AMINOACIDOS Y PROTEINAS
|. 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 el papel que desempefia las proteinas, es necesario conocer
la funcion de un grupo de ellas, como las proteinas plasmaticas, para tal efecto

realizaremos una revision general de las mismas.

II.OBJETIVOS:
e Conocer y determinar las diferentes propiedades fisicas y quimicas de los
aminoacidos y proteinas
e Evaluar mediante pruebas fisicas y quimicas la presencia de aminoacidos y
proteinas en las diferentes muestras.

e Emplear técnicas de reconocimiento de aminoacidos y de proteinas.

[ll. FUNDAMENTO TEORICO:

Las proteinas son bipolimeros de alto peso molecular, conformadas por unidades

monomeéricas basicas, denominadas o aminoacidos, de los que 20 son

biol6gicamente importantes. La unién entre aminoacidos se forma mediante la

interaccion del grupo carboxilo de un aminoacido con el grupo amino de otro para

formar un enlace peptidico. Siendo asi que la adicién secuencial de aminoacidos

origina un péptido y finalmente una proteina.

Las proteinas forman estructuras de diversas complejidad que podemos resumir

en las siguientes caracteristicas bioldgicas:

- Ejercen y tienen relacion estrecha entre estructura y funcion (las del masculo
actuan transluciendo energia mecanica).

- Disponen de flexibilidad importante de su estructura, de ahi su diversidad

infinita (hemoglobina, miosina , albumina, colageno y todas en si).



Disponen de un mecanismo de formacion que posee fidelidad absoluta e
inmutable para cada proteina (esto quiere decir que cada proteina tiene una

funcion determinada en el organismo).

Entre las caracteristicas fisicas y quimicas de las proteinas sefialamos las si-
guientes :

La gran masa molecular de las proteinas determina su caracter coloidal en
soluciones acuosas, por lo que su diametro en solucion es mayor a 0,001 um.
Esta propiedad coloidal les confiere una gran afinidad hacia el agua, siendo
por esto muy soluble en ella. Otras propiedades coloidales caracteristicas de
las proteinas son: sus diluciones tienen aspecto opalescente; producen el
fendmeno de Farady-Tyndall (ver difraccion); movimiento browniano (es el
movimiento permanente y desordenado de las particulas de materia muy
pequefia (de micrometros solamente) en el sefio del agua y otros liquidos; se
debe a los choques de las particulas con las moléculas del liquido, las cuales
segun la teoria cinética de la materia, se hallan sometidas constantemente a
la agitacion térmica); no son filtradas por ultrafiltracién; poseen presion
osmotica, pueden ser separadas de otros compuestos por dialisis a través de
una membrana semipermeable.

La solubilidad proteica en agua, les permite formar sales en agua y
disoluciones acuosas de sustancias polares. Esta propiedad esta ligada a la
hidratacion de sus moléculas, por esto, cualquier factor que altere esta
propiedad provocard la disminucidbn de su solubilidad en agua y su
consecuente precipitacion. Esto ultimo podria lograrse al agregar a una
solucién acuosa proteica compuesta deshidratantes como alcohol, acetona,
soluciones de sales neutras de metales alcalinos y otros compuestos que
lograrian la precipitacion proteica. Esta precipitacion (con sales alcalinas) no
produce la desnaturalizacién de las proteinas, es asi, que este procedimiento
es usado para separar proteinas y mantener su actividad bioldgica; | que no
ocurre si se utiliza metales pesados (acetato de plomo). En resumen, la

precipitacion de proteinas, consiste en la pérdida de sus propiedades



hidrofilas, adquiriendo caracteristicas hidréfobas, con pérdida de carga
eléctrica.

Las proteinas se comportan también, como electrélitos anféteros, es decir
gue poseen simultdneamente caracteristicas de &cidos y bases; se debe
tomar en cuenta que esta propiedad proteica deriva de sus bases
estructurales, los aminoacidos. Un grupo anfétero, como un aminoacido,
puede disociar sus grupos amino y carboxilico de acuerdo al pH del medio,
siendo asi que en medio acido, una proteina se cargara positivamente y en el
medio alcalino ocurrira lo contrario.

Esta propiedad de los aminoacidos en la estructura proteica, es utilizada para
la identificacion de las proteinas por medio de la electroforesis o cromatografia
(esta ultima para diferenciar amino&cidos y proteinas).

Todas las reacciones para identificar aminoacidos y proteinas estan basadas
en la presencia de grupos quimicos, en los enlaces o en sus propiedades
fisico-quimicas. Las reacciones de reconocimiento pueden dividirse en dos
grupos independientes:

Reacciones de precipitacién: que a su vez, pueden subdividirse en dos
grupos:

Precipitacion de proteinas sin desnaturalizacion, por ejemplo utilizando sulfato
de amonio ((NH4).SO,), cloruro de amonio (NH4Cl) o sulfato de sodio
(NazS0,)

Precipitacion de proteinas con desnaturalizacion que utilizan sales de metales
pesados (sales de plomo, de cobre, de mercurio y otras), o la temperatura
mayor a 80°C, acidos inorganicos y organicos

Reacciones coloreadas: como la reacciéon de Biuret, de la ninhidrina, del
acido pierico, la xantoproteica, la Millon y muchas otras. Estas reacciones
permiten identificar a ciertos grupos de aminoacidos de acuerdo a los grupos

funcionales que contengan.

En la préctica incidiremos en identificar aminoécidos y proteinas de diferentes
soluciones proteicas, por medio de estas técnicas sencillas, que no implican el

uso de instrumentos sofisticados (hoy en dia se disponen de técnicas de



identificacion de aminoacidos y proteinas altamente especializadas, como
diversas formas de cromatografia automatizada, secuenciacion de proteinas,
electroforesis y otras que pueden ser consultadas en libros de
especializacion).

Las proteinas son sustancias anfoteras que pueden reaccionar con H,O de

una de estas 2 maneras:

Proteina - COO™ + H,O & Projel’na - COOH + OH

NH;" NH;"

Proteina - COO™ + H,O <&<— Projeina - COOH + H30
NH;" NH,"

Segun el namero relativo de grupos carboxilo y amino libres en la molécula, la
proteina en solucion dara reaccion acida o basica. En otras palabras, algunas
moléculas de proteina en solucién acuosa se cargan positivamente y otras se
cargan negativamente. Para hacer una proteina eléctricamente neutra, en
solucién acuosa es necesario generalmente afadir una pequefia cantidad de
acido o base de Bronsted. ElI pH en el que una proteina determinada es
eléctricamente neutra se conoce como punto isoeléctrico de esa proteina.
Todas las proteinas son menos solubles en el punto isoeléctrico y, algunas,
como la caseina, la metaproteina, son insolubles.

Para la hidrdlisis 4cida de una proteina en los aminoacidos que la componen
Se requiere una emision de flujo muy prolongada.

Son macromoléculas construidas a base de aminoacidos, unidos por enlace

Peptidico asi:



R R R R

| | | |
NHZ-C-HENH-C-H—>NH2-C-H+NH-C-
H+ H,O

| | | |
COOH H20 CO COOH

Enlace peptidico

Las proteinas contienen C, H, O, N, casi siempre S, a menudo P y a pequefias
cantidades de metales como MN, Fe, Mg, etc.
Actualmente hay méas de 26 aminoacidos reconocidos, de estos unos 10 se
designa como aminoacidos esenciales, ya que no pueden ser sintetizados por el
organismo, sino que son: Arginina, histidina, leucina, isoleucina, lisina, metionina,
fenilalanina, triptofano, treonina, valina varian algo, segun la especie animal.
Tanto aminoacidos como proteinas tienen caracter anfotero, propiedad que deriva
de la presencia de los grupos acidos (carboxilo: -COOH); y basicos (amino: -NH>),
simultdneamente en la molécula, cuya interaccién intramolecular acido-base
origina una forma bipolar: Zwitterion. Cualquier variacion del pH del medio dara
lugar a que predomine una de las cargas, de aqui que se puede comportar como
acido 0 base, segun el pH del medio, asi:

R R R

| | (+) |

NH, - C - H& NaOH+H3N - C - H+ HCL NH3; - C -
H
| | |
COOH COO COOH

Anidn Zwitterion Catién



Las proteinas pueden ser desdobladas para crear formas intermedias de tamafio
y diferentes propiedades, y esto se logra por medio de acidos, bases, enzimas: los
productos de la degradacién proteica, en orden decreciente de tamafio y
complejidad son: Proteinas — proteasas — peptonas — polipéticos - pépticos —
aminoacidos — amoniaco — nitrogeno elemental.

Las desnaturalizacion de proteinas esta relacionada con cualquier modificacion de
su estructura, sin rompimiento del enlace peptidico. Esta se puede lograr con el
calor, sustancias quimicas, alcoholes, bases, etc.

Las reacciones cromaticas son reacciones coloreadas de reconocimiento de las
proteinas, generalmente de las proteinas conjugadas que presentan ciertos
aminoacidos especificos. Por ejemplo: la reaccion Xantoproteica: sirve para

reconocer nlcleos aromaticos.

.- MATERIALES

e Mechero Bunsen
e Vaso de precipitados

e Tubo de ensayo

e Gradilla
e Pinzas
e Piceta
Reactivos

e Muestra Problema( clara de huevo , leche evaporada ).

e NaOH

e CuSO,

e HNO3

e Reactivo Millén ( HNO3 + Hg°)
e AgNOs3

e Acido Acético



e Acido Nitrico

PARTE EXPERIMENTAL

REACCION CON LOS METALES PESADOS
En un tubo de ensayo se agrega albumina y luego se le echa AgNO3 a otro tubo
de ensayo albumina y CuSO, de esta forma observamos si se forma algun ppdo.

Si esto ocurre entonces se trata de una proteina.

a) Con el sulfato de Cobre , CuSO,4

- ALBUMINA
@ CH, — CI|-| —COOH + CuSO, @ CH, —ClH-COO'
NH, NH,
Celeste lechoso
- CASEINA
COOH CoOO
| |
CuSO
HoN—(ll—H + e H2N—(|:-H Cul + SO~
R2 R2

Celeste lechoso

b) Con el Nitrato de Plata, AQNO3

- ALBUMINA



@ CH,-CH- COOH + AgNO;—* @ CH>, - CH-COO
| |

NH; NH;
blanco
- CASEINA
COOH CoOO
I I
HZN—|C—H + AgNO; —* H2N—(|3—H Ag l + NOj3
Rz RZ

REACCION DE BIURET ( REACCION DE FEHLING )

Es la formacién de compuestos coloreados de violeta de las proteinas en medio
fuerte alcalino de las sales de Cu la reaccion empleada mediante ROONH, , R —
CS — NH3 , en un tubo colocar 2 ml de albumina + 3ml de NaOH + gota a gota

CuSO, hasta dar ppdo. Violeta.

- CON ALBUMINA

CH; - (|?H - COOH + NaOH + CuSOy ———*

NH>

{_ D= CH;~CH-HN . 0-C-0

\
\

o + Na,SO; + H,0
Cu

CO-0 MN-C-cH, < >



- CASEINA

COOH
|
HoN-C-H + NaOH + CuSOg4 -
|

R

CcO

Rz —CH - HzN\\ O

+

ca Na;SOs  +  Hz0

CO-0 NH, - CH -Ry»
(morado)

REACCION DE XANTOPROTEICA
A cada uno de los tubos se le agrega acido nitrico e hidroxido de sodio y hotamos

Lo siguiente.

- ALBUMINA : da una coloracion amarilla al ppdo.

NaOH
CH2-CH-COOH + HNO; — NO;
|

NH>

- CASEINA : da una coloracion amarillenta al ppdo.

NO;

| NaOH
HN-C-H + HNO; —> R, OHl



REACCION DE MILLON

A cada uno de los tubos se le agrega el reactivo MILLON que es ( Hg® + HNO3)

- ALBUMINA
Hg
RN
CH2 - CI? - COOH + C\ y NH,OH >
NH, Ha /
NO, + NOj3
CHs; — CH — CgHs5 +
|
NH,
(Rosado)
- CASEINA
Hg
VAN
HN-C-H + O NH,OH —™ R, Ha
AN
Hg /

( roio)

IV.CONCLUSIONES:

- Cuando se hierve la solucién de una proteina con otra sea nitrato y nitrito

mercurico, se forma un coagulo o una coloracién rojo pardo. Se debe al grupo

fendlico.



Cuando las proteinas se tratan por acidos nitrico concentrado dan una
coloracién amarilla que pasa a naranja por adiccion de amoniaco. Se debe a
los ndcleos aromaticos 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 HNO3

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

Los reactivos de los alcaloides dan precipitado con la mayoria de las proteinas.
Debido a su caracter anfotero, las proteinas reaccionan con los acidos y con
las bases. Los &cidos proteicos y alcali proteicos son insolubles en agua y en
solucién de sales neutras y se disocian en los &cidos 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 aminoécidos 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 sélidos
cristalinos no volatiles que se funden con descomposicion a temperaturas
relativamente elevadas.

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

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

Las constantes de acidez y basicidad son extremadamente pequefias para
grupos —COOH y —NH;

RECOMENDACIONES:
Observar el cambio de coloracion en cada prueba realizada.



- Utilizar la campana extractora en el momento de realizar las pruebas para

evitar inhalar gases toxicos.
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