
   Aminoácidos y péptidos. Caracterización química.

 Estructura primaria de proteínas.

Temario

Los aminoácidos como sustancias puras y como monómeros de polímeros. Estructura química, clasificación. Propiedades físicas y químicas. Aminoácidos biológicos. Estereoquímica. 

Reacciones de caracterización e identificación. Separación de aminoácidos por cromatografía. Cuantificación colorimétrica de aminoácidos (ninhidrina y reactivos fluorescentes). Reacciones de identificación y/o protección de grupos funcionales de aminoácidos.

Equilibrio ácido-base en soluciones acuosas. La ecuación de Henderson-Hasselbach. Titulación de aminoácidos. Carga neta. Punto isoeléctrico e isoiónico. Cálculo teórico y determinación experimental.

El enlace peptídico. Propiedades químicas y físicas. La reacción de Biuret. Hidrólisis completa de polipéptidos. Localización y cuantificación de puentes S-S. Determinación de aminoácidos N y C-terminales. Hidrólisis parcial de proteínas: generación de péptidos por tratamiento enzimático o químico. Análisis de péptidos y mezclas de péptidos. Métodos de secuenciamiento de proteínas: métodos de Sanger y Edman. 

Bibliografía General

“Biochemistry”,  Zubay, 4ta Ed.

“Principios de Bioquímica”, Lehninger, 2da Ed.

“Biochemistry”, Mathews & Van Holde, 2da Ed.
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Preguntas Conceptuales

1. ¿Qué significa el término “aminoácidos genéticamente determinados”? ¿Conoce algún otro tipo de aminoácidos?

2. Explique los términos isoiónico e isoeléctrico. Tienen el mismo valor cuando se estudia un dipéptido y una proteína? Justifique.

3. ¿Qué es un anfolíto?

4. El punto isoeléctrico, tiene alguna aplicación experimental? Explique.

5. Considera importante desde el punto de vista biológico que los aminoácidos presenten estereoisomería?

6. Clasifique a los aminoácidos según las siguientes propiedades: tamaño, carga, hidrofobicidad.

7. Cuál es la estabilidad química del enlace peptídico?

8. Esquematice un dipéptido. Indique que átomos se ubican en el mismo plano. Además marque los ángulos psi y phi.

Problemas

1. Para la mayoría de los aminoácidos libres, el valor pKa del -COOH es aproximadamente 2.0. Sin embargo, cuando el mismo grupo es el extremo C de un polipéptido, su pKa es cercano a 4.0. ¿Cómo se explicaría esto?

2. Las proteínas absorben luz ultravioleta (UV) en el rango de longitudes de onda comprendido entre 275 y 290 nm. ¿Qué aminoácidos son responsables de esta absorción? ¿Por qué? ¿Cuáles pueden ser las aplicaciones prácticas de este fenómeno? 

3. ¿Qué aminoácidos naturales pueden participar en la formación de puentes de hidrógeno a través de sus grupos laterales R? Escriban la fórmula química de dos de estos aminoácidos e indiquen el/los átomos que podrían actuar como dadores o aceptores de puentes de H. 

4. ¿A qué se llama punto isoeléctrico (pI) de una molécula? ¿Cómo se determina experimentalmente? 

Supongan que una sustancia tiene dos grupos ionizables, siendo Ka1 y Ka2 las constantes de disociación ácida de cada uno. ¿Cómo podrían calcular en forma teórica el valor de pI si conocen los valores de Ka1 y Ka2?

5. Suponga que cuenta con una solución acuosa de 0.1 M del aminoácido Gly. Calcule la concentración de las distintas especies iónicas a PH=0, PH=PI y PH=14. Grafique                                                                                                             la concentración de las distintas especies en función del PH.

6. La electroforesis en papel es un método clásico de separación de aminoácidos. El papel actúa como soporte sobre el cuál se forma una capa delgada de solución electroforética, que no afecta la movilidad de los aminoácidos. Es decir, se mueven como si estuvieran en solución acuosa. Al terminar la electroforesis, la ubicación de cada aminoácido se hace evidente por aplicación de un reactivo químico para aminoácidos al papel.

a. Si se tiene una solución de alanina (Ala, pKa -NH3+ = 8.84), ¿es posible separarlos por electroforesis en papel a pH 6.0?. ¿Porqué? 
-COOH = 2.1, pKa -NH3+ = 9.87) y asparagina (Asn, pKa -COOH = 2.35, pKa 
b. Escriban la fórmula desarrollada y calculen la carga neta de ambos aminoácidos a pH 6.0. 

c. ¿Será posible separarlos en otra condición de pH?

7. Tienen una solución con una mezcla de Ala, Val, Glu, Lys y Thr. Si hicieran una electroforesis en papel a pH 6.0, colocando una pequeña muestra de la mezcla en el centro del papel, ¿cuántas manchas verían y cuál sería su posición relativa luego de revelar los aminoácidos con ninhidrina?

8. Se utilizaron 6 ml de HCl 2.5 M para llevar 15 ml de una solución de arginina (Arg) desde pH = pI a  pH = 2.2 (que es igual al pKa del (-COOH), ¿cuál era la concentración molar de Arg en la solución? Esquematicen la curva de titulación obtenida (grafiquen el pH del recipiente dónde hacen la titulación en función del agregado de ácido). 

9. La Tyrosina (Tyr) presenta los siguientes valores de pKa: pK1 =2.20, pK2 =9.11 y pK3 =10.06. En una solución de Tyr 0.01M y pH = 9.4, ¿cuál es la concentración de cada una de las formas iónicas del aminoácido?

10. La secuencia de la hormona peptídica angiotensina es Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe. Los valores detectados de pKa son: pK1 = 3.0, pK2 = 3.9, pK3 = 6.0, pK4 = 9.1, pK5 = 10.0 y pK6 = 12.5.

a. ¿A qué grupo funcional y de qué aminoácido correspondería cada pKa? ¿Cuál sería el valor estimado de pI de la angiotensina?

b. ¿Cuál es la forma iónica predominante de la angiotensina a pH = 6.5? Escriban su fórmula desarrollada. ¿Cuál sería el porcentaje de esta especie iónica a pH = 7.0?

d. ¿Qué volumen de HCl 0.025M debe agregar a 40 ml de una solución 2mM de angiotensina a pH = pI para llevarla a pH = 4.3?

11. La absorción de luz UV a 290 nm que exhibe la Tyr se modifica al disociarse el OH fenólico, según se observa en los coeficientes de absortividad molar: 290 (pH = 12.5): 23.102M-1cm-1. 
290 (pH = 4.0) = 1.102M-1cm-1 ; 
a. ¿Por qué?

b. Comparen en un mismo gráfico las curvas de titulación y de absorbancia a 290 nm, en función del agregado de NaOH. Marquen los puntos más relevantes de estas curvas, con valores numéricos.

12. Se ha aislado un péptido cuya estructura se desea dilucidar. Los datos experimentales disponibles son:

a. PM relativo (determinado por ultracentrifugación, un método que no altera la estructura): 1000

b. PM relativo (determinado por electroforesis en condiciones desnaturalizantes): 1000

c. Análisis cuali-cuantitativo de aminoácidos por hidróLysis total y separación por cromatografía de intercambio iónico: Arg, Cys, Lys, Glu, Val, Gly, Tyr, Ala y Phe; todos en relación molar 1:1, excepto Cys, que se encontró 2:1 respecto a los demás componentes.

d. Determinación de aminoácido N-terminal (por Sanger): se detectó DNP-Tyr y DNP-Glu, en proporciones molares 1:1.

e. Tratamiento con 2-mercaptoetanol, hidróLysis con tripsina, y posterior anáLysis de los fragmentos: se determinaron 4 fragmentos, con la siguiente composición:


T1: Val

T2: (Lys, Glu)           T3: (Gly, Phe, Tyr, Ala, Cys)

T4: (Arg, Cys)

f. Se repitió el tratamiento e) pero reemplazando tripsina por quimotripsina: 


Q1: Tyr

Q2: Ala  
       Q3: (Glu, Lys, Val, Arg, Cys)
Q4: (Phe, Cys, Gly)

En todos los casos, las relaciones molares de los aminoácidos fueron 1:1.

¿Cuál es la secuencia del péptido? ¿Pueden asegurarla sin dudas?

13. Dado el siguiente péptido:


                   Glu-Tyr-Lys-Cys-Leu-Val
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  Gly-Arg-Cys-Ile-Lys-Ser

Indique qué resultados obtendrían si hacen:

a) un tratamiento con carboxipeptidasa (indiquen cuál es el primer producto obtenido).

b) determinación de aminoácido N-terminal por Sanger.

c) hidróLysis con tripsina, y anáLysis cuali-cuantitativo posterior.

d) Idem c) con previo tratamiento con 2-mercaptoetanol.

e) HidróLysis con quimotripsina y posterior anáLysis cuali-cuantitativo.

f) Idem e) con previo tratamiento con 2-mercaptoetanol.

¿Son suficientes estos tratamientos como para determinar la secuencia completa? Si no fuera así, ¿qué otras determinaciones serían necesarias?

14. Una sustancia neuroactiva muy poco soluble en agua da reacción positiva con la colorimetría de Lowry, pero da negativo con ninhidrina. Si se lo hidroliza previamente en ácido clorhídrico, entonces la reacción de ninhidrina se hace positiva. La sustancia da reacción negativa con Dinitrofluorobenceno y tampoco reacciona con Carboxipeptidasa. La sustancia absorbe a 280 nm y el valor de absorbancia no varía con el pH entre 2 y 13. La sustancia no migra en una electroforesis a pH 4 ni a pH 10. La actividad de la sustancia no se altera por tratamientos con Tripsina pero se destruye, obviamente, por tratamiento con Quimotripsina. La sustancia tiene aproximadamente el mismo peso molecular antes y después del tratamiento con quimotripsina, sin embargo luego del tratamiento con quimotripsina la sustancia migra hacia al cátodo a pH 4 y hacia el ánodo a pH 10. ¿Cuál es el pI de la sustancia? ¿Cuál es el pI de la sustancia luego de ser tratada con quimotripsina? Explique el subrayado de obviamente. Caracterice lo más posible a la sustancia en cuestión utilizando todos los datos que tiene.

16. En una misión espacial al planeta Marte se quiere detectar la presencia de vida actual o pasada. Para esto se diseñaron distintos protocolos para detectar la presencia de proteínas y de amino ácidos. 

a. Explique algún método o protocolo para detectar la presencia de proteínas.

b. En el caso que la detección de proteína fuera negativa, explique un método o protocolo que le permita caracterizar la presencia de amino ácidos.

En la misma misión se diseño además un protocolo para establecer, en el caso de existir, el porcentaje de amino ácidos D o L en la muestra marciana. Se espera encontrar al menos uno de los resultados siguientes:

i. > 97 % de amino ácidos con configuración L

ii. > 97 % de amino ácidos con configuración D 

iii. Una mezcla de amino ácidos L y D más o menos al 50%.

¿Qué conclusiones obtendría de cada resultado acerca de la existencia de vida en Marte?

17. A continuación se muestra la estructura espacial del malato.
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El malato es el sustrato de la enzima malato deshidrogenasa particularmente activa a pH fisiológico (pH = 7.00). La enzima posee un sitio activo que une al malato. 

a. En el mismo gráfico donde se muestra la estructura del malato, diseñe un sitio activo para unir al malato. Esquematice que amino ácidos de la enzima usaría y que tipo de interacciones débiles se establecerían entre la enzima y el sustrato.

Como ud. sabe las enzimas de distintos organismos tienen distintos amino ácidos que en general cumplen la misma función. Podría mencionar 2 sitios activos alternativos al que ud. mencionó en el inciso anterior?

18. Recientemente se ha descrito que los aminoácidos que forman parte del sitio activo de una enzima poseen un comportamiento ácido-base diferencial con respecto al comportamiento del mismo tipo de aminoácidos en otra parte de la misma proteína. Usando este método se estudio las propiedades ácido-base de todas las Tyr, Lys e His de la enzima triosafosfato isomerasa. Los resultados de tal análisis se muestran a continuación.
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En el gráfico A se estudiaron todas las His, en el B todas las Tyr y en el C las Lys. En el cuadro inserto en cada gráfico se muestran las posiciones de todas las His, Tyr y Lys de la proteína considerada.

a. Identifique que residuos en cada gráfico tienen un comportamiento ácido-base atípico.

Proponga un entorno fisicoquímico que justifique el apartamiento de los aminoácidos identificados en el punto a del comportamiento ácido-base promedio.




0





  





-1











-2




















+2








+1











0








-1








  1     2     3    4    5    6    7     8        


              PH





  7     8     9    10    11    12     13        


                          PH





+1











0











-1











  7      8      9     10      11     12           


                          PH








