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PRACTICA 1
ESTRUCTURA Y PROPIEDADES ACIDO-BASE DE LOS AMINOACIDOS

Objetivos

- Aprender a medir el pH de una disolucion.
- Preparacién de tampones. Calculo teoérico y preparacion practica.

- Conocer la estructura de los 20 aminoacidos que forman parte de las proteinas. Diferenciar
los isdmeros L y D y los distintos estados de ionizacidn, desarrollando sus estructuras en el
plano y en tres dimensiones, utilizando modelos moleculares de bolas y varillas.

- Estudio experimental de las propiedades acido-base de los aminoacidos.

Dia 1. Explicacién y propuesta de experimentos y ejercicios.
Dia 2. Preparacién de un tampon. Titulacion de un aminoacido

Dia 3. Estructura de los aminoacidos. Discusion de resultados.

1. Medida del pH de una disolucién

El pH metro es un sensor electroquimico que sirve para medir el pH de una disolucién. Consta
de dos electrodos, uno de vidrio y otro de calomelanos (cloruro de mercurio). Al medir el pH
se mide la diferencia de potencial entre dos soluciones separadas por una fina membrana de
vidrio. El electrodo de vidrio tiene un bulbo sensible, que se llena con HCI saturado con cloru-
ro de plata. El potencial dentro de este electrodo es constante (pH 7), de manera que la medi-
da va a depender solamente de la concentracion de protones de la solucion exterior. El alam-
bre que se sumerge al interior permite conducir el potencial hasta un amplificador.
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Figura 1. pHmetro de laboratorio.
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Calibracion del pHmetro

El electrodo de vidrio debe calibrarse para asegurar su precision. Se utilizan buffers de cali-
brado, de pH conocido.

Calibrar el pHmetro con los tampones pH 7,02 y pH 4, siguiendo las instrucciones del profe-
sor/a.

Precauciones

- El electrodo del pHmetro se conserva siempre sumergido en la solucién de conservacion
(KCI 3M).

- Lavar y secar el electrodo cada vez que se cambia la solucion en la que se sumerge.
- No debe dejarse el electrodo en seco mas de 5 minutos.

- El bulbo del electrodo debe quedar sumergido completamente y no tocar las paredes o el
fondo del vaso.

2. Preparacion de soluciones tampo6n

Un tampodn esta compuesto por un acido débil y su base conjugada. El pH del tampdn depende
de las proporciones de acido y base. La ecuacion de Henderson-Hasselbalch relaciona el pH
con el pK, del 4cido y las concentraciones de acido y base:

pH = pKa. + log [base] / [acido]

Problema. Partiendo de soluciones 0,1 M de acido y base, calcular los volimenes que tienen
que mezclarse para preparar los siguientes tampones:

50 ml de tampdn fosfato sédico 0,1 M pH 7,68 (pKa =7,2).
50 ml de tampdn acetato sodico 0,1 M pH 5,45 (pKa=4,75).

3.2.- Preparar los tampones segun los calculos anteriores: para cada tampoén, medir con la
probeta los voliumenes calculados de acido y base, mezclarlos en un vaso de precipitados, agi-
tar y medir el pH en el pHmetro.

3.3.- Comparar los valores de pH tedricos con los obtenidos experimentalmente.
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3. Titulacion de una solucion de un aminoacido

Los aminoacidos son compuestos anféteros, es decir, que en solucién acuosa se comportan co-
mo acidos o como bases, dependiendo del pH de la solucion. Los aminoacidos poseen dos gru-
pos ionizables (amino y carboxilo). El punto isoeléctrico es el valor medio de los pKas de estos
dos grupos. Los aminoacidos de caracter acido (aspartico, glutamico) o basico (histidina, argi-
nina, lisina, triptéfano) poseen un tercer grupo ionizable, en la cadena lateral. Esto influye en
su punto isoeléctrico.

Partiendo de un aminoacido en solucion a pH extremo (basico), vamos afiadiendo HCl 1M y
midiendo el pH a intervalos hasta llegar a pH 1,5. Representando los valores de pH obtenidos
frente al volumen de acido afiadido obtenemos la curva de titulacién, que nos permite conocer
los pKas de los grupos ionizables y el punto isoeléctrico del aminoéacido.

Procedimiento
- Lavar la bureta con agua destilada. Llenarla con HCl 1 M hasta el cero de la bureta.

- Afiadir a un vaso de precipitados pequefio, 30 ml de la solucién de aminoacido. Medir el pH
inicial de la solucion.

- Llevar a cabo la titulacién afladiendo HCI desde la bureta en fracciones de 0,5 ml. Agitar con
una varilla de vidrio después de cada adicion de HCL

- Anotar en una tabla el pH y el volumen de acido correspondiente. Afiadir acido hasta llegar
a pH 1,5 aproximadamente.
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Figura 2. Esquema de la titulacién de una solucion.
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Curva de titulacion de la glicina:

pH ml HCl




UC

BIOQUIMICA ESTRUCTURAL Y BIOLOGICA

José Carlos Rodriguez Rey, Javier Ledn Serrano, M2 Dolores Delgado Villar y Jestis Navas Méndez

UNIVERSIDAD
DE CANTABRIA

course

Resultados

1. Representar los valores de pH (en el eje de ordenadas) frente al volumen de acido afiadido
(en el eje de abscisas) en la titulacién del aminoacido.

2. A partir de la representacion grafica, obtener los valores aproximados de los pKa de los
grupos ionizables del aminoéacido y su punto isoeléctrico (pI).

3. Indicar qué pKa corresponde al grupo amino y cual al carboxilico.

4. Escribir las formas de disociacion de la glicina (las estructuras) e indicar qué carga
presentara el aminoacido al pH inicial de la titulacion, al pH igual al pl y al pH final.
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4. Estructura de biomoléculas (aminoacidos y péptidos).

Objetivos

- Conocer la estructura tridimensional de aminoacidos y péptidos.

Se utilizaran los modelos moleculares de bolas (elementos) y varillas (enlaces).

Elementos Color
Hidrégeno H BLANCO
Carbono C NEGRO
Nitrégeno N AZUL
Oxigeno 0 ROJO
Azufre S AMARILLO
Fésforo P PURPURA

Longitudes de enlace

En la escala que se utiliza 100 picometros equivalen a 3 cm.

C-H,O-H, N-H, S-H 2.0 cm
C=0 2.5cm
C=C S-C P-0 3.0cm
C-C, C-N,C-0 3.5cm

Estructura de aminoacidos y péptidos

Formas Do L

Busca el Co asimétrico, con el H orientado hacia ti.

Mira el orden de los sustituyentes en el sentido de las agujas del reloj:
COO--R-NH3*......... forma L.

COO--NH3*-R.......... forma D.

course
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Estereoisomeria de los aminoacidos

(a)

(b)

(c)

L-Alanina
COO~
H,N— (:3 —~H
CH,
L-Alanina
CIOO*
HgltlfCI—H
CH,4
L-Alanina

D-Alanina

CO0~
H—C—NH,

CH;
p-Alanina

CO0O~
H—?—ﬁm
CHj
p-Alanina

Aminoacidos estandar

COO
H,;N—C—H
H

Glicina

Grupos R apolares alifaticos

CcOo0
H,N—C—H

CHy

Alanina

(‘T()()
HsN—C—H

CH

A
CH; CH,

Leucina

H,N

Co0 C00
H |
c H.N—C—H
"CH, ‘
| * _CH
0= onCHy CH, CH,
Prolina Valina
CO0O CcCOO
H,N—C—H HN <‘ H
H—C—CH, CH,
CH, CH,
CH, $
CH,

Isoleucina Metionina

Grupos R polares sin carga

COO

|
HyN—C—H

CH,OH

Serina

CO0 COO

H,N—C—H H;N—C—H
H—C—OH CH,
CH, SH
Treonina Cisteina

COO COO

HN—C—H  H,N-C—H
CH, CH,

/C\§ CH,
H,N (6] C
7N

H,N (0}

Asparagina Glutamina

Grupos R arométicos
COO
HN-C-H  HN
o,

Tirosina

Grupos R cargados positivamente

Coo

|
,(r‘,H

Triptéfano

(‘f()() COO (17()()
H.N—C—H  HN—C—H HyN ¢-H
(;‘,H, (I:u., (|:Hz
CH, (liH., T‘ N\ll
|
CH, CH, 4
| | (i"N
(')H., I;IH }
*NH, (, NH,
NH,
Lisina Arginina Histidina

|

|

| (“,()() (‘IO()
: HN-C-H  H,;N—C—H
[ ?Hz llH-z
‘ €00 (|:H2
|

| (6{0]0]
| Aspartato Glutamato

Grupos R cargados negativamente
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Resultados
1. Identificar los aminoacidos que se suministran:
a) Nombrar.
b) Decir si presentan forma D o L.
c) Dibujar la estructura (con el estado de ionizacién).

2. Construir un aminoacido. Cada pareja hara el mismo aminoacido, uno el D y otro el L, y
comparara los enantiémeros.

3. Construir un tripéptido. Observar las propiedades del enlace peptidico. Dibujar la estructu-
ra, sefalar los extremos N y C terminales, enlaces peptidicos y cadenas laterales.



