Problema 1:
Se tiene una mezcla de 5 decapeptidos todos en concentraciones equimolares.
Los distintos decapeptidos tienen las siguientes secuencias:
Ala-(Ala)3-Glu-(Ala)5
Ala-(Ala)3-(Glu)2-(Ala)4
Ala-(Ala)3-(Glu)3-(Ala)3
Ala-(Ala)3-(Glu)4-(Ala)2
Ala-(Ala)3-(Glu)5-Ala
a. Determine el Pl para cada uno de los distintos decapéptidos
b. Calcule el volumen de una solucion de NaOH 0.1N para llevar a la solucion
equimolar (0.2M) de los 5 decapeptidos desde un PH=1 hasta un PH = 8.
Considere usar aproximaciones justificando adecuadamente.
c. Esquematice en el mismo gréfico de PH vs vol de NaOH la curva de
titulacion de la solucién equimolar de los decapeptidos.

Problema 2:

Con los grandes avances de la biotecnologia molecular, es posible contar con
técnicas in vitro que permiten modificar o redisefiar la actividad de una
determinada enzima ya sea para mejorar sus propiedades cataliticas o
directamente para que catalize una reaccion quimica nueva. De esta forma un
laboratorio esta interesado en redisefiar el sitio activo de la enzima
carboxipeptidasa. Recordemos que esta enzima elimina el aminoacido
carboxiloterminal (Rn) por la reaccion:

Prot-CO-NH-Calfa-C0-NH-Calfa-COO- Prot -CO-NH-Calfa-COO- NH3CalfaCOO-
Rn-1 Rn > Rn-1 + Rn

El laboratorio desea redisefar la enzima para que libere el extremo carboxilo
terminal de proteina donde el residuo Rn-1 sea el amino &cido tirosina.
Proponga que amino acidos incorporaria al sitio activo de la carboxipeptidasa para
interaccionar con los siguientes grupos de la proteina sustrato. Explique en cada
caso que tipo de interacciones esperaria tener y cual es el fundamento de dicha
interaccion:
a. Residuos que interaccionen y reconozca selectivamente ala Tyry no a
otros aminoacidos.
b. Residuos que estabilicen el extremo carboxilo terminal de la proteina
sustrato
c. Residuos que estabilicen el grupo carbonilo y el imino del enlace peptico
que se va a cortar.

Problema 3:
Una enzima recientemente purificada de una bacteria contiene en su forma nativa
4 subunidades. A ud. le encomiendan disefar protocolos experimentales para
obtener mas informacién sobre la enzima. En principio las preguntas que se
desean contestar son:

a. Las subunidades son iguales o distintas?

b. Como se mantienen unidas las distintas subunidades?



c. En el caso que las subunidades fueran distintas, cual de todas ellas es la
mas basica y cual la mas acida.

d. Cudl de las subunidades, sino todas, une el sustrato?

e. El peso molecular de la forma nativa y de cada una de sus subunidades,
por lo menos estimados por dos métodos independientes.

Para cada una de estas preguntas plantee un protocolo experimental que le
permita contestarlas y llegar a una caracterizacion inequivoca.

Problema 4:

Una toxina proteica de un hongo venenoso se une a un receptor de los glébulos
rojos produciendo su hemolisis. Se quiere usar este hecho para definir una unidad
biolégica de la toxina y cuantificarla en 5 (f1,f2,3,f4,f5) distintos extractos de
distintas especies de hongos. Para esto se procedid de la siguiente manera:

1 ml de cada uno de los extractos se mezclo con 4 ml de sangre de cordero.
Después de una centrifugaciéon se midié la cantidad de hemoglobina en el
sobrenadante usando el método de Lowry. Para esto se construyo una recta de
calibracion cuya ecuacion es:

y=14.5 x R?=0.99

Los resultados de esta determinacion son

Fraccion F1 F2 F3 F4 F5
[Protf mg/ml | 0.01686 0.106 8.43 107 0.045 0.177

Ademas para cada una de las fracciones se determind la diferencia en el nimero
de glébulos rojos (antes y después del agregado de la toxina). Para esto se tomo
1ml de cada uno de los extractos y se los mezclo con 4 ml de sangre de cordero.

Fraccién F1 F2 F3 F4 F5
Diferencia 1 6 0.5 2.7 10.5
Namero de

GR

(millones)

En base a estos datos:
a. Defina 2 unidades de actividad biol6gica que describan la actividad
hemolitica de la toxina
b. Exprese las concentraciones de cada fraccion en unidades de actividad
bioldgica
C.




