PROTEINAS Y AMINOACIDOS

l.- INTRODUCCION

En el presente tema abordaremos aspectos generales sobre estructura y funcion
de los aminoacidos y las proteinas en el organismo, asi como de los medios de
laboratorio para identificar a los mismos.

Por la importancia y papel que desempeifia las proteinas es necesario conocer la
funcién de un grupo de ellos como las proteinas plasmaticas para tal efecto

realizaremos una revision general de las mismas.
II.- OBJETIVOS

e Reconocer y diferenciar una proteina de un aminoacido.
e Identificar mediante reacciones especificas las propiedades quimicas de las

proteinas como de los aminoacidos.

Ill.- FUNDAMENTO TEORICO

CONCEPTO DE PROTEINA

Las proteinas son biomoleculas formadas basicamente por carbono , hidrégeno ,
oxigeno y nitrégeno. Pueden ademas contener azufre y en algunos tipos de
proteinas , fésforo, hierro , magnesio y cobre entre otros elementos.

Pueden considerarse polimeros de unas pequefias moléculas que reciben el
nombre de aminoacidos y seria por tanto los monémeros unidad. Los
aminodacidos estan unidos mediante enlaces peptidico.

La union de un bajo numero de aminoacidos da lugar a un peptido , si en el n: de
aa. Que forma la molécula no es mayor de 10, se denominara oligopeptido, si es



superior a 10 se llama polipéptido y si el n: es superior a 50 aa. Se habla ya de

proteina.
LOS AMINOACIDOS

Los aminoacidos se caracterizan por poseer un grupo carboxilo ( -COOH ) y un
grupo amino ( -NH> ).
Las otras dos valencias de carbono se saturan con un &tomo de H y con un grupo

variable denominado radical R. Segun este se distinguen 20 tipos de aminoacidos.

COMPORTAMIENTO QUIMICO

En disolucion acuosa , los aminoacidos muestran un comportamiento anfotero, es
decir pueden ionizarse , dependiendo del pH, como un acido liberando protones y
guedando ( -COQ’), o como base , los grupos -NH, captan protones, quedando
como ( -NHsz" ), pueden aparecer como acido y base a la vez. En este caso los
aminoacidos se ionizan doblemente , aparecen do una forma bipolar i6nica

llamada zwitterion.
EL ENLACE PEPTIDICO

Los péptidos estan formados por la unién de aminoacidos mediante un enlace
peptidico . Es un enlace covalente que se establece entre el grupo carboxilo de un
aa. Y el grupo amino del siguiente, dando lugar el desprendimiento de una
molécula de agua.

El enlace peptidico tiene un comportamiento similar al de un enlace doble , es
decir , presenta una cierta rigidez que inmoviliza en un plano los atomos que lo

forman .

ESTRUCTURA DE LAS PROTEINAS



La organizacién de una proteina viene definida por cuatro niveles estructurales
denominados : estructura primaria , estructura secundaria , estructura terciaria y
estructura cuaternaria. Cada una de estas estructuras informa de la disposicion de

la anterior en el espacio.

ESTRUCTURA PRIMARIA

La estructura primaria es la secuencia de aa. De la proteina. Nos indica que aas.
Componen la cadena polipeptidica y el orden en que dichos aas. Se encuentran .
La funcion de una proteina depende de su secuencia y de la forma que este

adopte.

ESTRUCTURA SECUNDARIA

La estructura secundaria es la disposicion de la secuencia de aminoéacidos en el
espacio . los aas. , A medida que van siendo enlazados durante la sintesis de
proteinas y gracias a la capacidad de giro de sus enlaces, adquieren una
disposicion espacial estable , al estructura secundaria.

Existen dos tipos de estructura secundaria :

1.- La a(alfa)-hélice

2.- La conformacion beta, esta estructura se forma al enrollarse helicoidalmente
sobre si misma la estructura primaria. Se debe a la formacion de enlaces de
hidrogeno entre el —.C=0 de un aminoacido y el -NH- del cuarto aminoacido que
el sigue.

EN esta disposicion los aas. No forman una hélice sino una cadena en forma de
zigzag, denominada disposicién en la mina plegada. Presentan esta estructura

secundaria la queratina de la seda o fibroina.

ESTRUCTURA TERCIARIA



La estructura terciaria informa sobre la disposicion de la estructura secundaria de
un polipéptido al plegarse sobre si misma originando una conformacion globular.
En definitiva, es la estructura primaria la que determina cual sera la secundarias y
por tanto la terciaria.

Esta conformacion globular facilita la solubilidad en agua y asi realizar funciones
de transporte , enzimaticos, hormonales, etc.

Esta conformacién globular se mantiene estable gracias a la existencia de enlaces

entre los radicales R de los aminoacidos . Aparecen varios tipos de enlaces.

1.- el puente bisulfuro entre los radicales de aminoacidos que tiene azufre .
2.- los puente hidrégeno
3.- Las interacciones hidréfobas.

ESTRUCTURA CUATERNARIA

Esta estructura informa de la unién mediante enlaces débiles ( no covalentes ) de
varias cadenas polipeptidicas con estructura terciaria , para formar un complejo
proteico. Cada una de estas cadenas polipeptidicas recibe el nombre de
protomero.

El numero de protomeros varia desde dos como en la hexoquinasa , cuatro como
en la hemoglobina o en muchos como la capsida del virus de la poliomielitis que

consta de 60 unidades proteicas.

PROPIEDADES DE PROTEINAS

1.-Especifidad.

L a especifidad se refiere a su funcion , cada una lleva a cabo una determinada
funcion y lo realiza porque posee una determinada estructura primaria y una
conformacion espacial propia , por lo que un cambio en la estructura de la proteina

puede significar una pérdida de la funcion.



Ademas no todas las proteinas son iguales en todos los organismos cada
individuo posee proteinas especificas suyas que se ponen de manifiesto en los
procesos de rechazo de 6rganos transplantados. L asemejanza entre proteinas
son un grado de parentesco entre individuos por lo que sirve para la construcciéon

de “arboles filogenéticos”.

2.-Desnaturalizacion.

Consiste en la perdida de la estructura terciaria por romperse los puente que
forman dicha estructura . Todas las proteinas desnaturalizadas tiene la misma
conformacion muy abierta y con una interaccion maxima con el disolvente , por lo
gue una proteina soluble en agua cuando se desnaturaliza se hace insoluble en
agua y precipita.

La desnaturalizacion se puede producir por cambios de temperatura ( huevo
cocido o frito), variaciones de pH. En algunos casos si las condiciones se
restablecen , una proteina desnaturalizada puede volver a su anterior plegamiento

o conformacién , proceso que se denomina renaturalizacion.

CLASIFICACION DE PROTEINAS

Se clasifican en :

1.- HOLOPROTEINAS

Formadas solamente por aminoacidos

2.- HETERORPROTEINAS

Formadas por una fraccién proteinica y por un grupo no proteinico que se

denomina “grupo prostético”.

Precipitacion por desnaturalizacion selectiva.

Todos los niveles estructurales de una proteina globular, desde el secundario al
cuaternario dependen de un conjunto de interacciones quimicas, la conformacién

final refleja un equilibrio de estas fuerzas : interacciones hidrofobicas, enlaces de



hidrogeno , interacciones io0nicas, fuerzas de Van der Waals y los
entrecruzamientos covalentes (uniones bisulfuro).

L a conformacion de una proteina nativa ( funcional ) es parcialmente estable .

Los cambios en el ambiente que la rodea pueden inducir modificaciones
estructurales con perdida de la funcion . Un perdida de la estructura tridimensional
suficiente para causar perdida de la funcion se llama desnaturalizacion . Se forma
un conjunto de cadenas polipeptidicas con distinto grado de plegamiento. La
desnaturalizacion no significa que siempre se obtenga la cadena polipeptidica
totalmente despegable . Los productos de desnaturalizacion en solucion se
agregan fisicamente y segun las condiciones de pH y fuerza iénica , precipitan.

El objetivo de elegir un caso de purificacion desnaturalizanrte es crear las
condiciones donde la proteina de interés no se desnaturalice mientras que los
otros componentes se desnaturalicen y precipiten.

Tres métodos se suelen usar : 1)temperatura , 2)pH y 3)solventes organicos. Si
bien el fundamento de cada uno de ellos es distinto, no son independientes entre
si . L a desnaturalizacion por temperatura depende fuertemente del pH y
viceversa . En el fraccionamiento para solventes organicos , el pH y fuerza iénica
deben estar fuertemente definidos.

Temperatura: Muchas proteinas se desnaturalizan por calor que afecta las
interacciones débiles de la estructura en una parte de la proteina desestabiliza el
resto.

Solventes Organicos : Los solventes organicos con el agua como el etanol op
acetona producen una variedad de efectos que combinados permiten la
precipitacion de proteinas . El principal efecto es la reduccion del poder d
solvatacion del agua . La estructura ordenada del agua alrededor de los
aminodacidos hidrofobicos es desplazada por solvente. Las principales causas de
agregacion de las moléculas proteicas son las fuerzas electrostaticas y bipolares.
L a desnaturalizacion por solventes se debe a que las moléculas del solvente
interfieren con las interacciones hidrofobicas en el interior de las proteinas Este

proceso se ve favorecido a temperaturas mayores a 0° C.



LOS 20 TIPOS DE AMINOACIDOS

Existen 20 aminoéacidos diferentes y todos tiene una parte comun en su molécula

gue consisten en un grupo amino (NHs) y un grupo acido (COOH) .

lll.- MATERIALES

e Mechero Bunsen
e Vaso de precipitados

e Tubo de ensayo

e Gradilla
e Pinzas
e Piceta
Reactivos

Muestra Problema( clara de huevo )

¢ NaOH
e CuSO,
e HNO;3

e Reactivo Millon ( HNOs; + Mg. )

e Acetato de Plomo

e BaCl,

o AgNO3

e Sulfato de Amonio o Sulfato de Sodio
e Acido Picrico

e Acido Acético

e Acido Nitrico

¢ Reactivo de Lugol



V.- PARTE EXPERIMENTAL
Analisis Organoléptico :

MP

Estado: liquido

Color: amarillo

Olor: inodoro

Aspecto: meloso, tiene precipitado en suspensién
A la solucion se le hace la prueba de Biuret

Obs: al mezclar la MP y el Sulf. De Amonio , se obtiene una solucién y ppdo.

Blanco.

PRUEBAS DE IDENTIFICACION

1.- Pruebas de coloracion
- Prueba de Biuret

Colocar en un tubo de ensayo la muestra problema, se ailade NaOH y gota a gota
una solucion de CuSQOq, , hasta una coloracion purpura ( violaceo ) esto indicara la
posibilidad de reaccion quimica debido a la presencia de enlace peptidico. Toda

muestra que contiene un enlace peptidico debe salir positiva.

CH,-CH-COOH + NOH + CuSOy —————*
|

NH>

e + Na,SO, + H»0

CO-0 HN-CH-cH, —_ >



Obs : Se obtiene una coloracion azul — purpura.

2.- Prueba Xantoprotetica

Colocar en un tubo de ensayo la MP, afiadir HNO3; concentrado , luego ponerlo a
bafio Maria se observara la formacion del precipitado que se tornara un color
amarillento debido a la presencia del anillo aromatico , luego enfriar y afiadir gota
a gota una solucion de NH,OH.

NO;

OH + HNOg( cec) > NOZ

NH; OH
NH>
NO-

Acido 2 — amino —3- fenilpropanoico
Acido2-amino-3-(3,5 dinitrofenil) propanoico

Obs: no obtuvo un ppdo amarillo y una solucion amarillenta.

3.-Prueba de Milléon

En un tubo de ensayo afiadir la mp , se agrega reaccion de millon que es una

solucién de Hg con HNOg, luego se lleva a bafio Maria (aprox. 2 minutos ).

0]
Hg
SN
OH + O NH,OH —
N\

/

NH,
Hg



NO,  + NO3
NH>

Hg

Obs: Al unir la MP y el reactivo de Millon se obtiene una coloracién blanquecina ,
a |l llevarlo al calor se observara un ppdo de color rojizo. Esta coloracion se debe a
la existencia de compuestos fenolicos.

Il.- Prueba de Precipitacion

1.- Con Sales Metalicas

a.- Con CuSOQO,:

Colocar en un tubo de ensayo el problema y afiadir CuSO,
0]

O | ,Cu +S0,”
Gy OH + cuso,—> NH ? )
2

2 —amino — 3 — feniloronanoato de cobre

Obs: Se observo una solucion blanquecina, Del metal insoluble.

b.- Con_CaCl,
Colocar en un tubo de ensayo la muestra problema y afiadir CaCl,
0] — 0] ]
Ca + 2CI7
OH + CaCl,—* o|°
NH; NH,

Obs: se obtuvo solucion soluble. 2 —amino — 3 fenilpropanoato de calcio

c.- Con Acetato de Plomo

En un tubo de ensayo afadir la muestra problema y afiadir ( CH3COO ),Pb.



O | ,Pb +
NH OH + (CH3COO ),Pb — NH>
2

2 — amino — 3 — fenilnronanoato de nlomo

Obs : se obtuvo una solucion y ppdo blanco.

2.- Con sales Neutras

En un tubo de ensayo se agrega la MP, luego el sulfato de amonio . Enseguida se
filtra y se analiza por separado el ppdo. De la solucion.

e Al precipitado se le hace prueba de Millén.

e Alasolucion se le hace la prueba de Biuret

Obs : Al mezclar la MP vy el sulf. De Amonio se obtiene una solucion y ppdo
blanco.

3.- Del reactivo de Alcaloide

a. Reactivo del Acido Picrico

En un tubo de ensayo colocar la muestra problema y afiadir acido picrico.

0 NO NO
NO, 2 2

NO2 OH
o — 0
NH;
NO;

NO;



Obs: Se obtuvo una coloracion amarillenta casi fluorescente.

b.- Reactivo de Nessler (koHgls).

OH + KyHgly, — @—CHZ—CH—COOH
|

NHZ +
NH3 Hgl,
Obs: Se obtuvo una coloracién amarillenta pélida.
c.- Reactivo _de Luaol
@]
OH + , —>
NH,
Obs: Se obtuvo una coloracién amarillo — te.
lll.- Prueba de Coagulacion
1.- Con Leche
2.- Con Clara de Huevo
O
O
O
S/ 0
OH + H,C —
NH, ’ \ NH,
OH

2 —amino — 3 — fenilpropanoico anhidrido acético



Obs: Se obtuvo un coloide amarillento.

V.- CONCLUSIONES

Cuando se hierve la solucion de una proteina con otra sea nitrato y nitrito
mercurio, se forma un coagulo o una coloracién rojo pardo. Se debe al grupo
fenolico.

Cuando las proteinas se tratan por &cido nitrico concentrados dan una
coloracion amarilla que pasa a naranja por adiccion de amoniaco. Se debe a
los nucleos aroméaticos que se nitran formando acidos picrico y después de
amonio por el amoniaco.

Es la coloracién amarilla que se produce en la piel en contacto con HNOs.

Si a la solucion de la proteina se agrega unas gotas de solucion de sulfato de
cobre , aparece una coloracion violeta, le dan las proteinas y polipéptidos pero
no los aminoacidos y o los dipéptido y se debe a la presencia de enlaces
peptidico.

Los reactivos de los alcoholes dan ppdo. Con la mayoria de las proteinas.
Debido a su caracter anfotero, las proteinas reaccionan con los acidos y con
las bases los acidos proteinos y alcali proteicos son insolubles en agua y en
solucion de sales neutras y se disocian en los acidos y en las bases diluidas ,
pero precipitan en medio neutro . Las proteinas recuperadas resultan
desnaturalizadas.

La prueba de zona se realiza para observar la formacion del anillo.

No hay aminoacidos liquidos.

Tiene elevado punto de fusion ( mayor de 260°C ).

Son solubles en H,O y es solvente polar.

A diferencia de los aminos y acidos carboxilicos , los aminoacidos son solidos
cristalinos no volatiles que se funden con descomposicidbn a temperatura

relativamente elevadas.



e Son insolubles en disolventes no polares, como éter de petréleo, benceno o
éter.

e Sus soluciones acuosas se comportan como soluciones de sustancias de
elevado momento bipolar.

e Las constantes de acidez y basicidad son extremadamente pequefias para
grupos -COOH y -NH,.

VI.- RECOMENDACIONES

Antes de iniciar el experimento verificar que los materiales se encuentren en

buen estado y limpios.

e Manipular con cuidado los reactivos correspondientes n cada metodo de
reconocimiento.

e No cerrar herméticamente los tubos de ensayo al ser calentados puesto que
puede ocurrir una explosion

e Para limpiar los tubos de ensayo se utilizara de preferencia un disolvente

organico.
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