologia
recuerdan a los cristales de calcita de la capa mamilar de la cascara de huevo. La
fraccion r, favorecio la formacién de esferulitos de calcita formados por aglomerados
de nanocristales prismaticos y bandeados de libre ensamblaje. Las fracciones c’, ¢,
i’, y k’, también favorecen la formacion de aglomerados globulares, compuestos de
nanocristales esféricos orientados en columnas. Por otra parte, la fraccion g’,
compuesta principalmente por ovocleidina-116, que es una de las proteinas
principales que aparece en la capa palizada de la c&scara de huevo, produce un efecto
muy marcado en la morfologia de los cristales de calcita in vitro. La fraccion k’ (una
de la fracciones de composicion mas compleja) produce un efecto similar al de la

fraccion anterior, ya que también contiene ovocleidina-116.

En conclusion, en este estudio se ha observado que los diferentes
componentes de la matriz organica analizados influyen de manera muy marcada en el
proceso de precipitacion de carbonato calcico en experimentos in vitro. Es
especialmente relevante, el control que ejercen sobre el proceso de nucleacién,
polimorfismo (seleccionado solo a la calcita) y morfologia de los cristales. Estos
resultados demuestran que estos componentes tienen un papel fundamental en la
regulacion del proceso de mineralizacion de la cascara de huevo y determinan su

composicion mineraldgica y microestructural.
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Abstract

To understand the role of eggshell organic matrix on the biomineralization process, we have tested the influence of different purified
fractions of the eggshell organic matrix on calcium carbonate (CaCQO3) precipitation. Purification was carried out after successive anion-
exchange chromatography, hydrophobic interaction chromatography and gel filtration chromatography of two different prepurified
eggshell extracts (A) and (B); the purified fractions (named g, 4, n and r) and (¢, ¢/, 7', k') respectively were diluted to 50 pg/ml before
being tested in vitro and analysed by the sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) procedure and mass
spectrometry. The precipitation experiments were carried out by the method of vapour diffusion on crystallization mushrooms. Each
purified fraction showed a different effect on CaCOj; precipitation. Some of them exhibited a strong inhibitory effect on nucleation, thus
suppressing the precipitation of CaCO;5 almost totally while the others did not produce any notable effect. However, all fractions
favoured the precipitation of calcite over the other CaCO; polymorphs. Additionally, all fractions modified in a different manner the size

and morphology of the precipitated calcite crystals.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Al. Biocrystallization; Al. Morphology; Al. Nucleation; Bl. Biomacromolecules; B1. Calcium compounds

1. Introduction

The hen eggshell is a protective barrier for the egg
content which allows the extrauterine development of the
chick embryo [l1]. It consists mainly of a mineral part
(>95%) made of columnar calcite crystals and a pervading
organic matrix (1-3.5% of the remaining material), making
a composite structure with excellent mechanical properties
[1,2]. It is deposited while the egg is residing in the hen’s
uterus, or shell gland, in less than 20h. Three different
stages during eggshell formation can be differentiated,
namely (a) initial, (b) fast growth and (c) termination.
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E-mail addresses: hernanh@ugr.es (A. Hernandez-Hernandez),
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Eggshell deposition starts with calcium carbonate (CaCOs)
spheruliths nucleating on the eggshell membranes at the
initial stage. The growth continues until adjacent spher-
uliths fuse together. Then, columnar crystals (palisades)
emerge from the spherules during the fast growth stage.
Columnar crystal growth proceeds until eggshell calcifica-
tion is terminated with the deposition of the cuticle layer
(termination stage). Fig. 1 shows the texture of the final
hen eggshell.

Calcite crystals forming the eggshell precipitate in the
uterine fluid, an acellular milieu containing ionized calcium
and bicarbonate greatly in excess of the solubility product
of calcite, as well as the native and soluble organic
precursor of the shell matrix [3]. Eggshell organic matrix
is composed by proteins, glycoproteins and proteoglycans
in the calcified layers and by different types of collagens in
the eggshell membranes. Three groups of molecules have
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Fig. 1. FESEM image of the eggshell cross-section showing the
mammillary layer (M), the palisade (P), the cuticle (C) and some of the
identified eggshell proteins.

been found in eggshell: ubiquitous components such as
osteopontin and clusterin [4—6], egg white proteins such as
ovalbumin, lysozyme, ovotransferrin, and organic consti-
tuents unique to the process of shell calcification. The last
group comprises dermatan and keratan proteoglycans [2,7]
as well as ovocleidins and ovocalyxins [4,5,8]. Some of
these organic components are thought to regulate the shell
mineralization and particularly crystal growth. There is a
variety of experimental evidence for these assumptions
[1,8-11].

The aim of this study is to evaluate the effects of
different purified fractions containing an array of eggshell
organic matrix components on CaCQj; precipitation, in
particular on the nucleation process, polymorphism and
morphology of the CaCOj crystals. This information is
useful to identify active components participating in the
eggshell mineralization and to elucidate their role in
eggshell calcification.

2. Experimental procedure
2.1. Preparation and purification of eggshell extracts

Organic matrix proteins were extracted by demineraliza-
tion of the eggshells of 50 hen eggs using acetic acid as a
demineralizing agent [5]. Two different prepurified frac-
tions corresponded to (A) supernatant of eggshell extract
and (B) pellets solubilized in 10 mM diethanolamine DEA/
HCI, 1M NaCl, were extracted from the initial crude
eggshell extract. Characteristics of these fractions are the
following: at low ionic strength, fraction A is composed of
proteins soluble at pH 5 and 9.5, and fraction B is
composed of proteins insoluble at pH 5 at low ionic
strength but soluble at pH 9.5 at high and low ionic
strengths.

Fractions A and B were further purified by anion-
exchange chromatography (7.5 x 50mm? 300VHP575P
Vydac column 5Supum, Vydac, Hesperia, USA) using
10mM (DEA)/HCI, pH 9.5 (buffer A) and 10mM DEA/
HCI, 1M NaCl, pH 9.5 (buffer B) as the mobile phases
with flow rate of 1 ml/min. Then some of the collected
fractions were submitted to hydrophobic interaction

chromatography (0.7 x 2.5cm” phenyl sepharose high
performance HiTrap Amersham column, Amersham Phar-
macia Biotech, Uppsala, Sweden) using 50 mM NaP, 1.5M
(NH4)>SOy4, pH 7 (buffer A) and 50 mM NaP, pH 7 (buffer
B) as the mobile phases, flow rate of 1ml/min; protein
elution performed with a gradient from 1.5 to OM of
(NH4)>SO4 in 10 min, and finally, selected fractions were
separated by gel filtration chromatography (7.5 x 60 TSK-
gel G2000SW column, Tosoh Bioscience, Hampton, UK)
using S0mM NaP, 0.3 M NaCl, pH 7 as the mobile phase
(flow rate of 0.6ml/min). Between the various steps of
purification fractions were dialysed and concentrated.
From soluble eggshell extracts we obtained purified
fractions A, ¢, n and r, and from initially insoluble eggshell
extracts, the purified fractions ¢, ¢/, 7 and k’. The total
amount of protein in the purified fractions was measured
by the Bradford procedure (kit Uptima UPF8640 Coo
Protein Assay, Interchim, Montlugon, France). Protein
concentration of fractions (700-6500 pg/ml) was adjusted
by dilution to 50 pg/ml before being tested in vitro. To
identify individual components the apparent molecular
weights of components of these fractions were determined
by the SDS-PAGE technique [11] and each band was
submitted to digestion by trypsin. The amino acid
sequences from the different peptides were obtained by
LC-MSMS: nanochromatography (CapLC, Waters, Mild-
ford, USA) coupled to mass spectrometry (ESI/Q-TOF,
Waters, Mildford, USA).

2.2. Precipitation experiments

Certified chemical reagents and Milli-Q water (Millipore)
were used to prepare stock solutions of CaCl, (Sigma, Lot.
110K0226) and NH4HCO; (Sigma, Lot. 78H0114). Pre-
cipitation experiments were carried out by vapour diffusion
using the sitting drop method on “‘crystallization mush-
rooms” (Triana Science & Technology, S.L., Granada,
Spain) [13], at 23+2°C and latm. Two mushrooms
containing 10 microbridges were run in parallel. A mush-
room for fractions 4, g, n, and r, and the other one for ¢/, ¢/,
i and k. Each mushroom contained two microbridges to
allocate 40 pul drops of the control solution (20 mM CaCl,)
and eight microbridges to allocate the protein-bearing
solutions. They were composed of 38pul of the diluted
purified fraction (50 pg/ml) plus 2 ul 400 mM CaCl,. A 3 ml
of the NH4HCOj5 solution (10 mM) was poured into the
bottom container of the mushroom. The system was closed
and sealed with silicon grease. The precipitation reaction
was initiated by the simultaneous diffusion of NHj4,, and
CO,g,s released by the underlying NH4HCOj5 solution. The
pH, recorded in a preliminary control experiment, started
at 5.2 and increased progressively to 8.3.

The time elapsed from the moment of closing the
mushrooms until the appearance of the first precipitate
(induction time, f;), the total number of crystals precipi-
tated in the microbridges (TNC) and the identification
of polymorphs, were all determined using an optical
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Fig. 2. SDS-PAGE of purified fractions obtained from fractions A and B after successive anion-exchange chromatography, hydrophobic interaction
chromatography and gel filtration chromatography. /: (1) clone AGENAE: non-identified, CFAD-pig complement factor D precursor (C3 convertase
activator, adipsin), (2) quiescence-specific protein, (3) quiescence-specific protein, ovocleidin-17, chain A; g: (1) ovotransferrin, (2) ovomucoid, (3)
quiescence-specific protein, ovocleidin-116; n: (3) ovotransferrin, preproalbumin, (4) preproalbumin, ovoinhibitor precursor, (5) preproalbumin,
hemopoxin, (6) hemopoxin, vitamin-D binding protein precursor, (7) ovoinhibitor precursor, (8) EGF-like repeats and discoidin, (9) cystatin; r: (1)
quiescence-specific protein, (2) quiescence-specific protein, ovocleidin-17, chain A, (3) non-identified sequences; ¢’: (1) non-identified sequence (2)
ovocleidin-17, chain A, quiescence-specific protein, (3) ovocleidin-17, chain A, (4) ovocleidin-17, chain A, lysozyme C precursor, (5) no sequence; ¢':
(ovocleidin-116); 7': clusterin, ovocalyxin-116, EGF-like repeats and discoidin I-like domains containing protein 3 [Homo sapiens); k': (1) cystatin,
ovocleidin-116, glypican 4, ovalbumin, and ovocalyxin-32, (2) glypican 4, clusterin, ovocalyxin-36, (3) lysozyme C precursor, (4) ovotransferrin, (5) no
sequence, (6) lysozyme C precursor and (7) no sequence. MQ: molecular weight markers.

microscope (SZH10 Olympus, 14 x ), the latter based on
characteristic morphologies of crystals associated to each
CaCOs; phase, i.e. calcite, aragonite and vaterite. These
crystals were obtained in preliminary experiments in the
absence of protein and conveniently characterized [13]. At
the end of the runs the precipitates were harvested from the
microbridges having been previously rinsed several times
with deionized Milli-Q water, dried at room temperature,
and finally coated with gold and inspected with a field
emission scanning electron microscope (FESEM, Gemini-
1530). The average size of crystals (diameter or length of
the characteristic dimension) was averaged by measuring at
least 10 crystals and a maximum of 50 crystals in
precipitates with a larger number of crystals. X-ray
diffraction data were recorded on a Bruker Smart 6000
CCD detector with Kappa configuration (X8 Proteum)
using Cu Ka radiation from a Bruker Microstar micro-
focus (Montel Optics) rotation anode generator, operating
at 45kV and 60 mA.

3. Results

The electrophoretic profiles of fractions 4, g, n, and r and
d, ¢, 7 and k' as well as the putative identity of the stained
bands are shown in Fig. 2a,b. Most of the fractions are
composed of several bands, of which the more intensely
stained correspond to the following compounds: / (quies-
cence-specific proteins and ovocleidin-17 chain A), ¢
(ovotransferrin, ovomucoid, quiescence-specific protein
and ovocleidin-116), n (ovotransferrin, preproalbumin,
hemopoxin, ovoinhibitor precursor, cystatin), r (quies-
cence-specific protein, ovocleidin-17 chain A and non-
identified sequences), ¢’ (clone AGENAE not identified,
ovocleidin-17 chain A and Ilysozyme C precursor),
i'(clusterin, ovocalyxin-116, EGF-like repeats and discoidin

Table 1

CaCO; precipitation in the presence of different purified fractions of
eggshell matrix proteins whose concentrations were adjusted to 50 pg/ml,
using as reference conditions 20mM CaCl, and 10mM NH4HCO; at
234+2°C

Run t; (min) TNC % CaCOj; polymorphs L (um)
C A \%
Mushroom 1
Controls 1100 124 60 18 22 ~90
g 1680 12 100 0 0 86
h 1100 147 100 0 0 59
n 1300 112 100 0 0 195
r >1300 10 100 0 0 130-230
Mushroom 2
Controls 960 77 55 22.5 22.5 ~95
d 960-1200 59 100 0 0 62
g 960-1200 40 100 0 0 62-118
7 960-1200 77 100 0 0 49-138
K >1360 11 100 0 0 118.5

TNC, average total number of crystals; C, calcite; A, aragonite; V,
vaterite; ¢, induction time for nucleation measured visually with
error+ 60 min. In the case of fractions ¢/, ¢’ and 7, ¢ oscillates between
960 and 1200 min. L, average size.

I-like domains containing protein 3 [Homo sapiens]), k'
(a mixture of cystatin, ovocleidin-116, glypican 4, ovalbu-
min, ovocalyxin-32, clusterin, ovocalyxin-36, ovotransfer-
rin and lysozyme). Only fraction ¢’ has a higher level of
purity as the stained band correspond to ovocleidin-116.
Some of the proteins are known, and their isolation and
identification in the eggshell have been reviewed elsewhere
[8] while other components have yet to be identified.

The effects of the purified fractions on the CaCO;
nucleation (TNC, ), polymorphism and average size of
crystals are shown in Table 1. In mushroom 1 the fractions
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40 _um

Fig. 3. FESEM images of calcite crystals precipitated in drops composed of 20 mM CaCl, plus eggshell purified fractions (protein-bearing solutions with a
concentration of 50 pg/ml). They correspond to: (A) fraction /4, (B) fraction g, (C) fraction n, (D) fraction r, (E) fraction ¢/, (F) fraction ¢', (G) fraction 7’
and (H) fraction k', and (I) correspond to the mammillary knob layer of the eggshell.

h and n did not produce notable effects on the nucleation
with respect to the control, as deduced by comparing the
TNC and f,. However, fractions g and r inhibited clearly
the nucleation of CaCOj; decreasing drastically the number
of crystals (less than 12 crystals in each microbridge) and
increasing t;. In mushroom 2 the fractions ¢’ and i/ behaved
similarly to /& and n in mushroom 1; ¢’ slightly inhibits the
nucleation and k' behaved as a strong inhibitor. The
differences in the effects on nucleation found in the control
samples in both mushrooms must be exclusively attributed
to differences in the local temperature in their surround-
ings; although the average laboratory temperature was
kept at 25+2°C. Unfortunately, we cannot replicate the
experiments to perform a statistic study because we lack
sufficient amounts of the purified fractions.

A notable effect of organic fractions on CaCO;
polymorphism is observed. Whereas in the control samples
mixtures of 60% calcite, 18% aragonite and 22% vaterite
(mushroom 1) and 55% calcite, 22.5% aragonite and 22.5%
vaterite (mushroom 2) are obtained, in the presence of all
purified fractions the only polymorph obtained is calcite.
Calcite crystals grown in the control samples are isolated
crystals with average size around 90-95 pum while aragonite
and vaterite are observed as polycrystalline agglomerates
(around 100 pm size) formed by smaller primary nanocrys-

tals. Calcite crystals display the characteristic cleavage
rhombohedral habits showing the {104} face. Aragonite
precipitates as needle-like agglomerates and vaterite as
hexalobulated leaf-like agglomerates (figures similar to
those shown in Ref. [13]).

In the presence of fraction & the crystals precipitated are
twinned and elongated (Fig. 3A). In these crystals
inhibition always started at corners of {104} faces. The
symmetry of the newly expressed faces corresponds to that
of the {100} and {110} prismatic forms of calcite. In the
presence of purified fractions g and n, we obtain
spherulithic calcite crystals (see Fig. 3B and C) displaying
terraced morphology with macro steps. These crystals
resemble those present in the mammillary knob layer of the
eggshell (see Fig. 3I). Both fractions share the presence of
ovotransferrin, which has been found to be present in the
mammillary knob layer [8]. Another protein found in
fraction n is preproalbumin, a precursor of ovalbumin.
Ovalbumin has been also described in the mammillae. In
fraction r the spheruliths obtained are agglomerates of
prismatic nanocrystals displaying self-organized banding.
This last observation was found at high magnification
(Fig. 3D).

In the presence of purified fractions ¢, ¢/, / and k'
(Fig. 3E-H) we obtained polydisperse precipitates whose
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average size oscillated between 60 and 140 um. They were
formed by globular agglomerates composed of spherical
(Fig. 3E) or oriented columnar nanocrystals (Fig. 3F,G,
and H). It is worth mentioning that fraction ¢, which
produces these particular agglomerates, is composed
exclusively of ovocleidin-116, the core protein of ovogly-
can. This molecule which contains dermatan sulphate
glycosaminoglycan chain is polyanionic and acidic with
calcium affinity and is likely to module crystal growth
during palisade formation. This molecule noticeably affects
the morphology of calcite crystals precipitated in vitro [12].
In the agglomerate of Fig. 3G we can see that adjacent
arrays of nanocrystals are fused.

In the agglomerates formed in the presence of fraction k',
it was difficult to distinguish the effect of a particular
component, since this fraction was very complex; however,
the texture of these agglomerates, formed by columnar
nanocrystals, is similar to that produced by fraction ¢,
which contained only ovocleidin-116. It is interesting to
note that both fractions (¢’ and k') contain ovocleidin-116
and inhibit the precipitation.

4. Discussion and conclusions

The effects on CaCOj; precipitation in vitro of purified
fractions composed by arrays of eggshell matrix proteins
provide with insights on their possible role on the
formation of the eggshell. The biomineralization processes
in general are exquisitely modulated by organisms through
specialized physicochemical mechanisms and specific or-
ganic molecules. These organic molecules are released
sequentially at defined times to the growth media playing
an important role in the control of the polymorphic phase,
size, morphology and orientation of individual crystals. In
this way, organisms are able to exert a superior control
over mineralization processes [14]. Avian eggshell forma-
tion is interesting as it is a relatively simple form of
biomineralization. Eggshell microstructure is the result of
some degree of control exerted by the organic matrix
components affecting the mineralogy, size and morphology
of individual growing crystals [1,2,8] and of a competitive
process during growth of adjacent crystals resulting in a
columnar microstructure with a preferential crystallo-
graphic orientation [15]. These characteristics are very well
defined and constant within a given avian species indicating
the existence of a high degree of control over the eggshell
formation.

The purification experiments reveal the great complexity
of the eggshell organic matrix, with numerous proteins
present in eggshell extract. Some of them have also been
identified in the uterine fluid and may have been trapped
along the different stages of the process of shell calcifica-
tion. They represent a broad range of putative functions
which are currently explored either by analogy with the
role of these proteins in other organs, or by direct test in
vitro, i.e. analysing their effects on CaCOj; precipitation.

Fractions affect precipitation at different levels:

(i) All fractions select calcite among three possible
anhydrous polymorphs, e.g., calcite, aragonite or vaterite.
This result shows that soluble organic components
participate in the selection of the eggshell mineral phase.
Similar specificity over polymorphic selection has been
observed by other authors using soluble organic macro-
molecules extracted from mollusc shells [16]. They have
proved in vitro that these components can specifically select
the same polymorphic phase of calcium carbonate as that
of shell layer from which they were extracted, i.e.,
aragonitic or calcitic. Levi et al. [17] showed that
macromolecules that promoted calcite nucleation are
strongly polyanionic and more strongly acidic than
aragonite inducing ones. Acidic proteins could act as
chelating agents reducing the available calcium concentra-
tion in solution and the effective supersaturation. A
reduced degree of supersaturation will favour the pre-
cipitation of the most stable polymorph, which is calcite
[18,19]. Other mechanism for polymorph selection is the
inhibition of the nucleation by selective adsorption of
macromolecules on the nascent nuclei of a stable poly-
morph thus allowing the growth of the metastable one.
Because of the presence of soluble polyanionic acidic
macromolecules in the eggshell extracts, the first mechan-
ism is probably the one acting during the selection of the
polymorph calcite.

(i) All fractions modified in a different manner the
morphology of the precipitated calcite crystals. The change
in the growth morphology is obviously produced by the
presence of one or a group of soluble macromolecules with
a certain three-dimensional conformation. These macro-
molecules have a high number of -COO~ and ~NHj3
groups on their surfaces, and depending on their isoelectric
points and the pH of the experiment, they have a certain
net positive, negative or zero surface charge. Alteration in
the growth morphology by eggshell organic macromole-
cules with respect to the equilibrium morphology, the
cleavage rhombohedra, seems to be the result of a change
of the growth mechanism depending on the fraction used.
This change is influenced by the specificity of the
protein—surface interaction during the precipitation pro-
cess. In the absence of macromolecules (control experi-
ment) and at the low supersaturation at which the
experiments are made, the parabolic mechanism acts
during the formation of rhombohedral calcite. In the
presence of fraction /& a preferential adsorption of
macromolecules to specific crystal faces, which become
expressed as a consequence of the decrease in their growth
rate, is the mechanism responsible for the change in growth
morphology. In this case crystals expressed new and well
defined crystallographic faces {100} and {110}, in spite of
being twinned crystals. Fractions g and n, however,
produce spheruliths with terraced microstructure com-
posed by macrosteps. Our hypothesis is that 2D-nucleation
mediated growth could be the most likely mechanism
acting during the formation of these spheruliths, and
ovotransferrin, which is found in both fractions, may be
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the specific macromolecule interacting with the solid phase.
Further experiments of CaCO; precipitation in the
presence of ovotransferrin will be necessary to check this
hypothesis. This growth mechanism has been also reported
in experiments of CaCO; precipitation in the presence of
increased amounts of aerosol OT [20]. In the above cases
specific protein—surface interactions seem to govern the
precipitation process.

In the presence of fractions r, ¢/, ¢/, i and k' a strong and
non-specific protein—surface interaction most probably
governs the process, which results in the precipitation of
globular agglomerates composed of spherical or columnar
primary nanocrystals. Such a strong non-specific interac-
tion probably takes place after the nucleation event, once
the supercritical nucleus reaches nanometric sizes, at the
zone of highest supersaturation in the drops. The big
globular agglomerates are thus the result of an aggrega-
tion—agglomeration—growth mechanism [21]. The texture
of the agglomerates obtained in the presence of fraction ¢/,
composed of oriented columnar nanocrystals, is influenced
by ovocleidin-116, the only macromolecule composing this
fraction (Fig. 3F). Also fraction k’, a complex fraction
containing ovocleidin-116, produces the formation of
agglomerates with microtexture similar to those found in
the presence of fraction ¢'.

(iii) Some fractions exhibit a strong inhibitory effect on
nucleation, suppressing the precipitation of CaCO; almost
completely, while others do not produce any notable effect.
Some organic macromolecules present in the fractions can
affect CaCOj; nucleation because they can act as strong
chelating agents, reducing the available calcium concentra-
tion in solution and the effective bulk supersaturation to
values at which the nucleation is greatly reduced. The effect
is manifested at very low concentrations (i.e. 50 ug/ml).
This behaviour is characteristic of potent crystallization
inhibitors that have a strong affinity for target crystal
surfaces [22].

In conclusion, the effects of purified fractions of the
eggshell organic matrix on CaCOj precipitation have been
tested. We found that macromolecules of these fractions
are active in selecting calcite as the precipitating solid phase
and changing the growth mechanisms. This change results
in peculiar morphologies which in some cases resemble
those found in eggshell. In some cases we have identified
putative macromolecules responsible for these effects,
although further experiments must be carried out to
confirm this. Finally, some of the fractions with different
macromolecular composition exhibited a similar strong
inhibitory effect on nucleation. This finding indicates that
there is more than one specific macromolecule acting as a
strong Ca-chelating agent.
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Manuscrito 4. Identification of some active proteins on the

process of hen eggshell formation.

Identificacion de algunas proteinas activas en el proceso de formacién

de la cascara de huevo.

La céscara de huevo de gallina es una estructura biocerdmica porosa con un
alto grado de organizacion, compuesta en aproximadamente el 95% de su peso por
CaCOj3 en el polimorfo mas estable (calcita) y en 1-3.5% en peso de una matriz
organica, lo cual le convierte en un material con excelentes propiedades mecanicas.

Los cristales de carbonato célcico (en forma de calcita) que forman la cascara
de huevo precipitan en el fluido uterino el cual contiene los precursores organicos e
iones Ca®* y HCOs- en exceso respecto al producto de solubilidad de la calcita.

El papel principal de la cascara de huevo es la de resguardar al embrién de las
agresiones externas del ambiente, al mismo tiempo que permite el intercambio de
agua y gases entre el embrion y el ambiente exterior durante su desarrollo fuera del
utero, ademas es una fuente de calcio una vez agotadas las reservas de este ion en la
yema.

La cascara de huevo muestra una textura en gradiente, formada mediante un
proceso en tres etapas: a) etapa inicial, mediante una nucleacion heterogénea de
agregados esferuliticos de calcita, formando espacios entre ellos, lo cual facilita al
pollito fracturar el cascaron desde su parte interior y facilitar su salida, b) etapa de
crecimiento activa, que consiste en una deposicion lineal, dando lugar a una
estructura mas compacta (de dentro hacia fuera) lo que refuerza la pared del cascaron
y alternada por unos poros; finalmente c) etapa terminal, que corresponde al cese del
crecimiento de los cristales, la cual culmina con una capa delgada de cristales
perpendiculares a la superficie del cascaron, y finalmente recubriendo al cascaron es

depositada una capa rica en material organico conocido como cuticula, en cuya parte
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mas interna se deposita una fina capa de cristales de hidroxiapatito, ademas de
contener los pigmentos del cascaron (Nys, Y.et al., 1999 y 2004)

Desde hace casi 20 afos se ha venido haciendo un gran esfuerzo para aislar,
purificar e identificar las diferentes proteinas y macromoléculas organicas presentes
en el fluido uterino (que contiene los precursores de la cascara) y de la matriz
organica de la cascara del huevo. Todos estos estudios han permitido agrupar a las
proteinas de la matriz en tres grupos: a) proteinas de la clara de huevo como la
lisozima, ovalbdmina y ovotransferrina, b) proteinas ubicuas tales como la
osteopontina y clusterina, y c) proteinas especificas de la cascara tales como
ovocleidina-17, ovocalixina-32, ovocalixina-36 y ovocleidina-116 (Gautron et al.,
2001).

Es bien conocido que algunas de estas proteinas regulan la mineralizacion de
la céscara y en particular el crecimiento de la calcita. Para identificar algunas estas
proteinas activas en el proceso de formacion de la cascara de huevo, hemos usado la
estrategia de comparar los efectos en la precipitacion del CaCOs; in vitro de tres
proteinas comerciales extraidas de la clara del huevo, que se encuentran presentes en
la matriz orgénica de la céscara, con el efecto de los fluidos uterinos recolectados en
las tres principales etapas de formacion de la cascara del huevo y con el efecto de
fracciones de proteinas extraidas y purificadas de la cascara (Hernandez-Hernandez,
2008a).

Los estudios de precipitacion de CaCOs en presencia de estas proteinas de la
cascara, se llevaron a cabo usando una técnica de difusion de vapor desarrollada en
nuestro laboratorio conocida como “la seta” de cristalizacion. Siguiendo el
protocolo reportado en otro trabajo (Hernandez-Hernandez, 2008b) al mismo tiempo
que fue registrada la evolucion del pH durante el proceso de precipitacion de CaCO3
en presencia de los fluidos uterinos. Los parametros estudiados fueron: el tiempo de
induccion de la nucleacion, el namero de cristales y la identificacion de los diferentes
polimorfos (calcita, aragonito y vaterita) mediante microscopia optica, en base a su
morfologia y mediante estudios de difraccion de rayos-X de polvos y por otro lado la

afinidad de estas proteinas por las superficie de los cristales de CaCOs.
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Los resultados obtenidos revelan por un lado que los fluidos uterinos
incrementaron en gran medida la densidad de nucleacién de los cristales de CaCO3z en
comparacion con las fracciones purificadas y las proteinas comerciales. Por otro lado,
tanto las fracciones purificadas como los fluidos uterinos favorecen la formacion de
la fase calcita frente a los otros polimorfos de CaCOs; mas comunes (vaterita y
aragonito) y por ultimo que algunas proteinas presentes en el fluido uterino y en los
extractos purificados de la cascara de huevo presentan una fuerte afinidad por la
superficie de los cristales de CaCOj3. Estudios de electroforesis (SDS-PAGE) de estas
muestras, antes y después de la precipitacion con CaCOj3 revelaron que algunas de
estas proteinas desaparecen de la disolucion. Entre las proteinas con alta afinidad al
CaCO;3; se encuentran: la ovocleidina-17, ovocalixina-32, osteopontina y la
ovocleidina-116. Estas proteinas deben tener un papel activo en el crecimiento,
agregacion e inhibicion del CaCOs. Mientras que las proteinas que no desaparecen de
la disolucion organica tras la precipitacion del CaCOj3 sugieren que pueden actuar
regulando el escenario quimico en el cual tiene lugar la mineralizacion del cascaron
ya sea aumentando la sobresaturacion y por tanto favoreciendo la nucleacion como es
el caso de la ovalbumina, ovotransferrina y en menor medida de la lisozima o
tamponando el pH y por tanto favoreciendo el crecimiento cristalino como es el caso
de la ovocleidina-17 y ovocalixina-36, componentes minoritarios pero con muy
diferentes puntos isoeléctricos. Por otro lado, es bien sabida la actividad biologica
antimicrobiana de algunas proteinas, como de la lisozima, ovotransferrina, 0 como se

sospecha de la ovocalixina-36.
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ABSTRACT: The hen eggshell is formed in a three-stage sequential process, namely, the initial stage (nucleation of calcite crystals),
the active growth phase (linear deposition), and the terminal stage (inhibition of crystal formation). During these phases, different
proteins are sequentially expressed in the uterine fluid. Some of them are thought to regulate the shell mineralization and particularly
crystal growth. To identify proteins that are actively involved in this process, we have analyzed and compared the effects on CaCOs
precipitation in vitro of some commercial egg white proteins, some noncommercial purified fractions of the eggshell organic matrix
and, also of uterine fluids extracted from the hen uterus during each one of the stages of calcification. Uterine fluids strongly increased
the nucleation density with respect to commercial proteins and purified fractions of the shell. A few identified acidic proteins
(ovocleidin-17, ovocalyxin-32, osteopontin and ovocleidin-116) showed a strong affinity for the CaCOj3 surfaces and were selectively
removed from the solution during its precipitation. These proteins may have an active role on CaCOs3 growth, aggregation, and
inhibition. Other proteins, with very different isoelectric points, seem to regulate the chemical environment in which the precipitation
takes place, that is, by buffering the pH favoring crystal growth as the couple ovocleidin-17 and ovocalyxin-21.

Introduction

The hen eggshell is a calcified structure which functions as
a protective barrier for the egg content and allows the extrau-
terine development of the chick embryo.'? It consists mainly
of a mineral part (>95%) made of calcite crystals and a
pervading organic matrix (1—3.5%), making a composite
material with excellent mechanical properties.> * It is deposited
in a very short time (less than 20 h), while the egg passes
through the hen’s uterus (shell gland). The eggshell formation
is a very well regulated spatio-temporal process, resulting in a
material with very well defined compositional and ultrastruc-
tural/microstructural characteristics which are common to all
avian species. It is also a useful model to understand biomin-
eralization processes in other biological systems. Three different
stages during eggshell formation can be differentiated: (a) initial,
(b) active-fast growth, and (c) terminal.

It is normally assumed, based on morphological features, that
the avian eggshell is composed of six layers. However, only
the two innermost non-calcified layers (the inner and outer shell
membranes made of a network of organic fibers) are well
differentiated. In the calcified part, there is continuity across
its thickness as a result of the continuous mode of eggshell
deposition. The inner zone of the calcified shell is made of
irregular cones (mammillary knob layer), the tips of which are
penetrated by the outer membranes fibers. During the initial
stage of eggshell formation (stage I) the deposition of the
mammillary knobs on the outer shell membrane and the sub-
sequent nucleation of calcite spheruliths take place. The growth
continues until adjacent spheruliths fuse together and from there
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columnar calcite units arise as the lateral growth of crystals is
constrained. This type of process in a restricted space is
denominated competitive crystal growth as crystals compete for
the limited available space.’ Columnar calcite crystals extend
beyond the bases of the cones during the fast growth stage (stage
II) forming the palisade layer. Columnar crystal growth proceeds
until the arrest of calcification, which is characterized by the
deposition of a thin vertical crystals layer and the cuticle (stage
III). The vertical crystal layer is composed of small crystallites
aligned in a perpendicular form to the shell surface. The cuticle
is a rich organic coating containing hydroxyapatite in its inner
zone® and pigments.>’

The mineral part of the shell is made of calcite crystals
precipitating from the uterine fluid, which is an acellular milieu
secreted by the distal part of the oviduct. This fluid contains
calcium and bicarbonate ions greatly in excess of the solubility
product of calcite, as well as other ionic species such as
magnesium and phosphate and the organic precursor components
of the eggshell organic matrix.® Organic components comprise
proteins, glycoproteins, and proteoglycans. Among the numerous
components identified are egg white proteins as ovalbumin,
lysozyme and ovotransferrin, ubiquitous components such as
osteopontin and clusterin®~'? and organic constituents unique
to the process of shell calcification. This last group comprises
dermatan and keratan proteoglycans,'® ovocleidins and
ovocalyxins.”'*!> A recent proteomic survey of the acid-soluble
organic matrix of the calcified chicken eggshell layer has
allowed the identification of several hundred proteins in the
shell.'® The number of these organic components and their
concentration change in the uterine fluid along the different
stages of eggshell deposition in a well defined way.'” In each
stage specific organic components are expressed at a given
concentration. Also, these organic components are secreted at
specific times and locations in the oviduct and incorporated at
specific substructural regions of the eggshell. For instance, type
X collagen is mostly found at the eggshell membranes, keratan

[0 2008 American Chemical Society
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sulfate proteoglycans are the main components of the mam-
millary knobs,'®'? and osteopontin has been found in eggshell
associated with particular crystallographic faces of calcite in
the palisade region.”® On the other hand, in vitro precipitation
tests show that some of these components influence calcium
carbonate precipitation. In particular, they affect the nucleation
flux, the polymorph selection, the crystal size and the morphol-
ogy. For instance, eggshell membrane collagen and osteopontin
are known to inhibit calcite crystal growth, whereas mammillary
keratan sulfate proteoglycan is involved in calcite nucleation.

It is becoming commonly accepted that macromolecules
contribute to the regulation of the eggshell mineralization
process. However, the mechanisms involved in the interaction
of the organic macromolecules with the inorganic phase have
not yet been fully elucidated. It is not only the action of one
macromolecule in a given condition that must be established,
but also the spatio-temporal interactions of a big array of
macromolecules.?’ These biological macromolecules differ in
molecular weight, isoelectric point (pI), and concentration. It
has been demonstrated by in vitro experiments that model
globular proteins with different pl and varying concentrations
influence CaCOj3 precipitation at different levels, that is, during
nucleation, polymorph selection, crystal growth, and crystal
morphology.?

In order to find evidence of the implication of macromolecules
in eggshell formation and to identify some of the macromol-
ecules actively involved in the process, we decided to analyze
and compare the effects on calcium carbonate precipitation of
macromolecular solutions with different levels of complexity,
that is, (1) egg white proteins which are commercially available,
(2) purified eggshell matrix extracts (results previously pub-
lished),? and (3) uterine fluids collected at the three main stages
of eggshell formation. In particular, we have analyzed the effects
on the nucleation, crystal growth, polymorphism and morphol-
ogy of the precipitated crystals, and then, we have compared
the morphology of synthetic crystals obtained in vitro with those
present in vivo in various eggshell regions.

Materials and Methods

Organic Macromolecular Solutions. In a first stage, we have used
three pure commercial egg white proteins, that is, hen egg white
lysozyme (Seikagaku Lot E98301, pI 11.35, MW 14313 Da), hen egg
white ovalbumin (Sigma, lot 93H7105, pl 4.5—4.6, MW 45000 Da)
and ovotransferrin (type I chicken egg white Lot 107F8020, pI 6.1,
MW 77000 Da). Stock solutions of the three proteins were prepared
and their concentrations were measured by the Layne method,** using
a Varian Cary UV —vis spectrometer at a wavelength of 280 nm. These
stock solutions were used to prepare protein bearing experiments. The
concentration of CaCl, solution was kept constant at 20 mM, meanwhile
the concentration of each one of the three proteins varied (16, 128,
512, 2000, and 5000 ug/mL). In a second stage we have analyzed
previous results of the influence on CaCOj precipitation of some purified
fractions of the eggshell organic matrix** and used these results for
their comparison with those of this work. All the purified fractions
were an array of proteins and other macromolecular components except
one of them which was composed mainly of ovocleidin-116 (OC-116).
In a third stage we have used as protein bearing solutions uterine fluids
extracted at the three main stages of the eggshell formation. Uterine
fluids were extracted as already described.!” Laying hens (ISA
BROWN) were housed individually in cages located in a windowless,
air conditioned poultry house. They were subjected to a cycle of 14 h
of light: 10 h of darkness and were fed ad libitum on a layers diet.
Cages were equipped with a computerized system to record the precise
time of daily egg laying (oviposition). Ovulation was considered to
occur 0.5 h after oviposition. Eggs were expelled with an intravenous
injection of 50 ug/hen of prostaglandin (prostaglandin F2a) at 6—9 h
(initial stage, 1), 14—18 h (active growth calcification phase, II) and
22—23 h (terminal phase of shell calcification, III) after the preceding
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oviposition. Uterine fluid was collected immediately after the egg
expulsion by gravimetry into a plastic test tube placed at the entrance
of the everted vagina. An aliquot of these three fluids was used to
analyze the total calcium concentration by atomic absorption spectros-
copy and the total protein content by the Bradford method* using
ovalbumin as standard. Uterine fluid proteins were electrophoretically
separated using the sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel elec-
trophoresis (SDS—PAGE) method. Gels were loaded with 40 and 20
uL of each uterine fluid, before and after CaCOj precipitation. Proteins
were stained with Sypro Ruby Protein Gel Stain. The identification of
stained bands displayed in the electrophoretic profile was carried out
by comparing them to previously published electrophoretic profiles.>!”
Gels were scanned using an infrared imaging system (Odyssey, Licor)
and relative protein quantification was performed as already described.?®

Precipitation Experiments. Precipitation experiments were carried
out by CO, vapor diffusion using the sitting drop crystallization method
on a “crystallization mushroom” at 20 °C and 1 atm total pressure.
Calcium carbonate precipitated in aqueous drops of 40 uL containing
the corresponding protein bearing solution and 20 mM CaCl,, (800 ug/
mL Ca), except in the case of the uterine fluids of stages I, II, and III
whose Ca concentration were higher. In addition to the added Ca (800
ug/mL) these fluids contain also natural Ca (170 ug/mL in fluid I, 370
ug/mL in fluid II and 480 ug/mL in fluid III). The pH of the drops was
raised by the diffusion of NH; gas released by the underlying NH,HCO5
solution (10 mM) contained in the bottom part of the mushroom. The
reagent concentrations of the control experiment (20 mM CaCl, and
10 mM NH4HCOs) were the same as those reported in previous
works.?>?* Experiments were finished at 48 h, the mushrooms were
opened and both solutions and solids were withdrawn from the
microbridges for subsequent analysis.

Analysis. The evolution of the pH along the experiments, the
induction times for nucleation (#), the crystalline phase and crystalline
habit of the precipitated particles have been analyzed following the
procedures described in previous papers.’>*> The total number of
crystals (TNC) in each drop has been determined by counting the
crystals with the use of an optical microscope. For this purpose the
drops are divided in four quadrants in top view, and the cross-section
is divided into three regions: surface of the drops, wall and bottom of
the microbridges where drops are deposited.

In some cases, prior to FESEM observations, the crystals were treated
with proteinase K buffer (PKb) to highlight the inorganic material
removing all the proteins, according to the protocol described by Shiao
et al.”” When using the uterine fluids as protein bearing solutions the
remaining solutions after the experiments of CaCOs precipitation were
also analyzed by the SDS—PAGE method. The residual calcium
concentration of these fluids was analyzed by atomic absorption
spectroscopy.

Results

Compared Precipitation of CaCO3 in Macromolecules
Bearing Solutions. In Table 1 are summarized the main results
of the precipitation experiments using commercial egg white
proteins and uterine fluids collected at the stages I, II, and III.
The results of the control experiment are also included. Figure
2 shows a general view of the drops containing CaCOj3
precipitates when using the uterine fluids and the control sample.

In lysozyme, ovalbumin and ovotransferrin bearing experi-
ments, #; were typically around 1000 min, while TNC ranged
from 50 to 130. There was always a mixture of the three main
CaCOs; polymorphs (calcite, aragonite and vaterite), though with
increasing protein concentration, the percentage of calcite tends
to increase. In contrast, in the uterine fluid bearing experiments,
t; was extremely short (a few seconds), the TNC was at least 2
orders of magnitude higher than in the other protein bearing
experiments using commercial proteins or purified eggshell
fractions (over 10 000 crystals per drop) and the crystalline phase
was always calcite.

pH Evolution in the Control and Uterine Fluid Bearing
Experiments. Figure 3 shows the pH profiles of uterine fluids
bearing experiments. It can be observed that the pH evolution
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Table 1. Precipitation of CaCO3 in Macromolecule Bearing Solutions®

macromolecular Ca, + Cay protein TNC and crystal
solution (ug/mL) (ug/mL) t; (min) polymorphs (%) size L (um) pHi pHr

control 800 0 ~900 40 (55% C 22% V 23% A) 100—200 5.3 7.3

lysozyme 800 128 52 (84% C 5% V 11% A) 65, 113 5.8 7.2
512 ~700 60 (84% C 6%V 10% A) 68, 113

ovalbumin 800 128 ~900 56 (58% C 26% V 16% A) 120, 180 5.0 7.0
512 1080 133 (61% C 38%V 1% A) 51, 83 5.2 7.1

ovotransferrin 800 128 1000 57 (77% C 21% V 2% A) 90, 110 5.0 7.2
512 1080 98 (88% C 12%V 0% A) 52—74, 134° 49 7.2

Uterine fluid I 970 92 <0.2 >10.000 (100% C) ~6—20 7.6 9.03

Uterine fluid IT 1170 455 <0.2 >>10.000 (100% C) 5, 10, 24, 52 7.43 8.25

Uterine fluid IIT 1280 163 <0.2 >>10.000 (100% C) ~5-22 6.5 8.44

“TNC, t, C, A, and V stands for total number of precipitated crystals per drop, induction time, calcite, aragonite, and vaterite, respectively. pH;

(initial pH); pHs (final pH). ” Refers to aggregates of crystals.

30 um

Vertical crystal layer

Palisade layer

Mammillary layer

Figure 1. FESEM images of the cross-section of a hen eggshell (A) and details of the different structural parts formed during the three consecutive
stages of eggshell formation: (B) mammillary knobs formed at the initial stage or stage I, (C) palisade layer formed at the fast growth stage or stage
II and (D) thin vertical crystal layer covered by the cuticle at the termination stage or stage III.

in experiments using the uterine fluids of stages I and III
displayed a profile similar to that of the control experiment. In
these experiments the pH increased sharply until reaching the
plateau. However, the pH profile recorded during the experiment
in which we used fluid of the stage II was notably different
during the first 30 min, thus indicating a peculiar behavior of
fluid 1T during precipitation (Figure 3b). This different behavior
consisted of an initial decrease in the pH and then a slow
increase. Later, the pH increases sharply until reaching the
plateau. The different behavior of uterine fluid II was also
manifested when adding 2 uL. of 400 mM CacCl, to 38 uL. of
fluid II during the preparation of the uterine fluid bearing
samples. This addition did not affect significantly the initial pH
of the fluid. However, the addition of the same calcium
concentration to uterine fluids I and III induced a pH decrease
of 0.38 and 1.15 units, respectively. Therefore, we suspect that
fluid II acted as a strong buffer. The buffering capacity of the
uterine fluid of stage II was also shown when using uterine fluids
of the same stage but extracted on two different days (Figure
3b’). The protein concentrations (97 and 479 ug/mL) were very
different on both days, but in both experiments the pH oscillated
to compensate the strong pH increase that the diffusion of NH3
would produce. From a chemical engineering point of view,

the uterine fluid IT acted as a pH-stat system favoring the growth
of calcite at this stage.

Electrophoretic Profile (SDS—PAGE) of the Uterine
Fluids. Figure 4 shows the electrophoretic profile of uterine
fluids, before and after CaCOj; precipitation. In Figure 4a (uterine
fluid 1) the more intense stained bands (higher concentration)
correspond to egg white proteins such as ovalbumin (45 kDa)
and ovotransferrin (80 kDa). Additionally, a nonassigned band
at around 240 kDa was observed in one of the samples. At a
much reduced staining intensity, we observed a band at 15 kDa
(assigned to lysozyme). Eggshell matrix proteins specific to the
uterine tissue, such as ovocleidin-17 (OC-17), ovocalyxin-32
(OCX-32), and ovocalyxin-21 (OCX-21), were also observed.
At around 50 kDa, there is a smear of bands that could
correspond to osteopontin. After CaCOj5 precipitation the bands
below 45 kDa completely disappeared, with the exception of
the lysozyme band. In contrast, the bands over 45 kDa associated
to ovalbumin, ovotransferrin and the 240 kDa bands remained
with the same staining intensity.

In the electrophoretic profile of fluid II (Figure 4b, left-hand
side) the following bands from top to bottom are observed: a
nonassigned band at 240 kDa, three closely spaced bands
corresponding to ovocleidin-116 (OC-116), ovotransferrin (weakly
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Figure 2. Optical microscopy views of drops containing CaCOs crystals precipitated in the control experiment (a) and in uterine fluids bearing
experiments of either stage I (b: surface of the drop, b': bottom part of the drop), stage II (c: surface of the drop, c¢': bottom part of the drop) and
stage III (d: surface of the drop, d': bottom part of the drop). The diameter of drop is 6.0 mm. Panels b—d' correspond to a quadrant of the drop.

stained) and an intensely stained band at around 70 kDa. Below
this band, a smear of bands at around 50 kDa appear that
possibly correspond to osteopontin. Three bands can also be
observed that have been assigned to ovocalyxin-36 (OCX-36),
ovocalyxin-32 (OCX-32), and ovocleidin-17 (OC-17). Below
these bands we found that of lysozyme (weakly stained) and
another band at 13 kDa. After CaCOs precipitation, the intensely
stained bands of OC-116, the nonassigned band at 240 kDa,
that assigned to osteopontin and the less intense band of OCX-
32 disappeared, thus indicating that these proteins were com-
pletely removed from the fluid during the precipitation process.
The electrophoretic profile of fluid III (Figure 4b, right-hand
side) displays all the bands observed in the previous fluid
samples except those corresponding to OC-116 and lysozyme.
The most intensely stained bands are the following four: two
of them within the interval from 160 to 240 kDa, one at around
70 kDa and another situated around 30 kDa, which seems to
correspond to OCX-32. An additional band was also observed
at very low molecular weight (around 10 kDa). After CaCOs3
precipitation most of the bands below 66 kDa including OCX-
32 together with those placed at the top of electrophoretic profile
disappeared.

Effect on Calcite Morphology of Macromolecule Bear-
ing Solutions. Figure 5 compares the morphology of the calcite
crystals found at structurally different eggshell regions, that is,
the mammillary knobs, palisade and vertical crystal layer (Figure
Sa—c) with the morphology of calcite crystals obtained from

uterine fluid bearing precipitation experiments. Most representa-
tive morphologies of calcite crystals precipitating in uterine
fluids I, IT and III bearing solutions are displayed in Figure 5d—f.
FESEM observation of crystals grown in vitro in the uterine
fluid bearing experiments (Figure 5) shows the presence of
globular agglomerates and modified rhombohedral crystals
(Fluid I) which are similar to those crystals collected from the
mammillary knob at the initial stage of the eggshell formation
(Figure 5d). Aggregates of calcite obtained when using uterine
fluid of the stage II are quasi-spherical or rods made of
microcrystals elongated along the c-axis (Figure 5e). Those
crystals obtained with Fluid III are elongated along the c-axis,
compact (they do not show any holes) and are similar to crystals
observed at the final stage of eggshell formation which are also
elongated (Figure 5f). Some of them revealed peanut-like
morphology.

The treatment of crystals and eggshell samples with proteinase
K buffer (PKb, a nonspecific protease), allowed us to observe
the presence of 300—450 nm diameter holes on these crystals.
This finding indicates that most probably the holes contained
aggregates of proteins occluded during eggshell formation or
during the growth of crystals on in vitro experiments. The
occurrence of these holes is very common in crystals obtained
from uterine fluids collected at stage I and II which is also in
agreement with a high frequency of holes found in the
mammillary and palisade layer. In contrast, the holes are neither
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Figure 3. pH profiles of (a) uterine fluid bearing experiments of the three main stages of the eggshell formation and of the control experiment. (b)
pH-profile recorded when using the uterine fluid of the stage II and (b") pH-profile recorded in the experiment using an uterine fluid of the stage
II collected in a different day. Insets in both figures correspond to the pH evolution during the first 30 min.

o s g
kDa
50— L o =250
150 — e - | A
l?;—a—-r < - | 100
—-\~ _~i'_‘ . g 75
50—-5‘ : == B i
{ - e 8. - 0
37— '-5-... s g bk 3 S
e -3 g 1 - 37
—" 4 ——20
- s
10—»&\_ 4. o
I3 32 gﬁ 2 3 3z 3 3a si.g
5
A3 - - - L - - L -0
Uerine fhuid initialphase

a)

R T na——  KDa
250 — F - ,«—250
10—aes B - E ﬁ e—150
100—»... 100
fame I -3 © —
S0—> - -S5O
37— - B g 37
L ——— - - :
25— Ng V- -.u g - 25
20 — NG i = 20
15— oy e — s
o e = m—10)
10 _,\'-“ a—— ’
e - o - - a s
2T 2z 3E 23z 22 E3 ;% a3 E 2%
% &8 2 E= a3 %8 £3 L2 iZ 3E
RS A - - -
SR 23 S = =& 2 A
Growth phase Terminal phase

b)

Figure 4. SDS—PAGE profiles of uterine fluids before and after CaCOs precipitation. (a) Uterine fluids of stage I and (b) uterine fluids of stages
II and III. In the uterine fluid of the stage I, the stained bands corresponding to OC-17, OCX-21, OCX-25, OCX-32, and OCX-36 disappeared,
meanwhile those of lysozyme, ovalbumin, and ovotransferrin remain after CaCO3 precipitation. In the uterine fluid of the stage II the stained bands
of OC-116, 240 kDa, OCX-25, OCX-32 and OCX-36 disappeared while those of lysozyme, ovotransferrin, OC-17 and OC-21 remained after
CaCOs precipitation. Finally, in the uterine fluid of the stage III the bands of OC-116, 207 kDa and OCX-32 disappeared, meanwhile those of
ovotransferrin, 10 and 66 kDa remained. There is a smear of bands around 50 kDa that could correspond to osteopontin.

found at the upper part of the eggshell in the vertical layer nor
in the crystals obtained from the uterine fluid at stage III, which

produced compact aggregates of crystals.
The calcite morphologies obtained when using the com-
mercial egg white proteins lysozyme, ovalbumin and ovotrans-

ferrin at two different concentrations, 128 and 512 ug/mL, are
displayed in Figure 6a—c and Figure 6d—f, respectively. Figure
6g shows the morphologies of calcite crystals precipitated in
the presence of a purified fraction of the eggshell organic matrix
which contain mainly OC-116.
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Figure 5. FESEM images of (a) crystals of the mammillary layer of the eggshell deposited at the initial stage; (b) eggshell of the palisade layer
deposited during the fast growth phase; (c) eggshell of the terminal phase; (d) crystals grown in the presence of the uterine fluid of the stage I; (e)
crystals grown in the presence of the uterine fluid of the stage II; (f) crystals grown in the presence of the uterine fluid of the stage III.

When using lysozyme and ovalbumin at low protein con-
centration (128 ug/mL), calcite crystals displayed rhombohedral
habits bounded by the {104} face (Figure 6a,b). These crystals
are similar to those found in the control experiment. In contrast,
the use of ovotransferrin at 128 yg/mL modified the rhombo-
hedral habit of calcite by expressing new though not very well
defined faces (Figure 6c,f). The symmetry of the newly
expressed faces in the case of ovotransferrin corresponds to that
of the {110} first-order prismatic form of calcite and to those
of second-order prismatic faces {100} as deducted by compari-
son with calcite crystal model built using SHAPE V 7.1 (Shape
Software). Those new faces were not flat and showed a terraced
morphology with well-defined microsteps advancing parallel to
{104} rhombohedral crystal faces. At higher concentration of
ovotransferrin (512 ug/mL), the edge between rhombohedral
faces were inhibited and new faces with the symmetry of {108}
rhombohedral faces were expressed. The expression of these
new faces reduced the size of the rhombohedral {104} faces of
calcite crystals. In the experiments using lysozyme and oval-
bumin a morphological effect could only be observed in the
case of ovalbumin when its concentration increased to 512 ug/
mL (Figure 6d,e). However, in the later cases the identification
of the specific crystallographic faces could not be possible
because of the large modification of the calcite morphologies.
In Figure 6e, the calcite crystal morphology is almost spherical
and only the remnant of {104} faces are shown. Finally, the
most marked effect on crystal morphology was found when
using a purified fraction of the eggshell organic matrix contain-

ing OC-116, which yielded calcite crystals as agglomerates of
nanocrystals (Figure 6g).

Discussion

To understand the role of organic components during eggshell
formation, we have used macromolecule bearing solutions with
different levels of complexity, from the simplest containing only
one type of macromolecular species to the most complex that
could simulate the natural process. In particular, we have
analyzed the effects on in vitro calcium carbonate precipitation
of (1) commercial egg white proteins also present in eggshell
matrix, and (2) uterine hen fluids extracted at the three main
stages of eggshell formation. In the first group we used three
commercially available proteins which are lysozyme, ovalbumin
and ovotransferrin. Also, we have compared our results with
previous results obtained in our laboratory about the influence
on CaCOs precipitation of purified extracts of the eggshell
organic matrix.>> This strategy and the resulting information
give us insights into the role and effects of individual organic
components as well as their combined effects and mutual
interactions during the process of eggshell formation.

Our results reveal that individual commercial eggwhite
proteins (lysozyme, ovalbumin, ovotransferrin) at concentrations
comparable to those found in the uterine fluid have a relatively
weak effect on calcite selection, nucleation and growth. In
contrast, the purified eggshell organic matrix fractions and the
uterine fluid bearing solutions were very effective and, for
instance, selected exclusively calcite as precipitating polymorph.
Additionally, some purified fractions of the eggshell organic
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Figure 6. FESEM images of (a) calcite grown in the presence of 128 ug/mL lysozyme; (b) calcite grown using 128 ug/mL ovalbumin, (c) calcite
grown using 128 ug/mL ovotranferrin; (d) calcite grown using 512 ug/mL lysozyme; (e) calcite grown using 512 ug/mL ovalbumin; (f) calcite
grown in the presence of 512 ug/mL ovotranferrin; (g) calcite crystals grown in the presence of a purified fraction of the eggshell containing mainly

ovocleidin-116. Most representative calcite faces are indexed.
matrix studied by Hernandez-Hernandez et al.? (i.e., fractions
g composed of ovotransferrin, ovomucoid, quiescence-specific
protein and ovocleidin-116, and the fraction r composed of
quiescence-specific protein, ovocleidin-17, chain A, and some
nonidentified sequences) showed a remarkable ability to inhibit
the nucleation. The fraction g', which was composed mainly of
OC-116, was very active in modifying the growth mechanism
from a spiral mechanism to an aggregation—agglomeration
growth mechanism. However, uterine fluids with highly complex
organic and inorganic composition (those from which calcite
crystals forming the eggshell precipitate in vivo)*'® have a much
stronger effect in each one of the precipitation stages (i.e.,
nucleation, crystal growth and morphology modification). The
stronger effect of uterine fluids compared to egg white proteins
or eggshell extracts could be due to the following reasons: (1)
there is not a significative alteration of the natural state of the
original components, (2) the possible cooperative or even
synergistic interactions between the wide array of organic
components present in these fluids, and (3) the specific chemical
and environmental scenario, namely, pH, partial pressure of CO,
and biologically available calcium that only exist in this latter
system.*?

It is important to understand the evolution of the chemical
environment (i.e., uterine fluid) in which eggshell forms. During
the different stages, the composition of the uterine fluid changed
in the number and concentration of the diverse organic
components.”'*!73! At the same time the concentration of

calcium and the partial pressure of CO, supplied throughout
the uterus varied in a regulated manner to produce the
mineralization of the shell in a very short time (around 20 h).

There is very limited information regarding the specific role
of the individual organic components involved in eggshell
mineralization.”>? In this respect, comparison of electrophoretic
profiles SDS—PAGE of the uterine fluids before and after
CaCOs precipitation (Figures 4a,b) with their respective pH
profiles when the uterine fluids were used as protein bearing
solutions in CaCOsj precipitation experiments is specially
relevant in order to shed light to determine which are the active
proteins regulating eggshell growth and those active in regulating
the chemistry of the system. We propose that those proteins
that have been removed by the precipitate in successive stages
(and do not show up in the electrophoretic profiles after CaCOs3
precipitation) have a strong affinity toward calcite surfaces and
should have an active role in controlling calcite growth or its
aggregation behavior.”> Among these proteins are the acidic
proteins OC-17, OCX-32 and osteopontin (see Table 2), which
are selectively removed by the precipitate. These proteins should
display a net negative charge during the precipitation process
(which takes place within the pH range from 7.6 to 9.03)
whereas calcite crystals at this pH range are neutral or positively
charged. Calcite point of zero charge, pH,,c, is around 8.3 and
the concentration of Ca®" in the uterine fluid bearing solutions
is slightly higher than in the control experiment. Under these
conditions electrostatic interactions can take place between these
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Table 2. Molecular Weight, Isoelectric Point and Localization of Some Selected Proteins Associated to the Process of Eggshell Formation
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15,2830

protein localization MW (kDa) pl (theoretical)

ovalbumin egg white, uterine fluid of the stage I 45.0 4.5

ovotransferrin eggshell membranes, uterine fluid of the stage I 77.0 6.05

lysozyme eggshell membranes, uterine fluid of the three stages 14.3 9.3
specially at the growth phase

ovomucoid 21.2

clusterin the bases of the mammillary cores, and palisade 52

ovocalyxin-21 21 9.3

ovocalyxin-25 25 8.84

ovocalyxin-32 the external part of the calcified shell (palisade, vertical 32 6.81
crystal layer and cuticle)

ovocalyxin-36 eggshell membranes and basal parts of the mammillary 38 5.62
cores, and palisade matrix

ovocleidin-116 mammillary and palisade layers 77.3 6.62

ovocleidin-17 (chain A) mammillary and palisade layers 15.7 4.03

cystatin 15.6 8.4

ovoglican 207

osteopontin in the core of the eggshell membranes, at the bases of the mammilla, in 55 45-4.6

the outer of and throughout the palisade layer

proteins and calcite leading to their adsorption to calcite surfaces
during crystal growth. The adsorption of proteins to calcite could
occur through deprotonized negatively charged -COO™ groups
of the proteins and the positively charged surface complexes,
that is, <COsCa™. As a result of this process, the calcite crystals
show modified rhombohedral morphologies as was found in our
previous work®® using an acidic model globular protein.
Additionally, calcite crystals treated with proteinase-K buffer
reveal holes that indicate the previous presence of adsorbed and/
or occluded proteins.

In fluid II, OC-116, osteopontin and lysozyme (a minority
component) are removed after CaCOs precipitation. OC-116,
with pl of 6.62, and osteopontin, with pl 4.5—4.6 (Table 2) are
both negatively charged along the precipitation process (the pH
ranged from 7.43 to 8.25), while the CaCOj; crystals must be
neutral or positively charged due to the charge reversion caused
by the higher concentration of Ca®" respect to that in the control
experiment.

On the other hand, proteins remaining in solution after CaCO3
precipitation should not be so active in the control of mineral-
ization. However, they could also influence calcium carbonate
precipitation by modifying the chemical environment (i.e., pH,
supersaturation, level of Ca). For instance, in fluid I, ovalbumin,
ovotransferrin and lysozyme, proteins that are not removed by
CaCO;j precipitation, slightly favors calcite nucleation in in vitro
experiments. Moreover, OCX-21 and OC-17, which have very
different isoelectric points (pI 9.3 and pl 4.1 respectively), may
be responsible for the high buffering capacity of fluid II in spite
of being minority components of the complex mixture of
proteins. The fact that OCX-21 and OC-17 are minority
components and have different isoelectric points could explain
the similar buffering capacity of the two fluids of the stage II
tested (those collected in different days, whose concentrations
were 97 and 479 ug/mL, respectively). In the formation of this
buffer other basic proteins like lysozyme could have participated.
However, because of the peculiar pH behavior described above
was only found when using uterine fluid of the stage II as protein
bearing solution, we can discard the presence of this protein in
the buffer. This pH-stat chemical scenario favors the growth of
calcite®® and could explain the fast growth stage during eggshell
formation in which large columnar calcite crystals (palisades)
are deposited. Also, in fluid II bearing experiments, lysozyme
is removed by the precipitate, probably adsorbed because of
the surface charge reversion caused by the previous adsorption
of OC-116 and osteopontin. Interestingly, lysozyme, though its
main putative role is as a bactericidal, has been found in the
palisade layer of eggshell.'® In fluid III bearing experiments,

0OCX-32 was selectively removed after CaCOj; precipitation. In
general, OCX-32 shows a high absorption affinity to calcite and
has a high inhibitory effect of the precipitation of CaCOj. This
result is consistent with previously reported work that describes
the inhibition of the precipitation that fluid III has on metastable
solutions formed by calcium chloride and sodium bicarbonate.
The authors believe that this protein could have an important
role in the arrest of eggshell mineralization.’

Regarding the control over the crystal growth processes, we
have found that all organic components tested affected calcium
carbonate precipitation at three fundamental levels: (a) selecting
or at least favoring the precipitation of a particular mineral
phase, (b) controlling the number of crystals or the nucleation
flux, and (c) controlling crystal morphology and the aggregation
behavior.

At the first level, calcite formation is favored over the other
calcium carbonate polymorphs (e.g., aragonite and vaterite). This
study shows that eggshell extracts and uterine fluids were
especially effective in selecting calcite and suppressing totally
the appearance of vaterite and aragonite, despite the fact that
the system is supersaturated with respect to the three main
calcium carbonate polymorphs (e.g., calcite, aragonite and
vaterite) as well as other common calcifying minerals (i.e.,
hydroxyapatite). Only in the terminal stage hydroxyapatite is
found. This superior capacity for selecting a specific polymor-
phic mineral phase is well described in other biological
mineralization processes. For instance, some mollusc shell
proteins are able to switch from calcite to aragonite and
back. ¥4

Macromolecules also have an important effect on the
nucleation flux. We have observed that some individual egg
white proteins and purified fractions of the organic matrix
are active in controlling calcite nucleation. Nevertheless, uterine
fluids are much more active and induced a more intense
nucleation. These phenomena occurred irrespectively of the
stage of eggshell formation at which these fluids were extracted.
In our experimental system, we have added calcium to the
uterine fluid to reproduce the control conditions. This added
calcium could explain partly a more intense nucleation. How-
ever, the small difference in calcium concentration in the uterine
fluid bearing solution compared to that of the control solution
could not explain by itself such a large increase in nucleation
density. The uterine fluid bearing solutions produced a total
number of calcite crystals per drop which was at least 2 orders
of magnitude more intense than any other individual commercial
proteins or purified extracts of the eggshell organic matrix tested.
In our opinion, the presence of charged proteins and other
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organic compounds facilitate adsorption of calcium ions to their
surface therefore favoring the nucleation of calcite by a
mechanism known as the ionotropic effect.*>

Alternatively, some proteins have a strong affinity to specific
calcite surfaces and could favor the nucleation more actively
acting as templates. This template effect is due to a stereo-
chemical matching between the disposition of specific functional
groups (i.e., COOH") in the proteins or their motifs and the
arrangement of carbonate or calcium ions in specific target
calcite faces. The large increase in the nucleation could also be
due to a cooperative interaction of different proteins and/or other
organic components present in the fluids since the same
individual components or eggshell extracts composed of a lower
array of organic components show a much more limited effect
on nucleation. However, we cannot discard the possibility that
the lower effect of individual components on CaCOj3 precipita-
tion could be due to an alteration of the natural state of proteins
derived from the extraction and purification procedures. If some
proteins act as a template for calcite nucleation at their natural
state, any alteration of their molecular configuration could
significantly decrease their capacity to induce calcite nucleation
by a template mechanism.

Finally, in vitro CaCOj precipitation experiments show that
individual commercial egg white proteins, at concentrations
similar to those found in the uterine fluids, have very weak effect
on crystal morphology. In contrast, purified extracts of the
eggshell organic matrix and uterine fluids have a strong and
specific effect on calcite crystal morphologies. For instance, fluid
I'induced the overexpression of specific crystal faces of calcite,
that is, the {110} and {100} prismatic forms of calcite. On the
other hand, fluid II and III bearing solutions seem to promote
aggregation of calcite crystals and modified the calcite mor-
phologies on a less specific way.

Modifications in crystal growth morphology can provide
insights regarding protein—mineral surface interactions.*® The
type of modification depends on the specificity of the
protein—mineral interactions. In the case that there is stereo-
chemical compatibility between the protein and a particular
crystal face, the protein will be preferentially absorbed to this
face and all symmetrically equivalent faces. These faces will
be expressed as a consequence of reductions in their normal
growth rate and the morphology of the crystals will be modified
accordingly. However, in other cases a nonspecific absorption
of proteins (to minimize hydrophobic interaction with the
solution) can explain a greater modification of calcite crystals
in an unspecific way resulting in rounded crystals without well-
defined crystal faces.?**°

The above results shed light into understanding what occurs
in vivo. Although these results cannot explain how eggshell
growth is stopped, we have shown how specific eggshell organic
extracts are highly effective in decreasing crystal nucleation.
The sum of all these findings suggest the high level of control
exerted by the organism over the biomineralization of the shell
and, in particular, over the formation of its mineral part, which
is composed of calcite crystals of well-defined orientation, size
and morphologies. In addition to the control of crystal growth
exerted by the organic matrix components,”>’ there is a
competitive process during the growth of adjacent crystals
resulting in a columnar microstructure with a preferential crystal-
lographic orientation.”*’

This precise control over composition and the microstructural
characteristics of the eggshell has important consequences in

Hernandez-Hernandez et al.

the mechanical properties, integrity and functionality of this
biomaterial 26~

Conclusions

In summary, to understand the role of organic components
during eggshell formation, we have used organic bearing
solutions with different levels of complexity, from the simplest
(individual eggshell proteins) to the most complex and realistic
composition (uterine fluids) that could simulate the natural
process. Using this approach, we found that the precise control
of eggshell formation can be due to the combined action of the
components present in the uterine fluid which regulate crystal
growth and the chemistry of the system. However, in vitro
CaCQOs precipitation experiments reveal that some specific acidic
proteins (including OC-17, OCX-32, OC-116 and osteopontin)
inside the uterine fluid and in the purified eggshell extracts have
a strong affinity for the surface of CaCOj; and are selectively
removed from the solution during its precipitation. These
proteins must have an active role in CaCOj3 growth, aggregation
and inhibition. Other proteins regulate the chemical environment
in which the precipitation takes place, that is, by buffering the
pH favoring crystal growth as for instance the OC-17 and OCX
21. Individual egg white proteins (lysozyme, ovalbumin,
ovotransferrin), at concentrations similar to those found in
uterine fluids, affected slightly the nucleation density and growth
morphology of calcite in in vitro experiments, but did not select
exclusively calcite as precipitating polymorph.
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CONCLUSIONES

Para entender los procesos de formacion de biominerales de carbonato calcio es
necesario conocer los mecanismos mediante los cuales los organismos controlan la
precipitacion de carbonato célcico. En estos procesos juegan un papel fundamental
determinadas proteinas y otros componentes organicos especificos que promueven y

regulan la formacion de la fase mineral.

A fin de estudiar la interaccion entre proteinas y minerales de carbonato calcico
y asi entender mejor los procesos de biomineralizacion, es necesario estudiar en detalle
el efecto de las proteinas sobre la precipitacion de carbonato céalcico y en particular
sobre los procesos de nucleacion, seleccion de fases polimorficas, alteracion de los
mecanismos de crecimiento y modificacion de la morfologia y tamafio de los cristales

de carbonato calcico.

Para ello, en esta tesis, se ha desarrollado un micrométodo de precipitacién de
carbonato calcico basada en una técnica de difusion de vapor en gota sedente. Este
método se ha utilizado para simular in vitro las condiciones de formacion de

biominerales de carbonato célcico en sistemas bioldgicos.

El sistema experimental seleccionado denominado la “seta de cristalizacién”
permite controlar y seguir de forma directa in situ e in tempore el proceso de
precipitacion mediante microscopia Optica. Asimismo, permite determinar con facilidad
los principales parametros del proceso de cristalizacion tales como: a) la evolucion del
pH durante el transcurso de un experimento; b) el nimero de cristales, su morfologia y
tamaio; c¢) identificar la fase polimorfica de los cristales de carbonato célcico, en base a
su morfologia. Ademads, al ser un micrométodo, permite trabajar con volumenes de
solucion muy pequeiios (del orden de microlitros), que usan una cantidad muy pequeia

de proteina u otros extractos orgéanicos de especial relevancia en los estudios de
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biomineralizacion. Por lo general, la cantidad disponible de estos componentes

organicos es muy escasa y se necesita métodos que minimicen su gasto.

Una vez caracterizado el comportamiento del sistema de la “seta de
cristalizacion” en el caso de la precipitacion de carbonato calcico en ausencia de
aditivos, hemos utilizado este sistema para estudiar los mecanismos de interaccion entre
proteinas y minerales de carbonato calcico, durante el proceso de precipitacion, como
primera aproximacion para estudiar los procesos de biomineralizacion. Para ello, en
primer lugar, se han utilizado proteinas modelo (lisozima, ribonucleasa, mioglobina y a-
lactoalbumina) que tienen tamafio semejante (alrededor de 14 kDa) y la misma
conformacion (globular), pero que difieren en su carga superficial, ya que tienen puntos

isoeléctricos diferentes.

Se ha observado que la presencia de este tipo de proteinas afecta de manera
notable al proceso de precipitacion de carbonato célcico y modifica los principales
parametros de cristalizacion medidos: Flujo de nucleacion, crecimiento cristalino,

seleccion de fases polimorficas, morfologia y tamafo de los cristales.

Ademas hemos observado, que a bajas concentraciones de proteina, se promueve
la nucleacion mientras que a altas concentraciones, la nucleacion se inhibe. Las cuatro
proteinas estudiadas estabilizan a la calcita frente a otras fases polimorficas del
carbonato calcico (aragonito y vaterita). Sin embargo, las proteinas con punto
isoeléctrico mas bajo son las mas efectivas en favorecer la formacion de calcita
inhibiendo de forma casi completa la formacion de las otras fases polimorficas.
Asimismo, las proteinas modifican la morfologia de los cristales de calcita y/o
promueven la formacion de aglomerados redondeados policristalinos. Este efecto es

tanto mayor cuanto mas cercano es el punto isoeléctrico de la proteina al pH neutro.

En esta tesis se ha elegido como modelo de estudio de los mecanismos de
biomineralizacion el proceso de formacion de la cascara de huevo ya que es un sistema

relativamente simple comparado con otros sistemas biologicos. Para entender el proceso
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de formacion de este biomaterial hemos realizado una serie de experimentos de
precipitacion de carbonato calcio in vitro en presencia de diferentes proteinas y
extractos organicos que intervienen en el desarrollo de la calcificacion de la céscara.
Este tipo de estudios nos ha permitido identificar que proteinas son activas y cual es la
posible funcidon que éstas ejercen en el proceso de regulacion de la mineralizacion de la
cascara. Con esta finalidad, hemos estudiado disoluciones de moléculas biolégicas con
diferentes grados de complejidad, partiendo del caso mas simple al mas complejo y que
reprodujesen de forma aproximada las condiciones de formacion del biomineral en el
sistema real. En los diferentes casos estudiados hemos utilizado: 1) proteinas
comerciales extraidas de la clara de huevo; 2) extractos purificados de la matriz
organica de la cascara de huevo y 3) el fluido uterino extraido en las tres principales

etapas de formacion de la cascara de huevo.

Los principales resultados de estos estudios indican que hay componentes mas
activos que otros (p.ej., determinados extractos de la matriz organica de la cascara de
huevo) y que afectan de forma mas notable a la precipitacion del carbonato calcio. Sin
embargo, el control preciso en la formacion de la cascara de huevo no se debe a la
actuacion independiente de unos componentes especificos sino que parece ser debido al
efecto combinado de todos los componentes presentes en el fluido uterino. El efecto
combinado de los componentes del fluido uterino produce una nucleacion muy intensa,
de varios ordenes de magnitud mayor que cualquiera de los componentes individuales
estudiados por separado. Asimismo, seleccionan como tnica fase del carbonato célcico

a la calcita (que es la fase mineral de la cascara de huevo).

En lo que respecta al papel de los componentes individuales del fluido uterino,
algunos pueden influir y preparar el escenario quimico para la formaciéon del carbonato
calcico, ya sea aumentando la sobresaturaciéon y en consecuencia favoreciendo la
nucleacion (p.ej., ovalbimina, ovotransferrina y en menor medida la lisozima), o bien,
tamponando el pH y favoreciéndose de este modo el crecimiento cristalino (como en el
caso de la ovocleidina-17 y ovocalixina-36, componentes minoritarios pero con muy
diferentes puntos isoeléctricos). Ademas, los experimentos de precipitacion in Vvitro

revelan que algunas proteinas d4cidicas (como ovocleidina-17, ovocalixina-32,
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ovocleidina-116 y osteopontina) presentan una afinidad muy fuerte por el carbonato
calcico, ya que se retiran de la solucion durante la precipitacion de éste. Este efecto
puede ser indicativo de que estas proteinas juegan un papel muy importante en el

crecimiento, agregacion o inhibicion del carbonato calcico.

Por tultimo, dado que a concentraciones similares a las encontradas en el fluido
uterino, la lisozima, ovoalbumina y ovotransferrina, presentan un efecto sobre la
precipitacion del carbonato calcico comparativamente débil, refuerza la hipotesis de que
el papel fundamental de estas proteinas es actuar como agentes antimicrobianos y no

como reguladores del proceso de calcificacion.
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PERSPECTIVAS

El desarrollo de nuevos métodos y sistemas de cristalizacion que permiten un alto
grado de control sobre el proceso de precipitacién, como el propuesto en este trabajo de
tesis, abre nuevas posibilidades y en nuestro caso ha facilitado el estudiar los mecanismos
de interaccion entre proteinas y el carbonato célcico, de gran interés para entender los
procesos de formacion de minerales por organismos. Este tipo de estudios se puede
extender a otros biomateriales, fosfatos, oxalatos etc., por lo que las posibilidades futuras
de extender este trabajo son ilimitadas.

Por otro lado, es bien conocido que durante el proceso de formacién de tejidos
mineralizados no solo intervienen proteinas solubles, sino que determinados materiales
organicos insolubles (fraccién poco explorada) tienen un papel muy importante como
substratos o como plantillas que hacen de soporte y dan forma al tejido y sobre los que
ocurre la mineralizacion. Es por tanto de especial interés realizar estudios de
biomineralizaciéon in vitro usando membranas organicas, fibras de colagenos, etc.
presentes en los sistemas bioldgicos: por ejemplo, en otolitos de peces, conchas de
moluscos, huesos. En este respecto, el dispositivo experimental utilizado permitiria hacer
este tipo de estudios. Por ejemplo, un estudio que podria ser muy interesante seria el
intentar crecer artificialmente una cascara de huevo de gallina in vitro partiendo de las
membranas internas del cascardn (parte no mineralizada), y haciendo llegar un flujo
continuo de solucién mineralizante (p.ej., fluido uterino extraido durante la fase activa de
formacion de la cascara de huevo), que se podria introducir por un sistema de finos
canales para alimentar el sistema con el fluido de manera continua. Asimismo, se podrian
controlar otros parametros como: temperatura (a la temperatura corporal de la gallina), y
mantener la sobresaturacion del sistema (de la forma mas parecida al sistema in vivo).

Otro tema a profundizar es estudiar los mecanismos de recrecimiento de cristales

de carbonato célcico en presencia de proteinas modelo (proteinas con una carga
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superficial especifica) usando como semillas cristales perfectos de calcita. Todos estos
estudios, se podrian realizan utilizando el método de “la seta de cristalizacion™.

Para estudios encaminados a comprender los fendmenos de biomineralizacién
haciendo uso de los componentes organicos individuales, los métodos de cristalizacién
hasta ahora utilizados requieren de la extraccién, aislamiento y purificacion de los
componentes que se van a investigar, lo que implica muchas horas de trabajo. Una
alternativa, para llevar a cabo estudios de biomineralizacion ahorrando horas de trabajo,
seria mediante el uso de un método de cristalizacién de proteinas desarrollado en nuestro
laboratorio basado en la cristalizacion directa en geles de electroforesis. En nuestro caso,
la precipitacion de carbonato célcico se llevaria a cabo directamente en la banda de
proteina o fraccion organica de interés. Estudios previos de este tipo de ensayos los
hemos realizado, pero hemos observado que hay una interaccion quimica entre los geles
de electroforesis convencionales y el carbonato calcico, enmascarando el efecto de las
proteinas. Es por ello, que se requiere adaptar el método para este tipo de estudios, por
ejemplo seleccionando un gel lo mas inerte posible o favoreciendo la difusiéon de la
proteina, desde la banda, hacia la solucion precipitante.

Otro reto, generado por una experiencia previa obtenida en el laboratorio durante
estudios de precipitacion de carbonato calcico en presencia de otolitos de peces
teledsteos, es el poder llevar a cabo estudios de desmineralizacion utilizando el sistema de
“la seta de cristalizacion” controlando la fuerza motriz del sistema y por un fendmeno de
Ostwald-ripening, favorecer la aparicion de cristales de calcita dando lugar a que los
cristales de aragonito, que forman la estructura de los otolitos, sea removida dejando

expuesta la fraccion organica insoluble.
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