FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
Asignatura: Bioquimica I
Ciencias de la salud

©-Titulo practica de laboratorio:
PROPIEDADES DE AMINOACIDOS Y PROTEINAS

@-0BJETIVOS
Generales:
2* Realizar pruebas de identificacion de aminoacidos y proteinas a sustancias conocidas.

Especificos:
X Diferenciar las pruebas para identificar aminoacidos, péptidos y proteinas.

€©-REFERENTES CONCEPTUALES

Las Proteinas son biomoléculas grandes que se encuentran en todo organismo vivo. Son el material principal de la
piel, los mdsculos, tendones, nervios y la sangre, enzimas (catalizan miles de reacciones bioldgicas) anticuerpos y
muchas hormonas. La queratina de la piel y las ufias, la fibroina de la seda y telarafias, la caseina de la leche, la
hemoglobina de la sangre, el colageno de los tendones y la piel, la miosina y la actina de los misculos, todas son
Proteinas.’

Sea cual sea su funcion, todas las Proteinas estan construidas de muchas subunidades llamadas aminoacidos.

Un aminoacido es un acido carboxilico con un grupo amino en el carbono, los cuales estan unidos entre si mediante
enlaces “Peptidicos” en una cadena larga llamada polipéptido (Figura 1).
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Figura 1: Formacién del enlace peptidico.” Peptide bond
Un dipéptido contiene dos residuos de aminoacidos, un TH
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Figura 2: Estructura de un pentapéptido.
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secundaria: es la forma en que los residuos de aminoacidos interactan dentro de una cadena para formar
estructuras tales como la hélice alfa y la beta; (c) estructura terciaria: la forma en que una sola cadena
polipeptidica entera (o cadenas unidas por enlaces disulfuro) se pliega para formar una estructura tridimensional; y
(d) estructura cuaternaria: es la interaccion entre cadenas para formar proteinas de maltiples subunidades’como

se muestra en la figura 3.
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Figura 3: Estructuras de las proteinas.’
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Las proteinas se clasifican, a grandes rasgos, en dos clases. Las proteinas fibrosas contiene cadenas largas de
polipéptidos que se presentan en forma de haz; estas proteinas son insolubles en agua. Todas las proteinas
estructurales son fibrosas. Las proteinas globulares tienden a tener formas esféricas y son solubles en agua. Todas
las enzimas son en esencia proteinas globulares.’

@-MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

Materiales y equipos

Reactivos

10. Tubo de ensayo

. Gradilla

. Pipeta Pasteur

. Beaker de 100 mL

. Beaker de 250 mL

. Agitador de Vidrio

. Pipeta de 10 mL

. Pipeteador

. Placa de calentamiento
. Tripode

. Pinzas para tubo de ensayo
. Balanza digital

T T O ST C , N

5g Albimina de huevo

50 mL Agua destilada

2 mL Etanol al 95 %

1 mL AgNO, al 5%

1 mL HgCl,al 2%

2 mL Acido tricloroacetico al 10 %
3 mLNaOH 0,1 N

15 mL Reactivo de Biuret
15 mL Reactivo de Millon

6 mL HNO, concentrado

2 mL NaOH 10%

7 mL Ninhidrina

15 mL CH,COOH concentrado
8 mL Reactivo de Esbach

20 mL Aminoacidos al 5%
(7 diferentes: tirosina,
fenilamina, triptéfano,
Leucina, Cisteina,
Arginina, Glutamato)

Papel indicador Universal

Materiales que debe traer el estudiante
« Elementos de bioseguridad (Bata, guantes de nitrilo, monogafas).

» Toallas absorbentes.
» Sharpie.
» Algodén.
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©-PROCEDIMIENTO
PARTE I: Cambios estructurales en la albiamina de huevo (Precipitacion de la proteina)

Preparar 20 mL de una solucién acuosa de albdmina de huevo disolviendo la albdmina de huevo (clara del
huevo) 1:5enagua destilada.
En 4 tubos de ensayo agregue 1 mL de disolucion de clara de huevo (1:5), a cada uno de estos adicione las
siguientes sustancias en las cantidades indicadas:

-Tubo 1: 2 mL de etanolal 95 %.

- Tubo 2: 5 gotas de nitrato de plata (AgNO,) al 5 %.

- Tubo 3: 5 gotas de cloruro de mercurio (HgCl,) al 2 %, agite y observe lo ocurrido.

- Tubo 4: 1 mL de acido tricloroacético al 10%.

En un tubo de ensayo adicione 2 mL de disolucion de clara de huevo (1:5) y caliente a bafio de maria durante
5-10minutos, registre los cambios se observan en la mezcla.

Agite la disolucion de albumina de huevo (1:5), tome una gota de esta disolucién y dispéngala en un vidrio de
reloj. Determine el pH con papelindicador universal.

Tome una gota de esta mezcla y dispongala en el vidrio de reloj. Determine el pH con papel indicador
universal.

A la misma mezcla anterior, adicione gota a gota NaOH 0,1N hasta que la disolucién se torne transparente
como estaba inicialmente.

PARTE II. Pruebas de Identificacion de aminoacidos, péptidos y proteinas.

REACCION DE BIURET

En tubos de ensayo diferentes adicione: 1 mL de disolucion de clara de huevo (1:5) y 1 mL de disoluciones de
aminoacidos 5%.

NOTA: Utilice las disoluciones de aminoacidos disponibles.

Prepare una disolucién de gelatina sin saboral 5% (0,5g de gelatina en 10 mL de H,0).

Adicione 2 mL de la disolucién anterior (gelatina 5%) a un tubo de ensayo.

Adicione 2 mL de Leche en otro tubo de ensayo.

A cada tubo de ensayo adicionar 1 mL de reactivo de Biuret.

Observe y registre los resultados.

Disponga los residuos en el recipiente rotulado como “Disoluciones de metales pesados”

REACCION DE MILLON

En tubos de ensayo diferentes adicione: 1 mL de disolucion de clara de huevo (1:5), 1 mL de disolucién de
gelatina 5%y 1 mL de disoluciones de aminoacidos 5%.

NOTA: Utilice las disoluciones de aminoacidos disponibles.

A cada tubo de ensayo adicionar 1 mL de reactivo de Millon.

Agite. Deje en reposo 10 minutos.

Observe y registre los resultados.

Disponga los residuos en el recipiente rotulado como “Disoluciones de metales pesados”
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REACCION XANTOPROTEICA

« En tubos de ensayo diferentes adicione: 1 mL de disolucion de clara de huevo (1:5), 1 mL de disolucion de
gelatina 5%y 1 mL de disoluciones de aminoacidos 5%.
NOTA: Utilice las disoluciones de aminoacidos disponibles.

 Adicionar a cada uno 5 gotas de HNO, concentrado. Calentar suavemente (Bafio Maria). Enfriar el tubo y
agregar 1ml de NaOH al 10 %. Observary describir.

| Disponga los residuos en el recipiente rotulado como “Disoluciones acidas”

REACCION CON NINHIDRINA

« En tubos de ensayo diferentes adicione: 1 mL de disolucion de clara de huevo (1:5), 1 mL de disolucién de
gelatina 5%y 1 mL de disoluciones de aminoacidos 5%.
NOTA: Utilice las disoluciones de aminoacidos disponibles.

» A cada tubo agregar dos gotas de ninhidrina y calentar. Observar la coloracién que toman y compararla entre
ellos.

|| Disponga los residuos en el recipiente rotulado como “Disoluciones de compuestos nitrogenados”

REACCION DE ESBACH

« En tubos de ensayo diferentes adicione: 1 mL de disolucion de clara de huevo (1:5), 1 mL de disolucién de
gelatina 5%y 1 mL de leche.

« Agregue 2 mL de reactivo de Esbach. Anote el color del precipitado. Caliente y anote el cambio que se
observa.

|| Disponga los residuos en el recipiente rotulado como “Disoluciones acidas”

@»Preguntas de profundizacion
Para entregar resueltas en el pre-informe

1. Consultar en que consiste y cudl es el fundamento tedrico (para qué se utilizan y las caracteristicas) de las
siguientes pruebas de identificacion de aminoacidos, péptidos y proteinas (Escriba ecuaciones quimicas):

« Reaccion de Biuret

e Reaccion de Millon

¢ Reaccion Xantoproteica

e Reaccion con Nihidrina

» Reaccion de Adamkevich o Hopkis- Cole
« Reaccion de Esbach

2. Describa como se da el proceso de desnaturalizacion de las proteinas por cambios de temperatura, de pH y la
adicion de otras sustancias (reactivos).
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. ¢Por qué los grupos carboxilo de los aminoacidos son mucho mas acidos que los carboxilos de un acido carboxilo

como el acido acético?

El glutation es un tripeptido que destruye los agentes nocivos del organismo, compuestos que se piensa son
causantes de algunos efectos del envejecimiento. EL glutation reduce los agentes oxidantes y los destruye como
consecuencia, se oxida el glutation: Identifique los enlaces peptidicos en la estructura y diga si se presenta algo
inusual. Explique.

COO O O O
H}&CHCH:CH:C_NHCHC_NHCHZAL04
H,
glutathione S|H

. Si se tienen tres muestras biolégicas no etiquetadas, en la cual una de ellas es un carbohidrato, otra un lipido y

otra una proteina; ;Cual prueba se usaria para identificar rapidamente cual es la proteina? Explique

Para entregar en el informe

1.

2.

Para el procedimiento realizado en la PARTE I: Explique en cada caso que efecto tuvo la adicion de los reactivos a
la solucion de albumina, escriba las reacciones.

Describa cada una de las reacciones realizadas en la practica. Escriba la ecuacion que describe la reaccion
quimica correspondiente.

. Describa las propiedades quimicas de los aminoacidos teniendo en cuenta: el grupo carboxilo (formacion de

sales, reduccion hasta alcoholes, esterificacion, descarboxilacion, formacion de cloruros de aminoacidos).

Describa las propiedades quimicas de los aminoacidos teniendo en cuenta: el grupo amino (formacion de sales,
reaccion con el acido nitrico, reaccion de Van-Slyke, alquilacion, formacion de bases de Schiff, reaccién de
Sanger).

Describa las propiedades quimicas de los aminoacidos teniendo en cuenta: el radical (reaccidon xantoproteica,
reaccion de Pauly, reaccion de Sakaguchi, reaccion del nitroprusiato, reaccion del Millon, reaccion de
Adamkevich (Hopkis Cole), reaccion de Folin).

Resuma las principales propiedades quimicas de los peptidos y las proteinas.
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