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PROPIEDADES DE LAS PROTEINAS
(DESNATURALIZACTION, DIALISIS Y EQUILIBRIO DE DONNAN)

INTRODUCCION

La caracterizacién de una proteina en cuanto a su estructura y funcién
biolégica, requiere del aislamiento y purificacifn a partir de la fuente natu-
ral. Para ello, es aplicable técnicas que permiten la eliminacién de material
contaminante; las cuales son mé&todos suaves que precisan de un trabajo cuidado

so siendo Gtiles para el aislamiento de proteinas globulares nativas, pero no
empleadas para otros compuestos de carbono biologicamente importantes.

Sin embarmo wvara trabasar con estas biomoléculas. es necesario una —
atencién estricta a los detalles. puesto nue son extremadamente sensibles al -

calor, al pH, radiaciones, solventes orasnicos. &tc; y en alaunos casos hasta
al agua destilada.

CBJETIVO

Trataremos de demostrar experimentalmente el efecto de los factores am
bientales como el calor y el pH sobre la integridad de las protefnas, asimismo
Observaremos la propiedad que tienen estas moléculas de no atravezar membranas
semipermeables, asf como la capacidad de un ién no difusible (proteinas) de oca

sionar una distribucién desigual de iones a ambos lados de la membrana semiper—
meable.

FUNDAMENTO

DESNATURALIZACION: Este fenfmeno, es el cambio que experimentan las moléculas -
de proteina cuando se exponen a diferente condiciones camo son: cambios de tem-
peratura, pH, sonicaci6n, exposicién a la radiacién ultravioleta, agitacién, -
solventes orgénicos, altas concentraciones de canpuestos polares, trituracién. .
Las alteraciones ocasionadas por estos factores fisicoquimicos son directamente
sobre las estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria de las protefnas debi
do al rompimiento de los enlaces no covalentes que mantienen dichas estructuras.

Ios efectos de la desnaturalizacién se manifiestan camwo pérdida de-
la actividad biolégica, solubilidad dismimuida en el punto isoeléctrico, pérdida
de la cristabilidad, asf como aumento en 1la levorrotacién, asfmetrfa de la molé
cula y suceptibilidad incrementada a la hidr6lisis efectuada por enzimas proteo
liticas. Ios agentes que ocasionan la desnaturalizacién de las protefnas se co
nocen como AGENTES DESNATURALIZANTES . =

Cuando las protefnas se colocan a temperaturas superiores a los 35°C
sufren el fenémeno de desnaturalizacién y la alteracién- es total al llegar a -
los 80°C. Entre estos limites la solubilidad disminuye observdndose la formacién
de un coagulo (COAGUIACION) camo ocurre con las albminas y las glcbulinas al -
calentarlas, Este fenfmeno se presenta mejor cuando la protefna se encuentra cer
ca de su punto isoeléctrico. :
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DESNATURALIZACION POR SOLVENTES ORGANICOS: Sustancias orgénicas camo el alco-
hol, la acetona, &ter con una baja constante dieléctrica, al ser adicionadas
a soluciones acuosas de protefna, reducen la constante dieléctrica de esas -
soluciones, abatiendo la afinidad de 1a protefna por el solvente, por lo que
estas bicmoléculas se disuelven menos y precipitan de la solucién.

PRECIPITACION POR ANIONES: Ios iones negativos se combinan con las protefnas-
cargadas positivamente (a pH 4cido con respecto al punto isceléctrico), preci
pitando en fo-rma de sales de protefna; alqunas de estas sales son insolubles.
Entre estos agentes precipitantes figuran el dcido- tricloracético, acido pi-
crico, dcido ténico, dcido fosfomolfbdico, tingstico, v aniones como el meta-
fosfato.

BEQUILIBRIO DE DONNAN: Donnan en 1911, demostré que cuando una solucién de ——
proteina cargada se separa de una solucién salina mediante una membrana semi-
permeable, la macromolécula no atravieza 1a membrana, pero su contraién sf, =
obteniéndose una distribucién desigual de iones a ambos lados de la membrana.
en el equilibrio, lo cual genera una diferencia de potencial eléctrico a tra-
ves de ella. Este tipo de distribucién de iones en el equilibrio, debido a la
presencia de un i6n no-difusible en un campartimiento, se ha llamado EQUILIBRIO
DE DONNAN; el cual se rige por las siguientes reglas:

la. Ley: La suma de cationes es iqual a la suma de aniones en cada uno de los
campartimientos.,

2a, Ley: El producto de los dos iones (anién y catidn) de cualquier sal difu-
sible es iqual en los dos campartimientos.

3a. Ley: Ia suma de cationes difusibles es mayor en el compartimiento que con
tiene el anidn coloidal no difusible.

4a. Ley: Ia suma total de iones es mayor en el campartimiento del coloide —
idnico.
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Este equilibrio de Donnan se puede poner de manifiesto dializando una
solucién de proteina cargada negativamente contra un mismo voltmen de agua des
tilada. Como sabemos, la protefna no puede atravezar la bolsa de didlisis pern
si contraién s{ (el Na'); esto ocasiona un excéso de cationes en el liquido ex
terior, por lo que para mantener la neutralidad eléctrica ahi, el agua de diso
cia generando iones H" y OH"; los iones H' migran al interior de la bolsa de —
didlisis ocasionando una disminucién del PH, mientras que el liquido exterior
al conservar los OH™ incrementa su PH.




DIALISTS: Las membranas dialfticas son

ros, pero impiden el paso a los solutos coloidales debido a su gran tamafno.
Por ello, mediante 1a DIALISIS, podemos separar solutos ( cristaloides) de so

lutos coloidales (proteinas), en virtud a gue los coloides por sus grandes
dimensiones cuedan retenidos dentro de la membrana.

La dijlisis se emplea durante la purificacién de protefnas para -
sevarar los agentes precipitantes de protefnas utilizados en el primer paso
de su aislamiento camo son las sales neutras (NH4SO4) 6 etanol.

MATERTAL POR EQUIPO DE CUATRO PERSONAS

3 vasos de precipitados de 250 ml (6 frascos Gerber)
2 pipetas de 10 ml

2 pipetas de 1 ml

10 tubos de ensaye de 18 x 150

5 tubos de ensaye de 13 x 100

1 gradilla

1 pinzas para tubes de ensaye

Mechero

Tripié y tela de asbesto

REACTIVOS
T.=FEROLFTALEINA AL 0.5%:Disolver 0.5 gramos de fenolftaleina en 100 ml etanol

£

2.— GEIATTNA AL 2%: Disolver 2 gramos de gelatina en 80 ml de agua destilada-
a 37°C; agitar suavemente para disolver y ensequida aforar
a 100 ml y conservar en el refrigerador,

3.- ALBUMINA DE HUEVO: Tomar la clara de 2 huevos y disolverla suavemente en -
500 ml de agua destilada a 37°C. guardar en refrigeracién,

4.- SOLUCION AL 1% DE GELATINA: Disolver 1 gbamo de gelatina en 80 ml de -

agua destilada a 37°C, luego afore a 100 ml con agua desti
lada g 37°C.

5.-SOLUCION DE CASEINA AL 0.1% Disolver 0.1 gramo de casefna en 80 ml de agua-
. destilada a 37°C y luego afore a 100 ml con agua a 37°C

6 ~SOLUCION DE PEPTONA AL 1%: Disuelva suavemente 1 gramo de peptona en 100 ml
de agua destilada tibia a 37°C,
7.-REGULADOR DE ACETATOS pH 4.6: Mezclar 15.5 ml de la soluci6n A y 24.5 ml de
la solucién B y aforar a 100 ml con agua destilada.
SOLUCION A: HOAc 0.2M: Diluir 11.5 ml de acido acético concentrado a 1 litro
con agua destilada
SOLUCION B: NaQAc 0.2M: Disolver 16,31 agramos de acetato de sodio anhidro &
27.22 gramos de acetato de sodio trihidratado en 800 ml de

agua destilada y luego aforar a un litro.
8.-REACTIVO DE BIURET.




PARTE EXPERTMENTAL

I1.-DESNATURALIZACION POR CAIOR (COAGULACION) .
Prepare tres tubos de ensaye de 18 x 150 como se indica enseguida:

TUBO | Albumina 1% Reg"";;ezazos HC1 0. 1M NaOH 0.1M
T 5 Al s Tl -
2 5 mi i A 1m
3 Sl lin L -

Coloque los tres tubos en un bano de agua hirviendo durante 10 mimutos, y
enfrielos al chorro de aqua corriente. Anote en cuales tubos ocurrid coagula-

cién. En los tubos donde no se haya presentado este fenfmeno, adicioneles 2 ml
de Regulador de acetatos pH 4.6, y anote sus cbservaciones,

IT.-DESNATURALIZACION POR SOLVENTES ORGANICOS

a)En 4 tubos de 18 x 150, coloque 2 ml de las soluciocnes de protefna propor-
cionadas. Enseguida, agréqueles 2 ml de acetona y anote sus observaciones.
En un 0. tubo adicione 2 ml de agua destilada y 2 ml de acetona.

'b)En 4 tubos de ensaye de 18 x 150, cologque 2 ml de las soluciones protefcas

bajo estudio, y en un 50. tubo adicione 2 ml de agua destilada, A todos -
los tubos afifdales 2 ml de etanol, y dbserve. Anote los cambios ocurridos.

ITI.-PRECIPITACION POR ANIONES

a)En una serie de 4 tubos de ensaye deposite 2 ml de las soluciones bajo es-
tudio, mtantoqueeneltuboSagregueZmldeagua . Agreque luego a to

dos los tubos 1 ml de Acido Tricloroacético saturado, mezcle y anote sus —
observaciones.

D)En una serie de 4 tubos de ensaye de 18 x 150 transfiera 2 ml de las solu-.
ciones proteicas y en un tubo nfimero 5 coloque 2 ml de agua, A todos los

tubos adicioneles 1 ml de Acido Sulfosalicflico saturado , mezcle, y anote-
lo ocurrido.

IV.~- DIALISIS

a)Corte un tubo de celofan de 25 cm de longitud

b)Humedezcalo con agua destilada y dtelo cuidadosamente por un extremo,

c)Transfiera dentro de la bolsa de celofsn 20 ml de Albmina al 1% y cierre
la bolsa atando ‘el otro extremo, :

d) Introduzca la bolsa de didlisis en un vaso de precipitados de 400 ml con-
teniendo 300 ml de agua destilada, v déjela ahf por 90 minutos,

e)Corra un blanco colocando 20 ml de NaCl 0,85% dentro de la bolsa de dislisis

f)Una vez transcurrido el tiempo indicado, efectue la Prueba de Biuret tanto-
al lfquido exterior como a la solucién del interior de la bolsa de didlisis,

g)Registre sus resultados.




