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INTRODUCCION

La bioquimica es una ciencia que comenz6 a emerger desde comienzos del siglo
pasado. Es frecuentemente descrita como el estudio de la quimica de la vida e
incluye el estudio de todas las formas de vida y utiliza los conceptos basicos
derivados de la biologia, quimica, fisica y matematicas.

Con este médulo se pretende que el estudiante se prepare en los conocimientos
basicos acerca de las biomoléculas y su metabolismo a través de la comprension
de las interacciones entre ellas, reconozca los aminoacidos como unidades
estructurales de las proteinas, identifique las bases conceptuales basicas a través
del estudio sistematico de nociones, conceptos y problematicas que configuran el
campo general de la bioquimica y que fortalezca los conocimientos adquiridos a
través de las diferentes practicas de laboratorio que se van a realizar.

Se espera que después de estudiar—este modulo ‘el estudiante analice
adecuadamente las vias metabdlicas mas importantes con referencia a su
importancia relativa en el conjunto del metabolismo y las correlaciona con otras
vias; distingue las transformaciones sufridas por los nutrientes como resultado de
la accion de agentes fisicos, quimicos o biolégicos.

En vista de la importancia de este curso academizo y teniendo en cuenta que
algunos estudiantes que ingresan a la Universidad Nacional Abierta y a Distancia,
UNAD, son personas que generalmente han dejado pasar un tiempo después que
terminaron sus estudios secundarios para luego ingresar a la universidad, se ha
disefiado un texto con la didactica necesaria para que sus contenidos sean
aprendidos teniendo en cuenta los “fundamentos basicos del “aprendizaje
autonomo.

Las unidades didacticas que conforman el curso son: 1) Biomoléculas:
aminodcidos, péptidos, proteinas, glucidos, lipidos, enzimas y vitaminas; 2) Acidos
nucleicos, hormonas, minerales y metabolismo; 3) Bioquimica de liquidos y tejidos.
Metabolismo de las glandulas mamarias, semen y rumen.

El trabajo académico consta de dos componentes a saber: el estudio
Independiente, el cual puede ser realizado en trabajos a nivel personal y el trabajo
en pequefios grupos colaborativos que son los espacios donde se inicia el
verdadero autoaprendizaje; el segundo componente es el acompafamiento
tutorial, donde se desarrollan tutorias a nivel individual, en pequefos grupos
colaborativos o a nivel de grupo de curso.



La Bioquimica es, comparativamente con otras areas del conocimiento, una
disciplina cientifica joven, que integra multiples conceptos de la Fisica, la Quimica
y la Biologia en un cuerpo coherente de generalizaciones que permiten
comprender cdmo operan los organismos vivientes. Sus puntos de contacto con
otras areas son multiples y no siempre es facil establecer las fronteras respectivas.

La comprensién de las propiedades estructurales y funcionales de las principales
moléculas que intervienen como constituyentes de los alimentos y del papel que
ellas juegan en el metabolismo, nos proporciona criterios para juzgar el valor
nutritivo de un alimento de uso comun o de una fuente nutricional potencialmente
utilizable.

Desde el punto de vista tecnoldgico, los conceptos bioquimicos son claves para
una correcta interpretacion y una prediccion acertada de las trasformaciones
sufridas por los nutrientes como resultado de agentes fisicos, quimicos y
bioldgicos. Estos puntos justifican de por si-la necesidad de disponer de un bagaje
bioquimico minimo.

Para facilitar la comprension e ir profundizando gradualmente, se ha.adoptado la
estrategia de discutir en los capitulos iniciales las caracteristicas estructurales y el
comportamiento de las macromoléculas bioldgicas.

Para finalizar esta introduccion quisiera-dirigir un comentario a los estudiantes que
usaran este modulo. La complejidad aparente de la Bioquimica se reduce
considerablemente cuando en su estudio se comparan sistematicamente las vias
biosintéticas con las degradativas, se aplican los principios generales del
metabolismo y;setienen-en-mente los puntos. ya mencionados en el enfoque
global. Es mejor hacer énfasis en /las transformaciones generales y no en la
secuencia detallada de reacciones; poco a poco ésta se ira incorporando a sus
conocimientos. jBuen trabajo'y mucho animo!



UNIDAD 1: BIOMOLECULAS

CAPITULO 1: AMINOACIDOS Y PEPTIDOS
Objetivos

e Diferenciar los tipos de aminoacidos existentes, tomando como base la
naturaleza de sus cadenas laterales.

o Establecer las relaciones existentes entre las curvas de titulacion de los
aminoacidos y sus valores de PKa y pl.

e Describir las caracteristicas del enlace peptidico.

e Reconocer los tipos de rupturas que pueden sufrir los péptidos.

e Analizar el comportamiento anfétero de los péptidos en términos de su
composicion en aminoacidos.

¢ Identificar las principales actividades bioldgicas de los péptidos.

e Reconocer la correlacion entre la estructura y lafuncion de los péptidos.



Autoevaluacion No 1

1. llustre la estructura general de los aminoacidos que constituyen las proteinas e
identifique sus caracteristicas generales.

2. Establezca la correspondencia entre los términos de la columna de la izquierda
y los de la derecha, que pueden ser validos para un aminoacido. Cada término
puede ser usado una vez, varias veces 0 ninguna vez.

a. Glutamico () 1. Aminoacido basico

b. Valina () 2. Aminoacido aromatico

c. Lisina () 3. Aminoacido azufrado

d. Aspartico () 4. Aminoacido con grupo fendlico
e. Triptéfano () 5. Aminoacido acido

f. Metionina () 6. Aminoacido neutro

g. Arginina () 7. Aminoacido con grupo imidazol.

3. Explique en.qué consiste el caracter.anfotero de los aminoacidos.
4. Explique como se forma.un enlace peptidico.

5. Relacione los términos correspondientes:
a. Ala-Gly-Val-Asp () 1. Dipéptido
b. Trp-Lys () 2. Tetrapéptido
c. His-Met-Leu-Gly-Glu (+) 3. Tripéptido
d. Arg - Arg - Ser () 4. Pentapéptido



1 Aminoacidos: clasificacion y propiedades

Los aminoacidos (AA) son biomoléculas presentes en todos los seres vivos
conocidos, donde intervienen como unidades constituyentes de las proteinas o
como intermediarios en diferentes procesos metabdlicos, especialmente en
aquellos relacionados con la sintesis de otras sustancias. Aqui nos ocuparemos
exclusivamente de los aminoacidos proteinicos por ser los mas importantes.

La clasificacion de los aminoacidos proteinicos se puede hacer teniendo en cuenta
la relacién de grupos COO/NH3", o considerando criterios que tienen que ver con
su polaridad, presencia o no de cargas positivas 0 negativas; todo lo cual, en
ultimo término, depende de la naturaleza de su cadena lateral (o grupo R). Estos
criterios seran continuamente utilizados en las siguientes unidades y por ello es
importante identificar los diferentes aminoacidos de acuerdo con la siguiente
clasificacion.

1.1 Aminoacidos no polares o hidrofébicos
En estos aminoacidos la cadena lateral, alifatica o aromatica, -no tiene grupos que

interactuen facilmente con solventes acuoesos y de ahi el nombre de-hidrofébicos.
A este grupo pertenecen los siguientes aminoacidos:

Aminoacido |Abreviatura |Aminodacido |Abreviatura
Alanina Ala Prolina Pro
Valina Val Fenilanina Phe
Leucina Leu Triptofano Trp
Isoleucina lle Metionina Met

Tabla 1: Aminoacidos hidrofébicos

1.2 Aminoacidos polares no cargados

A diferencia de los anteriores, estos AA se solubilizan con mayor facilidad en
solventes acuosos y su grupo R no posee cargas positivas o negativas a pH
fisioldgico, es decir, pH cercanos a 6,5y 7,0. Aqui incluimos los siguientes AA:

Aminoacido |Abreviatura | Aminoacido Abreviatura
Glicina Gly Tirosina Tyr

Serina Ser Asparagina Asn
Treonina Thr Glutamina GIn

Cisteina CySH Hidroxi prolina |OH - Pro
Cistina CySSCy

Tabla 2: Aminoacidos polares no cargados

1.3 Aminoacidos acidos



Se caracterizan porque su grupo R -(COOH) esta cargado negativamente a pH
fisiolégico. Los aminoacidos con sus respectivos pKj, son:

Aminoacido |Abreviatura |pK,
Aspartico Asp 3,9
Glutamico Glu 4,2

Tabla 3: Aminoacidos acidos
En consecuencia, estos aminoacidos pierden su carga unicamente a pH bastante
acido y en su forma libre o como constituyentes de las proteinas estan cargados
negativamente.

1.4 Aminoacidos basicos

En ellos, el grupo R (generalmente —NH) estad cargado positivamente a pH
fisiologico. A este grupo pertenece:

Aminoacido |Abreviatura |pK,
Histidina His 6,0

Lisina Lys 10,5
Arginina Arg 12,5

Tabla 4: Aminoacidos basicos
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Figura 1: Curva de titulacién de un aminoacido con grupo R no cargado
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El comportamiento anfétero de cada uno de los aminoacidos y sus valores de
punto isoeléctrico (pl) son una consecuencia de su estructura particular. Vamos a
complementar estos conceptos con el analisis de las curvas de titulacion tipicas
que se obtienen al considerar la disociacion sucesiva de los grupos.

Las curvas de titulaciéon para aminoacidos no polares o polares no cargados, se
pueden ver en la figura 1.

El AA usado como ejemplo es la Ala, donde los Unicos grupos que en un momento
dado pueden tener carga, dependiendo del pH de la solucion, son el a-COOH vy el
a-NH2. La siguiente tabla ilustra la situacibn que se presenta en cada punto
identificado:

Punto |Estructura Corresponde a
1 COOH pH << pKj
+ |
HN—C—H
dn,
2 COOH coO Pk4, (a=COOH)
+ | + |
HN—-C—H HN—C—H
l I
CH, CH,
50% 50%
3 COoO pl
+ |
HN—C—H
|
CH,
COO COO
+ | I
HN-C —H HN-C—H
I I
CH, CH,

5 50% 50% H >> oK
coo P PR
|

HN-C—H
|
CH,

Tabla 5: Estructuras de la Ala en funcién del pH




Podemos observar que al pH que corresponde al pl, la carga neta del 100% de
moléculas es cero (maxima concentracion del Zwitterion); a pH inferiores al pl, un
cierto porcentaje de moléculas tiene carga neta positiva, siendo mayor a medida
que el pH es mas acido y a pH superiores al pl, mas y mas moléculas estan
cargadas negativamente mientras mas basico es el pH. Notamos ademas que las
zonas en que estos AA tienen capacidad buffer, se situan en las cercanias de pKj

y pKa.

Para un aminoacido acido (Glu en este caso), podemos representar la curva de
titulacion asi:

10 4
6
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8 |
PH 6 ]
4 _| 4
3
24
2
|
| ] 1 1 1 ]
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EQUIVALENTES BASE (OH-)
Figura 2: Curva de titulacion del Glu

La tabla 6 muestra lo que ocurre en cada uno.de los puntos indicados en la figura
2.

Al calcular el pl vemos que es igual a 3.2 (que corresponde al pH del punto 3 en la
grafica), valor que indica que el Glu es un aminoacido acido pues el pl estd muy
alejado del rango 6.0 a 7.0; su carga neta a pH superiores a su pl sera negativa y
a pH inferiores, sera positiva. Al comparar su curva de disociacién con la de la Ala,
vemos que en la region acida las inflexiones son menos fuertes.

Las curvas de titulacion obtenidas para los AA basicos muestran también
inflexiones mas marcadas, pero estan desplazadas hacia pH mas altos y su
analisis es similar.

Si se conocen los valores de pK de cada grupo y el pl (que se pueden determinar
experimentalmente) podemos proceder en forma inversa y representar las curvas
de disociacion.



Punto |Estructura Corresponde a
1 s C|>OOH pH << pK1
H,N—CH
dn,
&,
(!,OOH
2 COOH coo- |Pk1, (a-COOH)
Hﬂ-—EH H:N- EH
I + [
CH, CH,
d, dn,
éOOH tJJOOH
50% 50%
3 coo- pl
+ |
H,N—CH
&,
©
H
4 Kz =4.2 (grupo R
oo e PR2 (grupo R)
H N—}DH HN— &H
+
du, &n,
|CH2 éHz
éOOH éoo/ :
50% 50%
Ks = 9,7 (a-NH
5 coo- coo- |P8 (a-NH)
H,N —éH H,N— EH
I + |
i L
i e
Coo- CoO-
50% son | PH>>PKs
6 COO-
HN— !‘JH

Tabla 6: Relacion entre el pH y la estructura del Glu




Las consideraciones anteriores ademas de que permiten comprender mejor el
comportamiento acido-base de los aminoacidos en solucion, estos seran muy
utiles para entender las propiedades de polimeros integrados por aminoacidos
(péptidos y proteinas).

Los aminoacidos no presentan absorcion en la zona del espectro visible por no
poseer cromoforos y los Unicos que absorben en el ultravioleta son el Trp y la Tyr
a 280 nm y la Phe, en menor grado, a 260 nm debido a que sus grupos R son
aromaticos. Esta propiedad se aprovecha para detectar aminoacidos, péptidos y
proteinas en soluciones en que no haya otras moléculas que absorben a estas
longitudes de onda.

2 Péptidos
2.1 Aspectos estructurales

La union de dos o mas AA entre si.a través de-enlaces amida da origen a un
importante grupo de biomoléculas llamadas péptidos.

El enlace resultante recibe el nombre..de enlace. peptidico, y .debido a la

distribucion electronica posee un caracter parcial de doble enlace (alrededor de un

40%); por ello, aunque se represente convencionalmente como un enlace sencillo,

goza de dos caracteristicas muy importantes que siempre deben tenerse en

cuenta:

e Todos los atomos que intervienen en el enlace son coplanares, es decir, estan
situados en el mismo plano. Esta situacion la podemos ilustrar en la figura 3.

R
%/ H
/ s\ |40\Q;/'| W
H C N H
1n&i2s50 v
C

Figura 3: Representacion coplanar del enlace peptidico

Observamos que los cuatro atomos (C, O, N, H) que participan en el enlace
estan localizados en el plano indicado, en cuyos bordes se encuentran los
carbonos portadores de las cadenas laterales Ry y R,. Como veremos mas
adelante, esta coplanaridad tiene consecuencias en la determinacién de una
estructura fundamental de las proteinas.

e Debido al caracter parcial de doble enlace, se establece una isomeria
geomeétrica del tipo trans, donde el O y el H (del enlace) estan en lados
opuestos.



Adicionalmente y como consecuencia de la configuracion L de los
aminoacidos, los grupos R4y Ry se alternan por encima y por debajo del plano.

Los péptidos se representan convencionalmente en forma simplificada como una
estructura lineal, que cumple las caracteristicas anotadas, asi:

H H R, O H o) H H R,

i S| | I I .
HN-—-C—C—N—C—C—N—C—C-..-C—N—C—C—N-—C—COOH

Pl I " [ [ | |
R, O H H R, O H R,O H

El extremo de la izquierda corresponde al llamado extremo N-terminal donde esta
el unico aminoacido que en el péptido tiene libre su grupo a-NH;; el extremo de la
derecha es el extremo C-terminal en el cual el aminoacido tiene libre su grupo a-
COOH. Para representarla estructura de un péptido en muchos casos es suficiente
indicar los aminoacidos constitutivos en su forma abreviada.

Por ejemplo, una de las encefalinas (péptidos que tienen accién analgésica) se
puede indicar como el pentapéptido:
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met

Lo cual significa que la Tirosina es.el AA N-terminal, la Metionina es el AA-C
terminal y que la Fenilalanina (p.e) ocupa la cuarta posicion.

Este tipo de representacion, aunque conveniente en muchos casos, no dice por si
mismo mucho sobre las. propiedades.acidas- o basicas del péptido; para ello es
importante recordar con exactitud a qué grupo pertenece cada uno de los
aminoacidos presentes. Tampoco /se puede formar con ella una idea de la
estructura tridimensional (conformacion), que.en péptidos.de cierto tamano puede
ser una caracteristica importante.

Dado el altisimo numero de posibles combinaciones en que pueden participar los
20 AA para formar péptidos, hay una enorme variabilidad estructural. La
determinacion de la estructura de los péptidos puede hacerse combinando los
resultados obtenidos por hidrdlisis total, hidrélisis parcial y/o identificacion de
aminodacidos con reactivos especificos.

Las hidrolisis totales emplean acidos concentrados (HCI, H,SO4) que rompen
inespecificamente los enlaces peptidicos en condiciones drasticas de temperatura;
la mezcla de AA resultantes se separa por métodos cromatograticos. Esto nos
permite determinar cuales AA hacen parte del péptido pero no el orden
(secuencia) en que estan colocados.



La secuencia se determina combinando rupturas selectivas de los enlaces
peptidicos, logrados en condiciones suaves, por medio de agentes especificos que
generalmente son enzimas con el establecimiento de los AA-N terminales, C-
terminales e intermedios, de los fragmentos resultantes mas pequenos.

Para identificar estos AA se puede usar el reactivo de sanger o reactivos que
actuan en forma similar como el reactivo de Edman o el Dansilo.

El conocimiento de la estructura de los péptidos permite, ademas de su
caracterizacion, establecer cuales AA son determinantes para la funcién biologica
del péptido y, como veremos mas adelante, postular una estrecha correlacion
entre la estructura y la actividad biolégica.

2.2 Propiedades acido-base

El comportamiento acido-base de cada péptido esta determinado por los grupos a-
NH2 y a-COOH (N- y C- terminales respectivamente) y por los grupos R de los AA
presentes.

Por ejemplo, en péptidos del grupo de.las-bradikininas, que poseen.una fuerte
actividad depresora de la tension arterial, es frecuente la presencia de
aminodacidos basicos lo cual le confiere pH fisiolégicos, cargas positivas y un pl
relativamente alto. El péptido Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Leu-Pro-Phe-Arg tendra en
estas condiciones cuatro cargas positivas (una por el grupo a-NH;" y tres por los
grupos R de Lys y Arg) y una carga negativa (a causa del -COO- terminal); su pl
sera cercano al pK; de la Arg y por consiguiente es un péptido muy basico.

En el caso de los péptidos donde predominan-Glury Asp tendremosila situaciéon
inversa (péptidos acidos, bajo pl).

En general los péptidos poseen simultdneamente AA-acidos y basicos y su
comportamiento anfétero depende de las proporciones relativas de estos
aminodacidos; las curvas de titulacion presentan multiples puntos de inflexion (a
diferencia de lo observado con los AA libres) y no es posible calcular el valor de pl
considerando los pK, de los AA y su disociacién sucesiva, pues frecuentemente
podemos tener a un pH dado mas de un grupo R que se esté disociando. La
determinacion del pl podemos, en estos casos, realizarla por electroforesis.

2.3 Actividad biolégica de algunos péptidos

Los péptidos que existen libres en una célula desempefian en muchos casos una
funcion bioldgica bien precisa. A continuacion examinaremos algunos ejemplos:

2.3.1 Actividad hormonal



En el I6bulo posterior de la hipdfisis se produce un cierto numero de péptidos con
funcion hormonal. Se destacan: la oxitocina nonapéptido ciclico que estimula la
contraccion del musculo liso del utero durante el parto y la glandula mamaria en la
lactancia; y la vasopresina, otro nonapéptido ciclico que estimula la reabsorcion
renal del agua y aumenta la presion arterial (accion hipertensora). Estos péptidos
tienen las siguientes estructuras:

Gin

Tyr Asn
+ I
HN—Cy —S§~—8—Cy—Pro — GlyNH,
Oxitocina
Gin
|
Tyr Asn

+ |
HN--Cy —S—S— Cy— Pro -— GIyNH,

Vasopresina

Aqui tenemos un buen ejemplo de la estrecha correlacion existente entre
estructura y accion biolégica ya que las dos hormonas difieren solamente en las
posiciones indicadas y a pesar de ello sus funciones biolégicas son
completamente diferentes.

Cuando en cualquiera de ellas se rompe el enlace -S-S- (disulfuro) entre las dos
Cisteinas por una reduccion suave, que no altera ningun otro enlace ni AA, se
pierde completamente la actividad hormonal. Esto 'se debe a que por la ruptura
ocurren cambios en la conformacién de estos péptidos; esto refuerza la decisiva
importancia que tiene la estructura sobre la accion bioldgica.

La hipdfisis produce en su I6bulo anterior la hormona adrenocorticotropa (ACTH),
péptido constituido por 25 a 34 AA (dependiendo de la especie), que actua sobre
la corteza de las glandulas suprarrenales, quienes participan en la regulacion del
metabolismo de carbohidratos.

2.3.2 Actividad como antibioticos

Los péptidos que presentan esta actividad poseen generalmente AA con
configuracion D o enlaces poco comunes. Entre ellos tenemos:



C \\ HCe—— C Ne—C R
/\ N
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B= Cisteina
A B R= Radical organico
Penicilina (no es un AA)
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2.3.3 Actividad hiper o hipotensora

Estos péptidos resultan de la acciéon de enzimas sobre proteinas del plasma
sanguineo Las angiotensinas, derivadas del angiotensinégeno, son un grupo de
agentes hipertensores estructuralmente relacionados con 8a 10 AA:
e Angiotensina I:
Asp-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe-His-Leu
e Angiotensina ll:
Asp-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe

Las bradikininas (ya mencionadas) son péptidos con 9 a 12 AA de fuerte actividad
hipotensora y pl elevados.

2.3.4 Actividad oxido reductora

El mas abundante es el Glutatién, presente en muchos tejidos, que presenta un
enlace no peptidico entre Glu y CySH como lo muestra la estructura:



COO-
+ |
HN - C - H
I
CH

2

|
CH2 H H O H

| I (I
C— N-—-LC—C—N—-COO

i | I
o! CH, H
|
SH

(y-Glu-Cys-Gly) = (GSH)

El grupo SH (tiol) de la Cisteina puede oxidarse y dar lugar al glutation oxidado
(GSSG):
y — Glu—Cy — Gly

|
S

I
S

I
¥ —Glu — Cy — Gly

Esta oxidacion esta acompafiada de la reduccién de un aceptor (metabolito) que
pasa de su forma oxidada a la reducida:

Actividad 1

Construya una tabla con los cuatro tipos de aminoacidos de la siguiente manera:

Nombre Abreviatura |Estructura pKa del grupo R | Tipo




A partir de los valores dados en la tabla 7 represente las curvas de titulacion para
cada uno de los siguientes aminoacidos. Ubique las zonas con capacidad buffer y
calcule el pl para cada uno:

Aminoacido |a-COOH |a-NH, |R
His 1,8 9,2 6,0
Arg 2,2 9,0 12,5
Lys 2,2 8,9 10,5
Asp 2,1 9,8 3,9
Ser 2,2 9,1 —
Gly 1,9 9,2 —

Tabla 7: Valores de pK, de los grupos de algunos AA

Usando los valores de PKa de la tabla 7, calcule los pl de los siguientes péptidos:

a) Arg-Gly-Asp-Ser
b) Ser-Lys-His

Represente la.estructura de cada.uno,.de. estos.péptidos teniendo. en cuenta la
naturaleza (o tipo) de cada AA.

Al frente de cada péptido indique su actividad bioldgica:

a) ACTH:

b) Gramicidina
c) Vasopresina:
d) Glutation.

e) Oxitocina:

f) Angiotensina:
g) Penicilina:
h) Bradikinina:

Autoevaluacion No. 2

1.

Teniendo como criterio la naturaleza quimica de sus cadenas laterales, ¢cémo
puede clasificar los aminoacidos? Cite dos ejemplos en cada caso, indicando
en los casos pertinentes, los valores de pK de los grupos R.

Explique a partir de la curva de disociacion que puede dibujar a partir de los
siguientes datos, porqué la His es el unico AA con capacidad tampon a pH
fisiologico.

Grupo pKa,
a-COOH 1.8
a-NH; 9.2
R-(imidazol) | 6.0

Tabla 8: pK del grupo de la His

3. Describa las caracteristicas del enlace peptidico.



. Enuncie los tipos de degradacion a que puede ser sometido un péptido,
identificando los agentes que los provocan y los métodos de analisis usados en
cada caso.

. Analice el comportamiento acido-base de los péptidos en términos de su
composicion en AA.

. ¢ Cuales son las actividades biolégicas que pueden ser desempefadas por los
péptidos? Mencione en cada caso el péptido correspondiente.

. Establezca, con un ejemplo, la correlacion existente entre la estructura y la
funcién bioldgica de los péptidos.



CAPITULO 2: PROTEINAS
Objetivos
e Explicar los diferentes niveles de organizacion estructural de las proteinas.

e Comparar las caracteristicas de cada uno de los tipos de estructura
secundaria.

e |dentificar las interacciones que mantienen la estructura terciaria de una
proteina.

e Explicar las relaciones existentes 'entre la estructura y la funcién de las
proteinas usadas como modelo.

¢ Analizar los efectos'de la desnaturalizacién ‘sobre la‘actividad biolégica de las
proteinas

Autoevaluacion No. 3

1. ¢ Cdmo se pueden clasificar las proteinas con base en:

a) Su estructura macroscépica.

b) Sus productos de hidrolisis.
2. lIdentifique las clases de estructuras que poseen las proteinas.
3. Describa algunas de las-propiedades mas importantes de las proteinas.
4. Explique en qué se basan las reacciones de:

a) Ninhidrina.

b) Biuret.

¢, Qué compuestos se determinan con cada una?



1 Niveles estructurales

Se considera que cuando un péptido sobrepasa los 40-50 aminoacidos tenemos
una cadena polipeptidica que llamamos proteina. Estos polimeros poseen un
considerable grado de complejidad que se expresa en todas las proteinas en por
lo menos tres niveles de estructura y en algunas hasta cuatro.

Estructura primaria. Esta definida por la composicién en AA y su secuencia en la
proteina.

Estructura secundarla. Es el ordenamiento espacial de las cadenas
polipeptidicas resultante de interacciones por puentes de hidrogeno formados
unicamente entre los atomos que intervienen en el enlace peptidico.

Estructura terciaria. Consiste en la distribucion espacial de todos los grupos de la
proteina, es decir, su conformacién tridimensional.

Estructura cuaternaria. Esta dada por la asociacion reversible de varias cadenas
polipeptidicas (monémeros) iguales o diferentes. Este tipo de estructura solo la
poseen algunas proteinas.

Debido a la importancia que revisten estos niveles de organizacion para la
comprension del funcionamiento y propiedades de las proteinas, las discutiremos
con algun detalle a continuacion.

1.1 Estructura primaria

El alto numero de~AA que-integran una proteina nos_da,en forma similar a lo
anotado en los péptidos, una enorme variabilidad estructural y para caracterizar
una proteina debemos por tanto conocer su composicion en AA 'y el orden en que
se encuentran.

La determinacion de la composicion se logra sometiendo la proteina a una
hidrdlisis drastica con acidos o bases (generalmente HCI 6N y Ba(OH), 4N) y
analizando cuantitativamente la mezcla de AA libres que resulta. Actualmente esto
se logra por medio de un analizador automatico de AA que se basa en la
separacion de los AA por cromatografia de intercambio id6nico, haciéndole
reaccionar luego con Ninhidrina y determinando por colorimetria a 570 nm su
concentracion.

Establecer la secuencia es mas complejo; la estrategia que se utiliza consiste en
romper la proteina por medios quimicos o enzimaticos, en un numero no muy
grande de péptidos, separar por diversos métodos (cromatografia, intercambio
idnico, solubilidad, etc). Los péptidos resultantes a cada uno determinarles su
secuencia en la forma ya discutida.
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Figura 4: Secuencia de AA de la insulina bovina



Utilizando las combinaciones apropiadas de agentes de clivaje, se pueden
ensamblar como en un rompecabezas los péptidos, y obtener la secuencia de la
proteina.

La primera proteina a la que se le determiné su estructura primaria fue la insulina,
hormona originada en el pancreas como proinsulina, que tiene por funcion
disminuir el nivel de glucosa en la sangre y cuya carencia tiene multiples
complicaciones incluyendo la diabetes. Esta proteina tiene dos cadenas
polipeptidicas (A y B) unidas por dos puentes de hidrogeno disulfuro
intermoleculares formados por la oxidacién de cuatro cisteinas.

En la figura 4 representamos esquematicamente la insulina bovina, sin que lo
indicado en los puentes disulfuro intermoleculares e intramoleculares, corresponda
a las longitudes relativas y angulos de unién de los enlaces.

A pesar de ser una de las proteinas mas pequefas es evidente lo incbmodo que
resulta su representacion. Por esta razon se adoptan esquemas simplificados
como éste:

1 [ S-S ] 2 A
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Figura 5: Esquema simplificado de la insulina

En la estructura primaria en detalle observamos que la hormona tiene todos los AA
con excepcion de Trp, Met,.lo cual no es de extrafiar pues en total no hay sino 51
AA y las Met y Trp cuando estan presentes, s6lo se encuentran unos pocos
residuos (2 a 3 por cadena de 200 a 300AA).

Una vez que el grupo de Sanger en Inglaterra establecié la metodologia para
determinar la estructura primaria de proteinas, lo cual le valid el premio Nobel en
1951, ésta se ha aplicado no solo a insulina de distintos animales sino a un
namero creciente de proteinas, incluyendo la hemoglobina, citocromo c,
ribonucleasa y muchas enzimas.

Los estudios comparativos de secuencia realizados con estas proteinas han

permitido:

e Localizar los segmentos donde reside la actividad bioldgica.

e Realizar estudios sobre la evolucién de las proteinas.

e Utilizar en algunos casos proteinas no humanas como sustitutos en el
tratamiento de ciertas enfermedades.



e Predecir parcialmente la estructura terciaria de la proteina.
e Disenar proteinas sintéticas con actividad biologica.

Vemos por consiguiente las insospechadas consecuencias que ha tenido el
estudio, aparentemente poco complicado de la estructura primaria de las
proteinas.

1.2 Estructura secundaria

En una o varias cadenas polipeptidicas se presentan uniones por puentes de
hidrogeno en las que solo intervienen los grupos C=0 y N-H que forman el enlace
peptidico. Todas las configuraciones existentes o propuestas deben satisfacer las
caracteristicas estructurales que ya discutimos para este tipo de enlaces; la
configuracion mas sencilla es la de cadena extendida, figura 6.
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Figura 6: Puentes de hidrégeno en un polipéptido con estructura extendida

En esta configuracion la disposicion espacial de los grupos se repite cada 7.2 A, lo
que constituye su distancia en la unidad de repeticion e incluye un puente de
hidrogeno por cada par de cadenas.

Si se observa con detenimiento la estructura vemos que en una cadena dada los
grupos laterales Ry y R3 estan localizados del mismo lado (hacia atras, en este
ejemplo) y puesto que con excepcion de Ala y Gly, estos grupos son voluminosos,
por lo que existe impedimento estérico y por ello la estructura extendida es poco
estable.



En las proteinas fibrosas que tienen un papel estructural, este problema se
resuelve mediante la adopcion de uno de los siguientes tipos de estructura:

e Grupo I: Estructura en hoja plegada.

e Grupo Il: Estructura en a-hélice.

e Grupo lll: Estructura en triple hélice.

El grupo | se caracteriza por tener una unidad de repeticién de 6.5 a 7.0 A, con

formacion de puentes de hidrogeno intermoleculares entre al menos dos cadenas

0 segmentos de cadena que pueden ser, paralelas (van en el mismo sentido):
H;N* ——CO00"~

H,N* ——C00~

o antiparalelas (van en sentido opuesto):
H;N* ——CO00"~

~00C——>* NH,

Dado que cada enlace peptidico define un plano en el que también se localizan los

puentes de hidrégeno, se obtiene una estructura similara la de una hoja plegada,
figura 7.
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Figura 7: Estructura en hoja plegada

Esquematicamente se puede representar esta estructura de la siguiente manera,

donde cada linea representa un plano, e |os grupos R impares y
los grupos R pares:

O

[e]
—70A —

O O O O O
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La proteina mas importante de este grupo es la fibroina de la seda, constituida
basicamente por Gly (45%), Ala (26%) y Ser (12%) con unarsecuencia repetitiva:

...Gly-Ala-Gly-Ser-Gly-Ala.. |

Debido a esta ‘estructura“primaria, no hay impedimento estérico apreciable y es
posible lograr un empaquetamiento compacto entre distintas capas originandose

asi la fibra con sus propiedades de flexibilidad y poca extensibilidad.
Esquematicamente, figura 8, tendriamos:



Figura 8: Empaquetamiento de grupos R en la fibroina

El grupo Il posee una unidad de repeticion de 5.1 a 5.4 /A, y los puentes de
hidrogeno son ‘exclusivamente intermoleculares. Esto genera una estructura
helicoidal del tipo representado en'la figura9.

Podemos observar que los grupos R estan dirigidos hacia el exterior de la hélice,
lo cual implica que grupos R voluminosos tengan una misma carga, si estan
situados muy cerca desestabilizan la estructura; por otra parte la Prolina rompe la
hélice por no poder formar los puentes de hidrégeno necesarios.

A este grupo pertenece la a-queratina que es el constituyente mas importante de
fibras como cabello y lana' y de tejidos de proteccidn como piel, plumas, cuernos,
ufas, etc. Esta proteina que posee muy poco Trp, His y Met, tiene una alta
proporcion de CySH que forma puentes:disulfuro entre las distintas cadenas
helicoidales y mantiene asi la estabilidad de la fibra:
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Figura 9: Estructura de a-hélice

Las fibras que tienen esta estructura son extensibles reversiblemente, luego de un
tratamiento por calor humedo debido a que el agua provoca la ruptura de los

puentes de hidrégeno intramoleculares y la cadena puede adquirir una
configuracion extendida.

El grupo Ill posee una unidad de repeticion de 2.8 A, y los puentes de hidrogeno
se forman entre tres cadenas polipeptidicas que se enrollan entre si, de manera
helicoidal. EI mejor ejemplo de este tipo de estructura es el colageno, proteina que
constituye un 30% de las proteinas del cuerpo humano y esta presente en tejido
conjuntivo, piel, huesos, tendones. El colageno tiene un 33% de Gly, 25% de Pro o



OH-Pro y 11% Ala, sin que haya Trp, CySH, CySSCy y con menos del 2% de Phe,
Tyr.

Cada cadena peptidica tiene aproximadamente 1000 AA y la union de las tres
constituye el tropocolageno que es la fibra basica con 14 A de diametro y 2800 A
de larga. Estas fibras se unen a otras a través de enlaces covalentes y generan el
colageno De manera simplificada podemos representar el tropocolageno asi,
figura 10:

F 18R 4

Figura 10: Estructura simplificada del tropocolageno

1.3 Estructura terciaria

En estas proteinas y como consecuencia de sus estructuras primaria y secundaria,
se presentan simultaneamente varias clases de interacciones que determinan su
conformacion. Estas interacciones (representadas en la figura 11) son:
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Figura 11: Tipos de enlaces que mantienen la estructura terciaria de las proteinas

e Puentes de hidrogeno intramoleculares o intermoleculares, cuando la
proteina tiene mas..de .una cadena._polipeptidica, .que .se forman entre
cadenas laterales, o entre cadenas laterales y atomos del enlace peptidico,
(a. enlafigura 11).

e Enlaces salinos o.ionicos que resultan.de la atraccion electrostatica entre
grupos R con cargas opuestas, (b. en la figura 11).

e Uniones hidrofdbicas provenientes de las interacciones entre cadenas
laterales de AA no polares, que tienden a asociarse entre si excluyendo el
agua, (c. en la figura 11).

¢ Enlaces covalentes entre grupos R de CySH (enlaces disulfuro), Lys y Glu o
Asp (enlaces amida), (d. en la figura 11).

Estos enlaces en conjunto mantienen la estructura terciaria que fundamentalmente
esta determinada por su composicion y secuencia de aminoacidos.

La conformacion de las proteinas globulares es considerablemente mas compleja
que la de las proteinas fibrosas y es caracteristica para cada una. Los estudios
realizados sobre diversas proteinas (insulina, mioglobina, citocromo c,



hemoglobina, etc) usando difraccion de rayos X han permitido deducir algunas
caracteristicas estructurales comunes:

e La proteina es una molécula compacta cuya forma se asemeja en muchos
casos a una esfera con cavidades y protuberancias. La cadena
polipeptidica sigue un trazo irregular con segmentos en hoja plegada, en a-
hélice o desordenados.

¢ Los aminoacidos polares y los cargados estan generalmente situados en el
exterior, en intimo contacto con el medio acuoso circundante.

e Los aminoacidos hidrofébicos se ubican preferencialmente en regiones
internas donde se encuentran pocas moléculas de agua o iones.

e Los segmentos de a-hélice que se presentan estan interrumpidos por Pro o
por HO-Pro.

e En una proteina dada proveniente de diferentes especies, la conformacion
es similar.

Dada la enorme complejidad de la estructura terciaria es posible solo después de
establecer la estructura primaria'y a su vez es un requisito para tratar de explicar
la accién biologica de una proteina dada. Es importante resaltar la estrecha
dependencia que existe entre la conservacion de la estructura terciaria natural u
original (conformacion nativa) 'y la actividad de la proteina.

1.4 Estructura cuaternaria

Algunas proteinas y con mucha frecuencia aquellas con peso molecular (PM)
superiores a 100000 estan formadas por la asociacion reversible de dos o mas
cadenas polipeptidicas que no estan unidas entre si por enlaces covalentes y
pueden ser separadas y estudiadas individualmente.

Un buen ejemplo.-de este tipo de proteinas..es la hemoglobina (Hb) que se
encuentra presente en los globulos rojos y tiene como funcion el transporte de
oxigeno a los tejidos. Esta proteina esta formada por dos cadenas polipeptidicas o
y de dos cadenas B que nos dan el tetrametro o,B2 con un PM de 65000. Cada una
de ellas posee ademas de la parte proteinica (globina), un grupo heme en el cual
el Fe*? esta unido a cinco atomos de Nitrégeno en la forma indicada en la figura
12.

Sobre este Fe*? se fija una molécula de oxigeno (OxiHb), o de H,O (HCO3) (de-
oxiHb) o de CO (carboxiHb) en casos de intoxicacion por este gas; en conjunto
tenemos:

Hb+40, — > Hb(0,),

Un esquema de la estructura cuaternaria de la hemoglobina se representa en la
figura 13.
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Figura 13: Estructura cuaternaria de la hemoglobina

Podemos representar el transporte de oxigeno como una serie de interacciones
cooperativas donde la entrada de un oxigeno se facilita si hay otro fijado:
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En los pulmones la Hb se satura con O, y esta oxigenada a casi un 100%; al llegar
a los tejidos la Hb suelta parte del O, y queda saturada a un 65% y en esta forma
regresa a los pulmones. Para realizar este transporte se requiere la forma
tetramétrica (azB2) ya que los monémeros (a, B), dimeros (a2, B2, ap) 0 trimeros (oy,
B, af2) no transportan el oxigeno y tampoco existen como tales-en los eritrocitos; el
atomo de hierro de cada heme debe estar-en forma ferrosa (Fe*?), si'se-oxida a la
forma férrica (Fe*®) tampoco hay transporte.

Estudios similares con enzimas que poseen estructura cuaternaria han mostrado
que la actividad biologica se presenta con la forma asociada y no con la forma
disociada (mondémeros).

2 Clasificacion

Ademas de la clasificacion en fibrosas y globulares o en simples y conjugadas1 las
proteinas globulares se pueden' subdividir, segun Osborn, de acuerdo con su
solubilidad en:

¢ Albuminas: Son proteinas solubles en agua y en soluciones salinas; precipitan
a altas concentraciones de sales, 80%S (porcentaje de solubilidad). Ejemplo:
(NH4)2.S04, Na SO, y estan ampliamente distribuidos en tejidos animales y
vegetales (albumina de huevo, albumina sérica).

¢ Globulinas: Son insolubles en agua y solubles en soluciones salinas diluidas
(NaCl 1%); precipitan a concentraciones medianas de sales (40 a 50%) y se
encuentran practicamente en todos los tipos de células y tejidos.

e Prolaminas: Insolubles en agua y soluciones salinas; son solubles en etanol
50-90% y se encuentran solo en vegetales (ej: zeina de maiz, hordeina de la
cebada, gliadina del trigo). Son ricas en Glu y en Pro (10%).

e Glutelinas: Solo se solubilizan en acidos o bases diluidos; estan presentes
solo en tejidos vegetales (gluten del trigo) y tienen buenos contenidos de CySH
o CySSCy.



2.3 Propiedades fisicoquimicas

2.3.1 Propiedades acido-base

Debido a la presencia simultanea de AA acidos y basicos, las proteinas se
comportan como polielectrolitos e interactian ampliamente con solventes acuosos;
una excepcidén la constituyen aquellas proteinas que por tener una elevada
proporcién de aminodacidos hidrofébicos, son poco polares y por ello poco solubles
en soluciones salinas.

En forma similar a lo que ocurre con los péptidos, las proteinas presentan curvas
de titulacidon complejas a partir de las cuales no es posible obtener informacion
sobre el pl o sobre los pK; de los grupos cargados. Los valores de pK, se pueden
determinar por métodos fisicos o quimicos mas sofisticados y se ha encontrado
que en algunos casos el pK de'un grupo-R-difiere del establecido para ese grupo
en un aminoacido /libre; probablemente esto se debe a interacciones (idnicas,
puentes de hidrégeno) con-grupos vecinos y a la cercania a residuos hidrofébicos
que modifican la constante dieléctrica del'medio.

El pl de las proteinas se determina por electroforesis y en la mayoria se encuentra
entre 4.5 y 5.5; en consecuencia su capacidad tampon es muy pequeha a pH
fisiologicos y solo las proteinas con buen contenido de His, como la hemoglobina,
son capaces de actuar como buffers a estos pH.

El conocimiento del pl nos permite predecir la carga neta:de una proteina en un
pH dado y su comportamiento en un campo eléctrico; si‘el pH es mayor que el pl,
la proteina estara cargada negativamente y en.un campo eléctrico migrara hacia el
anodo. A pH menores que el pl tendra carga positiva y migrara al catodo.

2.3.1.1 Solubilidad

La solubilidad de las proteinas depende de varios factores:
e pH: A mayor interaccion con el solvente mayor sera la solubilidad, por esto
en el pl (donde la carga neta es cero) la solubilidad es minima.
e Fuerza lénica (p) de la solucién: La mayoria de las proteinas presenta un
comportamiento como el ilustrado en la figura 14, donde se grafica el
logaritmo de la solubilidad en funcién de la fuerza idnica:
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Figura 14: Solubilidad de las proteinas en funcion de la fuerza iénica

Podemos aprovechar esta curva para deducir la ecuacion que rige la
solubilidad:

log S =" - K,

donde B’ (interseccion por extrapolacion al eje y) representa la solubilidad
(tedrica para proteinas diferentes a las albuminas) en agua pura y K's,
(pendiente de la recta) es un parametro cuyo valor es caracteristico para
cada proteina. Se observa que-la solubilidad aumenta rapidamente al
incrementar la fuerza idnica (salting out). Esto explica por qué las albuminas
y las globulinas precipitan con (NH4)2.SO4 al 80% y al 50% de saturacion
respectivamente.

e Temperatura: En elintervalo 0-60°C.la“solubilidad‘aumenta al aumentar la
temperatura pero a valores superiores.las proteinas precipitan debido a que
la energia térmica es suficiente para.destruir los enlaces no covalentes que
estabilizan la “estructura terciaria, exponiendo al-solvente los grupos R
hidrofébicos del interior y puesto que estos no interactuan apreciablemente
con el agua, precipitandose.

¢ Solventes organicos miscibles con el agua: Estos solventes (etanol,
acetona, metanol) disminuyen la constante dieléctrica del solvente acuoso y
por tanto causan la precipitacion. Para que la proteina permanezca en
solucién se requiere, como en el caso de las prolaminas, que tenga una
composicion en aminoacidos muy particular.

En los procesos industriales y de laboratorio tendientes a obtener proteinas, se
aprovechan los anteriores factores, combinandolos de tal manera que las
diferencias en solubilidad sean maximas y se puedan eliminar componentes
indeseables.



2.3.1.2 Interacciones con iones

Una consecuencia de la presencia de grupos R acidos y basicos es la capacidad
que tienen las proteinas para fijar, por interacciones electrostaticas, cationes y
aniones. Esta interaccidon es muy importante pues en algunos casos la actividad
biolégica de la proteina depende de ella (ej. metaloenzimas) y en otros es el
mecanismo usado para transportar o almacenar un determinado i6n (ej:
ceruloplasmina, ferritina).

El tipo de ion fijado y su cantidad depende de:

¢ La naturaleza de la proteina: Esto se manifiesta en la clase de grupos R
presentes, sus cargas y el pl de la proteina.

e pH de la solucién: Este factor determina la carga neta, y el numero de
grupos R cargados positiva o negativamente en un momento dado.

e Cargay tamaio del 16n: Los iones divalentes se fijan mas fuertemente que
los monovalentes y a igualdad de carga los de mayor radio de hidratacion
mas débilmente que los que poseen-radios'menores.

¢ Concentracion del Ién: A mayor concentracion del ion ‘mayor cantidad se
fija sobre la proteina pudiéndose alcanzar valores para la albumina sérica
de hasta 20 moles CI7/10° g proteina:

2.3.1.3 Desnaturalizacion:

Como discutimos anteriormente, la actividad biolégica de las proteinas depende
de la conservacion de su estructura en los diferentes niveles (primaria, secundaria,
terciaria y aun cuaternaria en las proteinas que la poseen). Es légico pensar que
condiciones ambientales (hidrolisis, oxidacion, reduccion) que provoquen la
destruccion de enlaces covalentes causaran una pérdida de la actividad; sin
embargo esta pérdida se puede presentar.también sin necesidad de romper
enlaces covalentes y en estos casos es imputable a modificaciones profundas de
su estructura terciaria y/o cuaternaria.

Estos cambios se conocen como desnaturalizacion (o pérdida de su estructura
nativa) que en algunos casos puede ser reversible al eliminar el agente causal.
Cambios extremados en los factores que afectan la solubilidad, presencia de
metales pesados (Hg™, Ag*', Pb*? etc.) o de detergentes, son algunas de las
causas que pueden desnaturalizar una proteina u ocasionar su precipitacion, es
practicamente imposible recuperar posteriormente la conformacion nativa y por
ende la actividad bioldgica.

Actividad 2

1. En la siguiente estructura terciaria imaginaria, complete en cada caso la
interaccion correspondiente, que mantiene la estructura:



2. Represente un segmento corto de una estructura en hoja plegada, en a-hélice
y en ftriple hélice. Indique en cada caso como se forman los puentes de
hidrogeno. Recuerde las caracteristicas de cada estructura.

3. Asocie la proteina especificada en la lista con el tipo de estructura que le es
caracteristica y su funcion:

a. Queratina.
b. Colageno

c. Hemoglobina:
d. Fibroina:

4. Establezca una tabla que muestre como se pueden clasificar las proteinas
dependiendo del criterio que se adopte.

5. Cite los diferentes factores que influyen en la solubilidad de las proteinas.
Recuerde cuales son los factores que afectan la interaccién de las proteinas
con un solvente dado.

Autoevaluacion No. 4

1. Explique como estan definidos los niveles de organizacion estructural de las
proteinas.

2. Compare las caracteristicas de cada una de las clases de estructura
secundaria que puede adoptar una proteina. Dé un ejemplo en cada caso.



Proponga un segmento esquematico de estructura terciana de una proteina
donde se ilustren las interacciones que la mantienen.

. Proponga un modelo de estructura terciaria de una proteina globular, que

satisfaga las caracteristicas que les son comunes a estas proteinas.

. Construya una tabla donde se indique la organizacion estructural, la

clasificacion y la funcion biolégica de las siguientes proteinas:
a) Insulina

b) Fibroina

c) Hemoglobina

d) Colageno

)

e) Queratina

. Explique la correlacién existente entre la estructura y la funcién de:

a) Hemoglobina
b) Fibroina

Explique las' relaciones. existentes entre la composicién.en AA, el pl de la
proteina y el pH de la solucion con:

a) La solubilidad de la proteina

b) Las propiedades anfoteras

c) Las interacciones con iones

Cite las diferentes formas como se puede desnaturalizar una proteina.

Analice las consecuencias de la desnaturalizacion sobre la actividad biologica
de las proteinas:.

Lecturas recomendadas

Usted puede ampliar algunos de los aspectos estudiados en:

1.

Proteinas/P. Doty: En: La base molecular de la vida /Julio R Villanueva:
Lecturas del Scientific American.- - Madrid: Blume, 1971.- - p31.

2. La molécula de la insulina / E.O.P. Thompson. - - En: Ibid., p.24
3.

La molécula de hemoglobina / M. F. Perutz. - - En: Ibid, p39.



CAPITULO 3: ENZIMAS

Objetivos

Identificar las caracteristicas de la accién enzimatica.

llustrar la clasificacion de las enzimas basada en las clases de reacciones
catalizadas.

Analizar el comportamiento cinético de las enzimas.

Interpretar los cambios de actividad enzimatica debidas a la influencia del pH,
temperatura, efectores:

Establecer las diferencias entre los distintos tipos de inhibicién.

Identificar los sitios activos de algunas de las principales enzimas.



Autoevaluacion No. 5
1. Explique el significado del término grupo prostético.
2. Establezca la diferencia entre estado en equilibrio y estado estacionario.
a. ¢Cual es el significado de energia libre?
b. ¢Como se relacionan los cambios de energia libre con la constante de
equilibrio?
4. Explique cdmo ejercen su accion los catalizadores.

5. ldentifique las caracteristicas de una cinética de primer orden.

6. llustre con dos ejemplos las relaciones existentes entre estructura y funcion
biolégica de las proteinas.



1 Caracteristicas de la accidon enzimatica

En este capitulo vamos a considerar un grupo de proteinas que cumplen con la
funcion esencial de catalizar las reacciones quimicas que en su conjunto
constituyen el metabolismo. Estas proteinas, que antiguamente se denominaron
fermentos, reciben el nombre de enzimas y frecuentemente son del tipo de las
albuminas o de las globulinas pudiendo segun el caso ser proteinas simples o
conjugadas. Su distribucidon es muy amplia ya que todos los seres vivos las
poseen y podemos asignarles el papel de catalizadores biolégicos.

Ademas de tener las propiedades generales de los catalizadores organicos o
inorganicos, las enzimas ejercen su acciéon presentando las siguientes
caracteristicas:

1.1 Especificidad de accion

Esto significa gue una enzima en particular cataliza.con un sustrato.dado, un solo
tipo de reaccién quimica 'y ningun otro. Un buen ejemplo lo constituyen las
enzimas que intervienen en el metabolismo de los aminoacidos, compuestos que
segun el tipo de enzima involucrada dara.origen a diferentes productos;.de manera
general podemos ilustrar este ejemplo asi:

Oxidasa R-C-COO" +NH,
(1) Il
o}
CcOO
. Decarboxil N
HN - C - H = R- CH, - NH, + CO,
| (2
R
CO0 CoOo
Transaminasa C|=O +H K' _ IC -H
3
(3) I I
R R,
R—C—COO

{
O

Tendremos entonces que la reaccion (1) sera catalizada solo por oxidasas y no
por decarboxilasas o transaminasas y asi sucesivamente.

1.2 Especificidad por el sustrato



Cada enzima reconoce de una manera muy selectiva su sustrato basandose en la
estructura tridimensional que éste posee. La estereo especificidad es la que
determina que una oxidasa dada modifique por ejemplo la L-Phe sin que la D-
Phe sea alterada. Otro ejemplo son las proteasas que reconocen a nivel del
enlace peptidico cuales son los AA adyacentes del lado amino o carboxilo; esto se
observa al comparar los enlaces hidrolizados en el siguiente péptido:

? ¢ & 9@

Ala™ Ser- Asp..........ceees Glu - Lys- Val- Trp - Gly- Thr= Ser

1. Tripsina rompe del lado COO- de Lys y Arg.

2. Quimotripsina rompe del lado del CO0- de aminoacidos aromaticos (p.e. Trp).
3. Aminopeptidasa rompe en extremo N-Terminal

4. Caboxipeptidasa rompe en extremo C-Terminal

Debido a su especificidad estas enzimas producen a partir de un péptido o
proteina dada, un mismo conjunto de fragmentos-y:son por tanto muy utilizadas en
los estudios de secuencia.

Un ejemplo de estas dos caracteristicas de la reaccidn enzimatica, esta constituido
por las glicosidasas (hidrolasas que atacan los enlaces a- y B- glicosidicos de los
carbohidratos) que degradan el almidén y la celulosa. (para tener claras las
diferencias estructurales es conveniente revisar el Médulo de Quimica Organica’).
La amilosa, polisacarido lineal con enlaces a-1 ,4 entre las unidades de glucosa,
es hidrolizada por:

o~ amilasa presente en la saliva y el jugo pancreatico, que-es una glicosidasa que
actua al interior de la molécula produciendo'una mezcla de maltosa y de glucosa.

B- amilasa, muy abundante-en semillas en..germinacion, que ataca desde el
extremo reductor de la cadena liberando unidades de maltosa.

Estas dos glicosidasas son entonces un buen ejemplo de la especificidad de
accioén ya que el mismo sutrato (amilosa) es degradado de diferente manera.

La amilopectina, segundo constituyente del almidon, ademas de ser hidrolizado
por a- Yy B- amilasa lo es por la amilo a -1, 6 glicosidasa y la accién conjunta de las
tres enzimas resulta en la degradacion completa de este polisacarido.

En el caso de la celulosa, que es un constituyente importante de las paredes
celulares vegetales, estas glicosidasas no pueden actuar y se requiere la
presencia de la celulasa para romper los enlaces -1,4 de este polimero y producir
glucosa y oligosacaridos.



Podemos resumir la accion de estas enzimas sobre la amilopectina, de la
siguiente manera:

Enzima Ataque Productos

a-amilasa Interno, enlaces a-1,4; su|Maltosa, glucosa y
accion se detiene en las|oligosacaridos ramificados.
cercanias de enlace a-1,6.
B-amilasa Extremo no reductor, | Maltosa y dextrina limite
enlaces a-1,4; su accion se | (polisacarido).

detiene en las cercanias de

enlace a-1,6.
Amilo a-1,6 glicosidasas | Interno, enlaces a-1,6. Polisacaridos (y
oligosacaridos) con enlaces
a-1,6.

Tabla 9: Accion de algunas enzimas sobre la amilopectina.

Aqui tenemos ilustrada la especificidad sobre el sustrato pues para hidrolizar
enlaces glicosidicos a-1,4-se requieren enzimas-diferentes a‘las necesarias para
degradar enlaces p-1,4 y viceversa.

Estas caracteristicas'de las enzimas implican que exista un numero-muy elevado
de ellas pues cada sustrato sera modificado por su enzima especifica.

1.3 Condiciones éptimas de actividad

Cada enzima presenta su maxima actividad en ciertas condiciones experimentales
que generalmente tienen que ver con pH, temperatura y la presencia o ausencia
de activadores o inhibidores respectivamente.

Mas adelante examinaremos.en detalle como:se afecta la actividad enzimatica con
cada uno de estos factores.

2 Clasificacion y nomenclatura

Debido al numero creciente de enzimas que dia a dia se purifican y caracterizan,
es imperativo emplear un sistema de clasificacion logico. El sistema adoptado
internacionalmente asigna la terminacion asa al nombre de la enzima y solo por
razones de uso se han conservado nombres triviales como tripsina, quimotripsina,
pepsina, papaina y algunos otros.

La clasificacion se establece segun el tipo de reaccion quimica catalizada y la
division en grupos segun el tipo de reaccién junto con el nombre del sustrato,
proporciona la base para el nombre individual de cada enzima.

En consecuencia resultan seis clases principales de enzimas:



Clase |Nombre Accién Catalitica

1. | Oxido reductasas | Catalizan reacciones de 6xido-reduccion.

2. | Transferasas Catalizan reacciones de transferencia de grupos.

3. Hidrolasas Catalizan reacciones de hidrolisis de enlaces
covalentes C-O, C-N, C-C, etc.

4. Liasas Catalizan reacciones que implican formacion de un
doble enlace debido a la remocién de un grupo o
desaparicion de un doble enlace por adicién de un
grupo.

5. Isomerasas Reacciones de isomeracion.

6. Ligasas Reacciones en las que se forma un enlace entre dos
atomos, acompafada de un consumo de energia.

Cada una de estas clases se subdivide en varias subclases de acuerdo con el tipo

Tabla 10: Clases principales de enzimas.

de enlace; por ejemplo la clase de las hidrolasas se divide en:

Subclase |Hidrolasa Ejemplo del sustrato | Nombre general
3.1 Esterasas Lipidos Lipasas
3.2 Glicosidasas Carbohidratos Amilasas
3.3 Hidrolasas de éteres Celulasas
3.4 Peptidasas Péptidos, proteinas. Tripsina
3.5 Otros grupos CN Amidas

3.6 Anhidridos de acido

3.6 Enlaces C-C

3.8 Enlaces C-haluro, P-haluro

3.9 Enlaces P-N

3.10 Enlaces S-N

3.1 Enlaces C-P

Tabla 11: Subclases de hidrolasas

Estas subclases a su vez se dividen en varias sub-subclases dependiendo de
sustrato en particular que se considere; en ultimo término cada enzima se
identifica con cuatro numeros que le son propios. La siguiente tabla nos muestra
varios ejemplos:

3.4.21
3.4.21.1
3.4.21.2
3.4.21.4 | Tripsina
3.4.21.5 | Trombina

Tabla 12: Sub-subclases de las proteasas

Sub-subclase: serin proteinasas
Quimotripsina
Quimotripsina C.

3 Cinética enzimatica



Las reacciones quimicas que se presentan en los organismos vivos ocurren por
una parte gracias a la capacidad de las enzimas de disminuir la energia de
activacion que actua como una barrera y por otra parte por la especificidad con
que se realiza esta catalisis.

Los estudios pioneros de Henry y Brown realizados con enzimas de la levadura
mostraron que la cinética enzimatica presenta el comportamiento ilustrado en la
figura 15 donde [S] es la concentracion de sustrato y dS/dt equivale a la velocidad
de transformacion del sustrato (v).
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Figura 15: Velocidad de transformacion del sustrato en funciéon de S

Podemos observar que la curva se divide:en 3 zonas. En la zona |, la velocidad (v)
aumenta linealmente con la concentracion de sustrato [S]. Esta region
corresponde a una cinética de primer orden en la cual a una concentracion dada
de enzima (que permanece constante) podemos obtener un rapido incremento de
v con cambios pequefios-en:[S]:

En la zona Il la velocidad permanece constante para un intervalo de [S] y se
considera que la enzima esta saturada.

A concentraciones altas de S, se llega a la zona Ill donde se observa una
disminucion de la velocidad a medida que aumentamos mas y mas S.

Este comportamiento se interpreta como una inhibicion de la enzima por exceso
de sustrato.

El analisis del comportamiento de la enzima en las zonas | y Il condujo a Michaelis
y Menten a plantear que la enzima (E) se une reversiblemente con el sustrato (S)
formando un complejo inestable (ES) que da lugar, irreversiblemente, al producto
(P) vy a la enzima libre (E), la formacion del complejo ocurre por
complementariedad estérica entre el sustrato y una regidn de la enzima,
denominada el sitio activo, donde se realiza la catalisis. El Sitio activo es entonces
un grupo de aminoacidos de la proteina que son los responsables de la actividad



catalitica y que, como consecuencia de la estructura terciaria, se disponen
espacialmente de tal manera que la conformacion del conjunto es complementaria
de la conformacién del sustrato.

El planteamiento de Michaelis y Menten se puede resumir en la expresion:
k]
E+S——>ES—“>E+P Ecuacién 1
k.,

donde ks = rata de formacién de ES.
k1 = rata de descomposicion reversible de ES.
ko = rata de descomposicion irreversible de ES.

La constante k, es considerablemente menor que ki o0 k.4 y por tanto la velocidad
global del proceso estara dado por:
v=k,[ES] Ecuacion 2

En otras palabras el paso limitante, sera la descomposicion de ES en producto
mas enzima.

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores es posible deducir a partir de la
ecuacion (1) la ecuacion de Michaelis-Menten' que describe el comportamiento de
la enzima:

V max[s] .

V=——"773 Ecuacion 3

KM +[S]
Donde Vmax (velocidad maxima) y KM (constante de Michaelis) son dos
parametros importantes de la enzima 'dado que en la zona |'tenemos una cinética
de primer orden, podemos.considerar que.habra un momento en el cual la
velocidad es igual a la mitad de la velocidad maxima, es decir:

V:%Vmax

Reemplazando en la ecuacion 3: [ ]
V max|S
V= AVmaX = m

Dividiendo por Vmax y despejando, tendremos:
KM = [S] Ecuacion 4

Esta ecuacion nos proporciona el significado fisico de KM que sera entonces la
concentracion del sustrato (moles/litro) necesaria para alcanzar la velocidad
semimaxima.



Por su parte Vmax es la velocidad obtenida cuando la enzima se encuentra
saturada con sustrato o sea la situacién que se presenta cuando los sitios activos
de todas las moléculas de enzima se encuentran ocupados por sustrato.

En condiciones experimentales definidas (sustrato, pH, temperatura), la constante
de Michaelis (KM) tiene un valor propio para cada enzima y es uno de los
parametros que la caracterizan, al igual que el PM, PI, composicion en
aminoacidos, etc.

Los valores de KM y Vmax de una enzima se pueden determinar por métodos
graficos realizando en el laboratorio la cinética con un sustrato dado en
condiciones experimentales bien definidas, de manera que al calcular las
velocidades (cantidad sustrato transformada/ mililitro/ minuto) alcanzadas con
diferentes concentraciones de S se obtiene la figura 16.

vmax - - - - - - L - - oo oL o
',éV max |- ___.
i
KM (sl
Figura 16: Efecto de la concentracion de sustrato sobre la velocidad de una reaccion

enzimatica.

En esta gréafica, el valor de Vmax se obtiene al extrapolar sobre el eje Y la
velocidad con la enzima saturada. Si tomamos.1/2 de Vmax e interpolamos en la
grafica, obtenemos KM.

Debido a que es posible cometer errores experimentales que no se detectan en la
grafica, esta determinacion de KM y Vmax no es muy apropiada y se prefiere
emplear métodos como el de Lineweaver- Burk o el de Eadie-Hofstee?.

En el primero de ellos, se opta por transformar la ecuacion de Michaelis Menten
asi:

Vmax[S]
S i |
KM +[S]
Tomando los inversos tenemos:
1 KM+[S]

v Vmax[S]



1 KM 1 1 ‘s
— Ecuacion 5

= gt
v Vmax [S] V max

La ecuacion 5 corresponde a una linea recta: Y =mX + b. Endonde: Y =1/vy X =
1/[S].

La pendiente m = KM/Vmayx; y la intercepcion en el eje Y, b = 1/Vmax.
Graficando 1/v versus 1/[S] tendremos (figura 17) que la interseccion en el eje X

corresponde a -1/KM y su valor absoluto expresa la afinidad de la enzima por su
sustrato. Dado que KM (si ky < k.1) corresponde a la disociacién de ES = E+S.

?-

KM
Vmax

Vmax

Figura 17: Representacion grafica segun Lineweaver-Burk de v vs [S]

Esta representacion tiene la ventaja de poder detectar errores experimentales en
la determinacidn de la cinética; cuando esto.ocurre la dispersion de los datos no
permite trazar una recta por los puntos obtenidos.

El método de Eadie- Hofstee transforma la ecuacidon de Michaelis-Menten de la
siguiente manera:
Ve Vmax[S]
KM +[8]

Tomamos los inversos y obtenemos la ecuacion 5:

I KM 1 1
—]+

v Vmax'[S V max
Multiplicando los dos miembros por (Vmax.v):
(V max.v)\ll = (V max 'V)Vlinl\ig'[é] + (V max.v)m



\%
Vmax =KM.-=+vVv

s]

v = Vmax— KM.l Ecuacién 6

[s]

Graficando v versus V/[S] tendremos la figura 18:

v
Vmax b= Vmax
m= - KM
— -KM
k4
[s]

Figura 18: 'Representacion grafica segun Eadie-Hofstee de v vs'[S]

Si los datos obtenidos se ajustan a una recta, se descartan eventuales errores
experimentales y de la grafica se obtienen directamente los valores de KM y
Vmax.

Es conveniente resaltar que, sea cual fuere el método que usemos para hallar KM
y Vmax, solo necesitamos determinar experimentalmente la velocidad de
transformacion 'del sustrato (a ‘una [S] dada) la cual se hace generalmente por
colorimetria. Las referencias 4 y 5 son un buen ejemplo de como se determinan
cuidadosamente estos parametros.

Aunque la ecuacidon de Michaelis-Menten es muy util para describir el
comportamiento cinético de las enzimas, es conveniente que tengamos en cuenta
gue en algunos casos se pueden presentar discrepancias debido a la formacion de
varios intermediarios inestables (ecuacién 7) o a la presencia de mas de un
sustrato susceptible de ser transformado (ecuacion 8) o la combinacion de las dos
situaciones.

k1 Kz k3
E+S——>ES——>EZ—>EP—“ >E+P Ecuacién7
k_, k_, k_;
k1
E+S, ES, —“>E+P,

E+S, >ES, —“>E+P, Ecuacion 8



Esto naturalmente complica considerablemente el analisis cinético y las
ecuaciones son mucho mas complejas. Para fines practicos la determinacién de
KM y Vmax, en condiciones de laboratorio bien definidas, se realiza como lo
hemos descrito.

4 Actividad enzimatica
La actividad de las enzimas se puede expresar como:
4.1 Actividad especifica

Se define como el numero de unidades por mg de proteina. Una unidad es la
cantidad de enzima que transforma 1 micromol (10® moles) de sustrato por
minuto, a 25°C.

Esta forma de expresar la actividad es la-mas corriente y nos da una medida de la
pureza de la enzima ya que los valores aumentan a medida que se avanza en el
aislamiento de la enzima.

4.2 Numero de transformacion

Se define como el numero de moléculas de sustrato transformadas por una
molécula de enzima en la unidad-de tiempo. Para calcular el numero de
transformacion se requiere conocer el PM de la enzima lo cual implica su
purificacion previa. Los numeros de transformacion para la mayoria de las
enzimas son del orden de 10* - 10° y en algunos casos éste puede llegar hasta
10° - 10; esto nos'da unarideadel enorme poder cataliticode estas proteinas.

5 Factores que influencian la actividad enzimatica

Dado que el sitio activo es el responsable de la actividad catalitica de la enzima,
es esencial preservar su conformacion en la proteina nativa. Aquellos factores que
modifican la conformacion de las proteinas influirdn por consiguiente en la
actividad enzimatica y nos referimos en particular al pH, la temperatura y los
efectores.

5.1 pH

La actividad enzimatica en funcién del pH puede cambiar en la forma indicada en
las siguientes graficas:
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Figura 19: Ejemplos de actividad de algunas enzimas en funcion del pH

Observamos que cada enzima tiene un pH (o un rango de pH, para algunas) en el
que su actividad es maxima; este valor corresponde al pH 6ptimo el cual es una
consecuencia de la intervencién de:

Los pK, de los grupos laterales presentes en el sitio activo que efectuan la
catalisis.

Los pKa de los grupos'que en el sitio activo ayudan a fijar el sustrato

Los pK, de las cadenas laterales que contribuyen a estabilizar la conformacién
global de la enzima.

Los pK, de los grupos funcionales del sustrato, si éste tiene cargas

La mayoria de las enzimas tienen pH Optimos cercanos a la neutralidad pero que
no necesariamente coinciden con el pH intracelular; esto sugiere que en
condiciones fisiolégicas algunas enzimas no actian al maximo de su capacidad.

El pH 6ptimo puede variar por la influencia de los siguientes factores:

Origen de la enzima; las enzimas que modifican el ' mismo sustrato pero que
por provenir de diferentes fuentes difieren.en su pH 6ptimo, pl, KM, velocidad
de inactivacion térmica, etc., reciben el nombre de isoenzimas; en ellas las
variaciones en pH 6éptimo pueden ser hasta de 2,5 a 3 unidades de pH.

Origen del sustrato: en estos casos la variacion en pH generalmente es
menor de 0,5 unidades de pH.

Concentracion de sustrato: a bajas concentraciones de sustrato, KM varia
con el pH y el pH 6ptimo se desplaza hacia la zona donde KM aumenta al
aumentar el pH. Esta es la razén por la cual KM se determina a [S] elevadas
con el fin de evitar los cambios en funcién de pH.

Presencia de sustancias asociadas: Generalmente las impurezas modifican
el pH éptimo por razones que no son claras.

Las variaciones de actividad con cambios de pH indican la necesidad de usar
tampones cuando se esta trabajando con enzimas, lo cual nos permite eliminar
estas variaciones.



5.2 Temperatura

Las enzimas presentan un comportamiento dual respecto a la temperatura. En el
rango 5°C - 50°C la actividad aumenta, ya que la velocidad de reaccion se
incrementa. A temperaturas superiores (60°C a 80°C) la gran mayoria de las
enzimas se inactivan debido a la desnaturalizacién que sufren. Una excepcion a
este comportamiento la constituyen las enzimas de las bacterias termdfilas que se
encuentran en habitats muy calidos, como son las fuentes termales.

Para cada enzima existe una temperatura 6ptima en la cual su actividad es
maxima.

5.3 Efectores

Con este nombre designamos iones o moléculas pequefias que activan o inhiben
las reacciones enzimaticas.

Los activadores mas corrientes son iones como Ca*?, Mg*?, Mn*?, Zn*? o grupos
reductores (por lo general -SH).

Los inhibidores son de una naturaleza mas variada y provocan segun el caso,
diferentes tipos de inactivacion.

6 Inhibicién

La inhibicién especifica de la accion enzimatica puede ser de tipo reversible o de
tipo irreversible. El primer tipo incluye la inhibicion competitiva y la no competitiva y
el segundo se refiere ajla“inhibicion incompetitiva. A continuacion examinaremos
las caracteristicas ‘de cada ‘una’' y como podemos identificarlas por su
representacion grafica segun Lineweaver-Burk.

6.1 Inhibicion competitiva

En este tipo de inactivacion, el inhibidor () posee una estructura quimica similar a
la del sustrato: esto le permite fijarse reversiblemente en el sitio activo de la
enzima excluyendo el sustrato que previamente se haya unido. La enzima no
modifica el inhibidor porque éste no posee enlaces susceptibles al ataque
catalitico, que si estan presentes en el sustrato. La situacion puede representarse
con las reacciones:

E+S yES—2 S>E+P

E+I——EI Ecuacion 9



De acuerdo con esto podemos deducir que la magnitud de la inhibicién dependera
de la [I] y que un exceso de S elimina la inhibicion pues se usara toda la enzima
libre y el equilibrio se desplazara hacia la formacion de ES, y de alli a la formacion
de P.

A partir de las ecuaciones planteadas se puede obtener’ la ecuacién 10:

1 KM [ [I]jl 1 3
— = I+ |+ Ecuacién 10

Vi Vrilax K [S] Vr;ax

i
Donde
v = velocidad de reaccion en presencia del inhibidor.

Vmax = velocidad maxima en presencia del inhibidor
K, constante de inhibicion,

' EI

La cinética con'y sin inhibidor competitivo se presentaria graficamente asi:
v Sin inhibidor

Vmax 1

Vmax

KM()  KM(2) [s]

Figura 20: Catalisis enzimatica inhibida competitivamente

Observamos que con un exceso de sustrato alcanzamos la misma Vmax que en
su ausencia. No sucede lo mismo para los valores de KM pues en presencia de
inhibidor (KM (2)) la constante es mas alta, o lo que es lo mismo, disminuye la
afinidad por el sustrato.

Usando la ecuacion 10 y segun el método de Lineweaver-Burk, tendremos la
figura 21 donde se visualiza facilmente el cambio en KM y la igualdad en el valor
de Vmax.

Esta inhibicién ha sido estudiada a nivel molecular con la lisozima, glicosidasa que
degrada la pared celular de las bacterias y un trisacarido sintético o de manera
mas elemental con la deshidrogenasa succinica.
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Figura 21: Representacion segun Lineweaver-Burk de la inhibicion competitiva

Esta enzima cataliza la oxidacion del succinato o fumarato segun la reaccion.

CO0- COO-
| R |

CH, Deshidrogenasa CH

| Succinica Il

CH, CH

I I
COO- COO-

El malonato o el oxalacetato, cuyas estructuras son:

COO- COO-
I |
CH, Cc=0
I |
coo CH,
I
COO-
Malonato Oxalacetato

Actuan como inhibidores competitivos pues al igual que el sustrato natural poseen

dos grupos COO" y un tamafo adecuado para encajar en el sitio activo de la
enzima.



6.2 Inhibicién no competitiva

Se presenta por la unioén reversible del inhibidor a un sitio de la enzima libre o con

sustrato, diferente del sitio activo. Esta uniéon provoca cambios en la conformacion

de la enzima alterando asi el sitio activo e impidiendo por consiguiente la

transformacion del sustrato. Las reacciones que ocurren simultaneamente son:
E+S——ES >E+P

E+I1——EI Ecuacion 11

ES+1 — EIS Ecuacién 12

En la reaccién 12, la enzima no es capaz de modificar S por las razones anotadas;
en consecuencia con un exceso de sustrato no podemos recuperar la totalidad de
las moléculas de enzima y por tanto no alcanzaremos la misma Vmax obtenida en
ausencia de inhibidor. La figura 22 ilustra lo anterior.
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Figura 22: Cinética de una enzima inhibida no competitivamente

El tratamiento matematico de esta situacion’ resulta en la ecuacion 13:

IKM(HMJIJF ! [1+[I]j Ecuacién 13

Vi Vr;ax [S] V max

i i
La cual se representa en la figura 23 y comparada con la enzima en ausencia de
inhibidor muestra que decrece la VMax pero que KM no cambia.

Este tipo de inhibicion se presenta con frecuencia con metabolitos intermedios que
se combinan con enzimas reguladoras disminuyendo la actividad de sus sitios
cataliticos.
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Figura 23: Representaciéon segun Lineweaver-Burk de la inhibicién no competitiva
6.3 Inhibiciéon incompetitiva

La caracteristica mas importante de esta.inhibicién es la unidn irreversible (por
enlaces covalentes) del inhibidor con una de las cadenas laterales de los
aminoacidos presentes‘en el sitio activo; en algunos casos la unién'irreversible se
hace sobre el complejo ES. Esta inhibicién se presenta mas frecuentemente con
enzimas que tienen mecanismos complejos y la representacion grafica de la
ecuacion de Lineweaver-Burk es:
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Figura 24: Representacion de la inhibicion incompetitiva

Y su expresion matematica es:

1_ KM 1 (HMJ

=73+
Vi Vmax [S] V max K

i



De la figura 24 deducimos que en este tipo de inhibicion los valores de KM y Vmax
son menores que los obtenidos en ausencia de inhibidor.

El ejemplo clasico de inhibicidn incompetitiva es la reaccion de compuestos
organofosforados (clase a la cual pertenecen muchos insecticidas) con los grupos
OH de la serina presente en el sitio activo de muchas enzimas. El diisopropil
fluorofosfato.

(DPF) inactiva de esta forma a enzimas como la acetil colinesterasa (necesaria
para la transmisién de los impulsos nerviosos), la tripsina, quimotripsina, elastasa
(proteasa), etc.

Podemos representar de manera simplificada la accion del DPF asi:

CH3y
|
HL,C —CH
3
| R3
0
0= T —F + CH2—0H
0 Ro
HzC —cl:H
CHg Serina en
sitio activo
de enzima.
DPF
Ester de
Ser- diisopropil
Fosfato.

Si hacemos una revision de lo tratado en esta seccion vemos que es posible por
comparacion de las graficas de Lineweaver- Burk, formarse una idea del tipo de
inhibicién y deducir con base en ello cuales AA participan en el sitio activo o cual
es la estructura aproximada del sustrato natural o cuales otros compuestos podria
actuar como inhibidores.

En la préxima seccion discutiremos algunos aspectos sobre la estructura de sitios
activos de enzimas, que en parte se han aclarado con el uso de inhibidores.

7 Sitios activos de algunas enzimas
Debido a la gran variedad de enzimas existentes y por ende de sitios activos nos

limitaremos a considerar los sitios cataliticos de algunas de las enzimas mejor
conocidas. Es conveniente recordar que para establecer la estructura de un sitio



activo es necesario conocer en detalle la estructura terciaria de la enzima y puede
ser de gran ayuda aclarar para un inhibidor dado, cual es el tipo de inhibicién que
se presenta. A su vez el conocimiento del Sitio activo, juntamente con los
parametros que inciden en la actividad enzimatica, permite proponer el mecanismo
molecular por el cual se efectua la catalisis.

Un grupo de enzimas particularmente bien estudiado lo constituyen las proteasas
de la familia de la tripsina que ademas de esta enzima incluye la quimotripsina,
elastasa, trombina y la proteasa B de Streptomices griseus (una bacteria). Usando
inhibidores incompetitivos (DPF y otros) se ha establecido que en estas proteinas
el sitio activo estd formado por Ser, His y Asp que segun Blow (lecturas
recomendadas 3 y 4) dan lugar a un sistema “relay” de transferencia de protones
que le confiere al oxigeno del grupo OH de la serina, un caracter nucleofilico que
facilita el ataque del enlace peptidico y su posterior hidrélisis.

La figura 25 muestra como opera este sistema “relay” en la quimotripsina con su
Ser 195, His 57 y Asp 102,

Esta clase de sitio activo-lo tienen también las proteasas de la familia de la
subtilisina, enzima producida por la bacteria.Bacillus subtilis. En todas-ellas hay
una interesante similitud de secuencias en la region donde se localiza la serina del
sitio activo; esto ha dado lugar a la idea de una convergencia evolutiva en estas
enzimas.

102 —CHZ— :ZI — 0~

o

ee e ¢ H—N

Sustrato

Figura 25: Sistema “relay” Ser, His, Asp en quimotripsina



Un segundo tipo de sitio activo podemos ilustrarlo con la carboxipeptidasa A. Esta
exopeptidasa requiere para ser activa, de la presencia de un atomo de Zn*? que se
ubica en una depresion en la cual esta el sitio activo que se extiende como un
bolsillo al interior de la proteina. Los aminoacidos del sitio activo son Tyr 248, Glu
270 y Arg 145; el Zn*? forma enlaces coordinados con el N(His 69), (Glu 72) y N
(His 196); el cuarto ligando es el O del C = O del enlace peptidico que se va a
hidrolizar. El Zn*? sirve entonces para orientar el sustrato y polarizar el C=0. La
figura 26 esquematiza la situacion (lectura recomendada No. 4)

)
“aN\/ g
H’+\H y
Tyr 248 _ 2
v GH, /0 N\
O\-z 0 .
'%\ / Ny .
H\O H:,N\ ..
=Vseoes "‘2
N 0 tte cC=0 Znt2 /

X o
\

F‘Hz\cg "eng __\His196
~CHo N—H .
/ 0L
Glu 270 #C ~
Sustrato %

Figura 26: Sitio activo de la carboxipeptidasa A

El mecanismo de accion‘del"Zn en la carboxipeptidasa ha servido como modelo
para otras metaloenzimas que necesitan de Zn, Cu, Fe, Mo, Ni u otro metal para
realizar la catalisis; la complejacion del metal con EDTA suprime la actividad y
esto es un primer indicio de que se trata de una metaloenzima.

El estudio del sitio activo de la lisozima es uno de los ejemplos clasicos que
integran los datos estructurales y cinéticos obtenidos con esta enzima. La lisozima
es muy abundante en la clara de huevo y secreciones mucosas y su papel fue
descubierto por Fleming quien encontré que esta proteina ataca las paredes
celulares bacteriales donde estan presentes como unidades alternas la N-acetil
glucosamina (NAG) y el acido N-acetiimuramico (NAM) formando la mureina1.

El mecanismo de accidn de la enzima ha sido establecido por el grupo de Phillips
(lectura recomendada No.2) gracias al uso de un analogo del sustrato natural (que



es muy dificil de obtener en forma purificada), constituido por el trisacarido NAG-
NAG-NAG.

Este compuesto actua como un inhibidor competitivo que, segun los estudios por
difraccién de rayos X del complejo lisozima-trisacarido, ocupa la mitad del sitio
activo uniéndose a la enzima a través de puentes de hidrégeno e interacciones no
polares; la fijacion del trisacarido provoca un cambio conformacional en la
vecindad del sitio activo.

Tomando como base, ademas de lo anterior, la informacion disponible sobre la
estructura primaria y terciaria, el grupo de Phillips construyé un modelo con el
hexasacarido natural:

a-1,4 B-1,4 a-1,4 B-1,4 a-1,4

NAG = NAM = NAG = NAM 2> NAG => NAM que ocupa todo el sitio activo y
teniendo en cuenta la conformacion del sustrato y del sitio activo propuso el
mecanismo representado en forma simple en la figura 27.

La catalisis acido-base se realiza con la intervencion de los grupos carboxilo del
Asp 52, que por estar situado en una region polar de la proteina, se-encuentra
como -C00- aun en condiciones acidas, y del Glu 35 que esta en forma no
disociada debido al ambiente hidrofobico que lo rodea. Observando la figura 27, la
cesion del H" del Glu 35 sobre el O del enlace glicosidico (a), la estabilizacion del
ion carbonio (C* ) por el Asp 52 (b) y lasintervencién de un OH™ (que se fija sobre el
C" )y de un H" (que se fija sobre el carboxilo del Glu 35) (c), son los pasos por los
cuales se realiza la catalisis.

Actualmente se-conocen~los: mecanismos -cataliticos de algunas enzimas mas
incluyendo las proteasas de tipo tiol'como la papaina, que poseen una CySH en
su sitio activo.

Los ejemplos anteriores ademas de describir en detalle los mecanismos
moleculares por los cuales se realiza la catalisis enzimatica, nos sirven para
ilustrar la estrecha correlacion existente entre la estructura y la funcion de las
enzimas.

Es evidente que aun pequefios cambios conformacionales, que resultan en
variaciones de las distancias y posiciones espaciales de los grupos activos de la
enzima con respecto al sustrato, pueden modificar apreciablemente la funcién
catalitica (o reguladora) de la enzima.



Figura 27: Sitio activo de la lisozima

Actividad 3

1. Si se tiene el péptido indicado. Cuales seran los fragmentos resultantes del
ataque con:

a. Quimotripsina

b. Carboxipeptidasa A (2 ataques sucesivos)

c. Tripsina

d. Aminopeptidasa (3 ataques sucesivos)

e. o- amilo-1, 6-glicosidasa
Glu-Leu-Ala-Phe-Arg-Met-Val-Lys-His-Trp-Gly-Ala

2. En la subclase de las esterasas se encuentran las fosfolipasas A,B,C y D que
atacan las lecitinas en los sitios indicados:

H

! @

Il

o o) CH,
Il I+

H—C—0—P—O—CH,— CH,—N—CH,

| I |
H o CH,




¢, Cual de las caracteristicas de la accidon enzimatica se evidencia en este caso?
¢, Cuales serian los fragmentos resultantes en cada caso? Némbrelos.

3. Al frente de cada una de las siguientes enzimas coloque la clase y subclase a la
que pertenecen.

Enzima Clase Subclase
Tripsina
Quimotripsina
a-amilasa
Lisozima
Carboxipeptidasa
Lipasas

Celulasa

4. En la hidrdlisis de B- Glicerotosfato con fosfatasa intestinal (pH 9,2 a 37°C), se
determiné el efecto de la concentracion de sustrato sobre la actividad enzimatica.
La determinacion del fésforo resultante a-los 20 -minutos de hidrdlisis se realizé
colorimétricamente obteniéndose los siguientes datos:

(B-glicerofosfato) (Fosfato)
M moles/ml nano moles/ml
(10° moles/ml)
2 186.7
3 311.2
8 470.1
12 646.6
16 706.:5
20 742.9
40 1189.7

Calcule la velocidad para cada concentracién de sustrato, y con el método de
Lineweaver-Burk determine los valores de KM y Vmax.

5. En una preparacion de a-amilasa bacterial se encuentra que 1,4 mg de proteina
producen a partir de almidon, 35 milimoles de maltosa en 12 minutos, realizando la
experiencia en un buffer de pH 6,9 a 30°C.

Calcule la actividad especifica, teniendo en cuenta que para esta enzima la unidad
de actividad se define como la cantidad de enzima que libera (a partir de almiddn)
1 g mol de maltosa/ min a pH 6,9 y 30°C.

6. La anhidrasa carbdnica (PM 30.000.) cataliza la siguiente reaccion:
H,0+CO, ——H,CO,



Si 75 pg de enzima pura catalizan la hidratacion de 2,28 g de CO, en 1 minuto a
37°C, ¢.cual es el numero de transformacion de la misma?

7. Teniendo en cuenta las caracteristicas de los diferentes tipos de inhibicion,
deduzca de cada una de las siguientes graficas:
a. Tipo de inhibicién
b. Como cambian los valores de KM y Vmax respecto a los obtenidos sin
inhibidor. ;De qué otra manera podria representar graficamente estas

inhibiciones?
L A
4 » ,
—» Enzimacon Enzima con
inhibidor. /lmhlbldor.
Enzima sin
—» Enzima sin inhibidor.
inhibidor.
7/ [ _y L
sl (sl
Grafica 1 Gréfica 2

8. Muestre cuales de los siguientes sustratos son atacados por las enzimas
indicadas:

Sustrato Enzima

a. Hb 1. Fosfatasa

b. Amilosa 2! Oxidorreductasa
c. Triglicérido 3. Quimotripsina

d. Lisozima 4. Lipasa

e. Celulosa 5.a 1,4-glicosidasa
f. Insulina 6. Carboxipetasa

¢, Cuales son los productos resultantes en cada caso?
Autoevaluacién No. 6

1. Escriba las caracteristicas que sirven para identificar la accién de las enzimas.
¢, Dé ejemplos en cada caso?

2. Teniendo en cuenta el tipo de reaccion que catalizan, jcomo se pueden
clasificar las enzimas?

3. Analice las diferentes zonas que se pueden presentar en la catalisis enzimatica.



4. ;Como se pueden caracterizar cinéticamente las reacciones enzimaticas?
Explique el significado fisico de los parametros involucrados en este analisis.

5. Explique cémo influyen el pH, la temperatura y los efectores en la actividad de
las enzimas.

6. Compare entre si los distintos tipos de inhibicion enzimatica

7. Dé ejemplos de algunos de los sitios activos mejor conocidos, identificando la
enzima correspondiente.

Lecturas recomendadas

Usted puede profundizar algunos de los temas estudiados en este capitulo
consultando las siguientes referencias:

1. Enzyme Kinetics /R.A. Alberty. - - Advances in Enzymology. - - Vol 17, 1956.-
- p1

2. La estructura tridimensional de una.enzima / D.C. Phillips.- -En:-Las bases
moleculares de la vida/ R.H. Haynes; P:L. Hanawalt.- - San Francisco:
Freeman Co, 1968.

3. Serine proteases. Structure an mechanism of catalysis /J.Kraut.- - Annual
Review Biochemistry. - - Vol 46, 1977 .- - p331

4. Biochemistry / D. E. Metzler. - - New York: Academic press, 1977 .-
- p 374-379;



UNIDAD 2: ACIDOS NUCLEICOS Y BIOENERGETICA

CAPITULO 1: ACIDOS NUCLEICOS

Objetivos

Diferenciar las clases de acidos nucleicos existentes con base en sus
propiedades estructurales y funcionales.

Identificar los nucledtidos constitutivos de los acidos nucleicos.

Explicar las caracteristicas de los diferentes niveles estructurales del DNA.
Reconocer las diferencias mas notorias en lo referente a la complejidad y
organizacién supramacromolecular del DNA en virus, procariotes y eucariotes.
Describir las' caracteristicas mas notables de la estructura primaria, secundaria
y terciana del t-RNA.



Autoevaluacion No. 7

1. Cual es el significado de los términos:
Bases purinicas

Desoxirribosa

DNA

Bases pirimidinicas

Nucleétido

RNA

~Po0T®

2. ¢Cual es la importancia del DNA?
3. Explique cual es la relacion existente entre genes, DNA y herencia.

4. Dado que las purinas y pirimidinas son bases organicas, ¢cuales propiedades
quimicas podria asignarles usted?

5. En cuales particulas subcelulares se localizan el DNA y el RNA en:
a. Bacterias
b. Hongos
c. Células animales y vegetales (células eucaritticas)
6. Explique las caracteristicas mas importantes de la estructura en a a-hélice.

7. ¢Cual es el significado del término unidad de repeticion?



1 Caracteristicas generales y clases

Los acidos nucleicos tienen, en términos generales, la funcion d conservar y
transmitir el mensaje genético que caracteriza cada organismo vivo. La expresion
tangible de ese mensaje se realiza a través de la sintesis de proteinas que actuan
como catalizadores, componentes estructurales, funcionales o reguladores en el
organismo.

Los conceptos anteriores son una sintesis que involucra multiples procesos de
gran complejidad que iremos discutiendo a lo largo de varios capitulos. Por lo
tanto, trataremos de exponer en ésta las caracteristicas y las propiedades
estructurales mas sobresalientes de los acidos nucleicos.

Estos biopolimeros se caracterizan por poseer (con excepcion de una clase de
RNA) pesos moleculares muy elevados que se sittian entre 10° y 10° daltons. Esto
ya los diferencia de las proteinas (cuyos pesos moleculares rara vez superan los 5
x 10° daltons),y. de los polisacaridos-(con-PM-menores o iguales a 10° daltons).

Debido a la presencia/de un altisimo numero de grupos.fosfato, los acidos
nucleicos tienen una gran densidad de.carga negativa y en consecuencia se
comportan como polianiones, esta carga se neutraliza, segun sea el tipo de acido
nucleico, con poliaminas, histonas o Mg*?.

La hidrélisis completa de los acidos nucleicos produce caracteristicamente:
e Bases purinicas y pirimidinicas.
¢ Pentosas correspondientes a la ribosa o desoxirribosa.
e Grupos fosfato.

Tomando como_criterios. su. composicion quimica y funcion, ademas de otras
propiedades, los acidos nucleicos se pueden diferenciar en dos grandes tipos:

e El acido desoxirribonucleico o DNA (o ADN).

e El acido ribonucleico o RNA (o ARN).

La tabla 13 nos muestra las diferencias existentes en términos de los parametros
indicados. Las diferencias sefaladas son aplicables a las moléculas de DNA y
RNA aisladas de la célula por los procesos convencionales ya que existen
excepciones como son los precursores de RNA cuyo tamafo y localizacidon
original, difieren de los RNA clasicos que discutiremos mas adelante.

2 Estructura de bases, nucleésidos y nucleétidos

Para comprender mejor la estructura y las propiedades de los acidos nucleicos es
conveniente discutir previamente las estructuras de sus constituyentes.



Parametro DNA RNA
Composicién
- Pentosa |Deoxirribosa Ribosa
- Bases Timina Uracilo
PM (daltons) 10° -10° <108
Funcion Conservacion del | Expresion del mensaje
mensaje genético. genético
Localizacion 98% en zona nuclear, |Variada segun la clase
2% extracromosomial |de RNA
Tabla 13: Diferencias entre DNA y RNA
2.1 Bases

En lo referente las bases nitrogenadas tenemos.dos estructuras fundamentales de
donde se derivan todas las bases constituyentes:

e Bases purinicas, [llamadas asi por ser la purina la base original, que da
lugar a la Adenina (abreviada A).y-Guanina (G) como bases.comunes (0
muy frecuentes).

. €
n_‘:*i’/ aNC M
|

z\u/‘\n °
H
3 9

Purina

(]

NN,
F S~
] /‘I] 0
Sy N

Adenina (A) Guanina (G)
Estas bases se encuentran tanto en DNA como en RNA.

e Bases pirimidinicas, originadas en la pirimidina que genera como bases
comunes la Citosina (C); Uracilo (U) que es caracteristico del RNA y Timina
(T) que se encuentra en el DNA.
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Pirimidina
NHp

N/l\ H- N/ j M- N/ \FH:’

| N

o//\N/
N
Citosina (C) Uracilo (U) Timina (T)

Ademas de las bases anteriores, se encuentran con alguna frecuencia,
especialmente en algunas clases de RNA; las| llamadas raras (0 poco
frecuentes). Generalmente estas bases son derivadas metil, hidroximetil o

productos de oxidacion o reduccion de las bases comunes. Como ejemplos
podemos citar:
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Mas adelante veremos cual es la importancia de estas bases raras. Es
conveniente sefalar que todas las moléculas anteriores tienen caracter basico y
corresponden al tipo de aminas aromaticas.

2.2 Nucleésidos

Se forman por la uniéon de una pentosa (ribosa o deoxirribosa) a una base purinica
o pirimidinica a través de un enlace N-glicosidico en las posiciones 9 y 3

respectivamente. Por ejemplo con Adenina y Citosina tendriamos:
NH2

ot D(% oo "\ﬁ <‘|/ ‘ )f\l‘
‘<i7’ @ HO-CH@ Ho-m@

Adenosina 2 Deoadenosina Citidina 2 Deoxicitidina

Los nucledsidos con U, Ty G son respectivamente: Uridina (o deoxi-Uridina),
Timidina (o deoxi-Timidina) y Guanosina (o deoxi- Guanasina).

2.3 Nucleétidos

Resultan de la esterificacion de un nucledsido por uno o varios grupos fosfato @
Los nucledtidos biolégicamente mas.importantes portan el fosfato en el OH-5" y
por convencion cuando no se especifica la posicion del fosfato, se sobreentiende
que esta en 5. Dependiendo del nimero de grupos que intervengan, se pueden
obtener los nucleotidos AMP, ADP y ATP, a partir de la adenosina.

En el caso del trifosfonucleotido la posicion relativa de los grupos @ se indica con
a, Byy; los deoxirribonucleotidos (formados con deoxirribosa) seran entonces d-
AMP, d-ADP y d-ATP.
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De una manera analoga tendremos GMP, CMP, UMP, GDP, CDP, etc.

Los monofosfonucleotidos (AMP, GMP, CMP, UMP, TMI) son los bloques
constituyentes de los diferentes tipos de acidos nucleicos en forma similar a como
los AA son los bloques constituyentes de los péptidos y proteinas; los otros
nucledtidos (di, tri y aun tetra) intervienen, como lo veremos en capitulos
posteriores, activamente en._innumerables reacciones del. metabolismo y como
precursores en la sintesis de los acidos nucleicos.

3 Estructura del DNA

En el DNA podemos identificar tres niveles de organizacion estructural definidos
en forma similar a la utilizada con las proteinas. Dado que el DNA proveniente de
virus y bacterias es menos complejo que el DNA de células eucarioticas y se
puede obtener mas facilmente y en mayor cantidad, se ha avanzado mucho mas
en los estudios estructurales del DNA de procariotes.

3.1 Estructura Primaria

Tal como lo mencionamos antes, la hidrolisis total del DNA produce grupos
fosfato, bases purinicas (A, G) y pirimidinicas (C, T) y deoxirribosa; la hidrolisis
quimica proporciona poca informacion pues el DNA es resistente a los alcalis y el
tratamiento con acidos causa frecuentemente una depurinacién o sea la pérdida
de las bases purinicas.
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Figura 28: Estructura fundamental de un segmento de una cadena de DNA

Por ello los datos disponibles sobre la composicion en bases han sido obtenidos
empleando diversas enzimas con diferente especificidad; se usan endonucleasas
(atacan al interior de la molécula) del tipo de las fosfodiesterasas o de las



deoxirnbonucleasas (DNAsa) 1 y Il y exonucleasas (atacan en las extremidades 3’
y 5’ de la molécula respectivamente) de tipo a o b. El analisis de los productos de
hidrolisis resultantes en cada caso (oligonucledtidos, deoxirribonucledtidos con

@ en 3’, deoxirribonucledtidos con @ en 5, etc) ha permitido deducir que la
estructura basica de una cadena (o banda) de DNA consiste en la sucesion de
mononucledtidos unidos entre si por enlaces fosfodiester. La figura 28 ilustra esta
situacion para un fragmento muy pequefio de una cadena de DNA, con una
secuencia hipotética.

Al observar esta figura notamos varias cosas:
e Cada deoxirribosa, con excepcién de las terminales, estd formando enlaces

éster con @ a través de sus hidroxilos 3’ y 5’. Si imaginamos la accion de una
enzima capaz de romper en la posicion 3’ indicada por las flechas tendriamos

al final una mezcla de nucledétidos 5’ y un nucleésido.

e Uno de los extremos corresponde a la deoxirribosa/con su OH- 5 no
esterificado (extremo 5°)y el otro a la pentosa con su OH3’ libre (extremo 3’).
Por convencion se considera que la cadena comienza en su extremo 5’ libre y
termina en su extremo 3’libre.

e Por cada nucledtido presente hay un grupo fosfato con una carga negativa, lo
que significa que en un DNA con 1.000 nucledtidos (que seria un DNA muy
pequeno) tendremos una altisima densidad de cargas negativas.

La estructura de la figura 28 podemos representarla de-varias maneras todas
simplificadas:

T G c T A
HO\I\G} @ ®J\®J\OH DT-G.....C-T-A
5 3

5l
a. b.

En (a) la deoxirribosa se indica por la linea vertical con las posiciones 5’y 3’ y las
bases unidas al azucar se indican con sus abreviaturas correspondientes. En (b)
solo se muestra el orden de las bases indicando con d que se trata de una cadena
formada con deoxirribosa y se sobreentiende que las bases no se unen
directamente sino que el esqueleto de la cadena es la sucesion ...deoxirribosa-
fosfato-deoxirribosa-fosfato.



Los estudios comparativos realizados por el grupo de Chargaff con DNA de
diferentes especies permitieron establecer dos hechos muy interesantes que se
conocen como las reglas de Chargaff. El primero consiste en que la cantidad de
Adenina es igual a la de Timina y la de Guanina igual a la de Citosina; esto se
pudo explicar posteriormente cuando se determind la estructura secundaria y
terciaria del DNA. La segunda regla de Chargaff consiste en que la relacion (A+T) /
(G+C) posee un valor constante para cada especie y se usa como un criterio para
la determinacion de especies (bacteriales, animales o vegetales).

El establecimiento de la secuencia de nucleétidos del DNA ha sido muy dificil
debido al gran tamafio de la molécula (PM >10°), a la complejidad de los
hidrolizados y a la ausencia de segmentos distintivos por no haber sino cuatro
bases diferentes. La estrategia es similar a la empleada con las proteinas
empleando marcacién con radioisétopos, rupturas quimicas y enzimaticas
especificas y separacion y caracterizacion de los fragmentos.

Recientemente. y gracias. a nuevas técnicas -ha. sido posible .determinar la
secuencia compleja de un virus y la de varios genes de procariotes. En el caso de
los eucariotes la mayor complejidad del genoma ha dificultado-considerablemente
La determinacion de secuencias del DNA:

3.2 Estructura secundaria y terciaria

La elucidacién de la estructura espacial del DNA fue posible gracias a la
informacion quimica disponible (1% y 22 reglas de Chargaff) y a la suministrada por
el analisis por rayos X de las preparaciones para-cristalinas de DNA. Se demostro
la existencia de estructuras ordenadas con una unidad de.repeticion muy estable
de 3,4 Ay otraamas débil-de34-A; lacual se'parecia a algunas a-queratinas.

Integrando la informacion disponible y con la ayuda de modelos moleculares,
Watson y Crick en 1953, propusieron 'un modelo tridimensional que luego fue
comprobado experimentalmente. El modelo postula que el DNA esta formado por
dos cadenas enrolladas helicoidalmente entre si, mantenidas y estabilizadas por la
formacion de puentes de H, entre pares de bases llamadas complementarias,
situadas cada una en una banda.

Considerando el tamafio de las bases, el diametro de la fibra de DNA (20 A) y la
estructura de las bases, se propuso que los pares de bases son A: T (unidos por
dos puentes de Hy) y G: C (unidos por tres puentes de Hy); la figura 29 nos
muestra como se establecen los puentes de H; entre las bases complementarias.

Los pares de bases se disponen perpendicularmente al eje de la molécula en
numero de 10 por cada vuelta de la hélice, que corresponde a la distancia de la
unidad de repeticidn mas débil, encontrandose superpuestas con una separacion
entre cada par del orden de 3,4 A.
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Figura 29: Asociacion de las bases complementarias en el DNA

En la molécula las estructuras polares (deoxirribosa y grupos fosfato) se situan al
exterior de la hélice estando en contacto con el solvente y otras moléculas y las
bases que son poco polares (por ser de naturaleza aromatica) se localizan al
interior. Una representacion simplificada de esta doble hélice se indica en la figura
30.

Observamos en la figura 30 que las dos bandas son antiparalelas, es decir corren
en direcciones opuestas ya que los extremos 5’ .no se encuentran del mismo lado.

Esta estructura en doble hélice explica por qué en el DNA tenemos cantidades
iguales de Ty Ao de Cy G (la regla de Chargaff), la estabilidad (proporcionada
por el alto numero de puentes de H, que se forman), muchas de las propiedades
del DNA en solucion (alta viscosidad, fragilidad al pasarlo por capilares) y permite
proponer como se efectua su copia en dos moléculas intactas, lo cual ocurre
durante su biosintesis como veremos posteriormente.
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Figura 30: Estructura en.doble hélice del DNA

4 Complejidad y estructura supramacromolecular del DNA en el genoma

La complejidad y localizacion del DNA.varia.segun sea la entidad funcional (virus,
procariotes o eucariotes) que consideremos.

En los virus cuyo material genético-es. DNA (generalmente virus animales o
bacteriales y algunos vegetales) tenemos una forma circular donde se han unido
los extremos 3’ y 5 y en la mayoria estan presentes las dos bandas de DNA; en
unos pocos por ejemplo: virus @ x 174 sélo hay una‘banda y por ello son una
excepcion a la primera reglarde Chargaff pues no existe el apareamiento A: Ty G

C. La circunferencia de estos'/ DNA virales (determinada por microscopia
electrénica) es mayor que la particula viral completa; esto implica que el DNA en el
virus estda empacado en forma muy compacta y recubierta por las proteinas virales
de envoltura. El peso molecular de los DNA oscila entre 3 y 120 X 10° lo que
facilita el estudio de su secuencia.

En las células procandticas el DNA es circular, de doble banda y se encuentra
anclado en un punto a la membrana celular estando en contacto con el material
citoplasmatico; asociados a este Unico cromosoma se hallan enzimas, poliamidas
o Mg*? y el DNA existe en una forma superenrollada muy compacta. Los pesos
moleculares son considerables, ej. 2.600 x 10° para el DNA de E. coli, teniendo la
molécula varios millones de bases apareados.

Ademas de este DNA cromosomial puede haber DNA adicional, mas pequefio y
también circular, que son los llamados plasmidos; ellos son portadores de unos



pocos genes que confieren a la bacteria ciertas caracteristicas como la resistencia
a los antibidticos.

En los eucariotes la gran mayoria del DNA (aproximadamente 98%) forma parte
de la cromatina en el nucleo y el resto esta en particulas como las mitocondrias o
cloroplastos; éste DNA extranuclear es diferente del nuclear respecto a su
composicion, propiedades fisicas como densidad, viscosidad, etc y asociacion con
proteinas. En la cromatina el DNA lineal (35%) se asocia con histonas (60% en
total) y proteinas acidas y RNA (5%) dando lugar a una estructura muy compacta
con una organizacion espacial no muy bien conocida.

Una ilustracién del grado de compactaciéon se deduce del hecho de que el DNA de
una célula eucariote con un diametro de 10-20 um, si estuviera extendido tendria
una longitud de 2 metros. Cada cromosoma tiene un DNA 4 a 100 veces mayor
que el DNA de E.coll, lo que hace que las células humanas tengan 600 veces mas
DNA que la E.coli.

Los datos anteriores nos muestran la enorme complejidad organizacional que
tiene el DNA eucariotico y-por ello su estudio es uno de los grandes temas de la
biologia molecular actual.

5 RNA: Clasificacion

Tradicionalmente el RNA se ha clasificado tomando como criterio las especies
moleculares mas o menos estables, aisladas de la célula por procedimientos de
laboratorio bien establecidos.

Estos RNA se dividen entres-clases:

o t-RNA o RNA de transferencia. Se encuentra en el citoplasma celular en
forma libre o asociado a un AA dado; en consecuencia existen unas 20
especies moleculares distintas; es el mas pequefno de-los acidos nucléicos ya
que su peso molecular esta en el rango 7.000 a 8.000 y se puede aislar con
cierta facilidad por ser estable.

¢ m-RNA o RNA mensajero. Se encuentra tanto en el nucleo como en el
citoplasma como una mezcla muy compleja de moléculas cuyos PM oscilan
entre 5 x 10° y 1 x 10°% esta clase de RNA es bastante Iabil y por tanto muy
dificil de aislar.

e r-RNA o RNA ribosomal. Se localiza en los ribosomas de procariotes y de
eucariotes donde representa aproximadamente un 50% del total de estas
particulas subcelulares. Hay tres tipos de r-RNA diferentes cuya complejidad
(en razén de su mayor tamafo) es mayor en los eucariotes que en los
procariotes; algunos r-RNA pueden tener PM entre 5 x 10° y 2 x 10°.



Ademas de estos tres tipos de RNA que podriamos considerar como los RNA
clasicos, se han identificado recientemente otros RNA presentes en el nucleo cuyo
periodo de vida es muy corto y que parece actuan como precursores de los RNA
clasicos o durante la sintesis de DNA (Hn-RNA, c-RNA.

Por otra parte, hay una gran cantidad de virus cuyo matenal genético es RNA,
tales como los bacteriofagos F2, MS2, RI7 y QB cuyo estudio ha permitido
entender mejor como actuan estos virus y cuales enzimas estan involucradas en
su biosintesis y regulacion.

6 Estructura del RNA

De manera analoga a lo discutido con el DNA, el RNA posee estructura primaria,
secundaria y terciaria cuyas caracteristicas son intensamente estudiadas en la
actualidad. Los trabajos iniciales se adelantaron indistintamente con las tres clases
de RNA vy posteriormente. para.estudiar.en.detalle la organizacion.estructural se
selecciono el t-RNA puesto que su menor tamano, estabilidad y relativa facilidad
de purificacion constituian.-ventajas apreciables en comparacion con las otras
clases de RNA.

6.1 Estructura primaria

Aun cuando el RNA es susceptiblerala hidrélisis basica, debido a la ribosa
presente, el ataque por enzimas como la ribonucleasa (RNAsa), fosfodiesterasas y
exonucleasas proporcionan la informacién que nos permite representar la
estructura fundamental del RNA, figura 31.

Como caracteristicas sobresalientes de la estructura primaria del RNA podriamos

citar las siguientes:

o La formacion de enlaces fosfodiester se hace a'través'de los hidroxilos 3’ y 5
de la ribosa, quedando siempre libre el hidroxilo 2’; lo cual implica una
estructura lineal sin que haya ramificaciones.

e El sentido de la cadena se define igual a lo ya explicado con el DNA (direccion
5 = 3).

e La molécula es un polianion con muchas cargas negativas.

e La composicion en bases no sigue las reglas de Chargaff y las bases raras son
especialmente abundantes en el t-RNA (aproximadamente un 20%).

La secuencia de nucledtidos ha sido establecida en el RNA del virus R17 y en
numerosos t-RNA. En otros RNA se conocen fragmentos de su secuencia pero su
gran tamano y las dificultades encontradas en su purificacién no han permitido
avanzar en estos aspectos.
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Figura 31: Estructura fundamental de un segmento de RNA

6.2 Estructura secundaria y terciaria

La comparacién de secuencias de muchos t-RNA ha sido posible gracias a los
trabajos de Holley y ha permitido establecer una estructura general llamada hoja
de trébol que se ilustra en la figura 32.

Esta representacion. estructural' es puramente bidimensional y no corresponde,

como veremos mas adelante, a la conformacion de la molécula. Sin embargo su

utilidad reside ‘en que ‘permite precisar las siguientes caracteristicas que son

comunes a todos los t-RNA:

e Aunque no hay sino una s6la banda con 75-80 nucledtidos (a diferencia del
DNA) hay tres segmentos o brazos en que las bases complementarias A : Uy
G : C forman puentes de H;, contribuyendo asi a estabilizar la estructura.

e Las regiones donde se encuentran las bases raras (G* y, DHU) no muestran
apareamiento de bases, debido a los sustituyentes de las bases raras, y
reciben el nombre de bucles. En uno de los tres bucles existentes se encuentra
el triplete de bases que constituye el anticodon que determina cual AA se une
al t-RNA.

e El extremo 3’ siempre tiene la secuencia A-C-C y alli se fija el AA que es
transportado especificamente por un t-RNA dado.
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Figura 32: Estructura general en hoja de tre’bol de t-RNA

Los estudios de difracciéon de rayos X realizados por el grupo de Rich sobre t-RNA
para Phe han mostrado..que la molécula. tiene una .estructura terciaria mas
parecida a una L invertida y retorcida, que a una hoja de trébol. La figura 33 es
una representacion simplificada de la estructura terciaria del t-RNA.

En esta representacion los brazos, con sus bases complementarias; se indican por
las zonas sombreadas y los bucles, por las zonas claras.

La comprensioén del funcionamiento de estos t-RNA en la biosintesis de proteinas,
que discutiremos posteriormente, ha sido considerablemente facilitada por estos
estudios estructurales. Sin embargo hoy en dia se sabe muy poco sobre la
organizacion estructural de m-RNA y r-RNA, debido probablemente a la carencia
de técnicas adecuadas para estudiarlas.



Actividad 4

1
5 extremo

) Extremo de

Fijacidn del
Amino
acido

>,

A AN \\;\ \\wv(\/fr I 3
A \1\\ N\ >y /’{, i i/
\\ \\// T2
‘RN '
\ 3 Extremo.

} ANTICODON.
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1. Elabore una lista de los productos resultantes de la hidrdlisis completa del DNA

y del RNA.

2. Compare las estructuras de los siguientes compuestos en el orden indicado:

Adenina
Uracilo
Limina
Guanina

Adenosina AMP
Uridina UDP
Timidita TDP
Guanosina 3’ GMP

a. Base vs nucledsido vs nucleodtido

b. Nucleétidos entre si

Recuerde como se originan los nucledsidos y como se forman los monofosfo y

ditosfonucleodtidos.

Elabore una lista de los nucleotidos que se encuentran en el DNA y en el RNA.

Explique las diferencias existentes entre unos y otros. Tenga en cuenta que



hay nucleo6tidos comunes y nucleétidos que son propios de cada clase de acido
nucleico.

4. A partir de la estructura simplificada del segmento de DNA represente la
estructura quimica correspondiente. Note que el OH" 5’ libre esta en el extremo

izquierdo, de acuerdo con la convencién adoptada.
T c G & . T

®® ele e

sesevs e

5. Las estructuras en a-hélice y en doble hélice ¢son iguales? Comparelas
construyendo una tabla que incluya las macromoléculas que poseen cada una
de ellas, los tipos.de enlaces presentes, las biomoléculas que se forman y las
propiedades mas importantes de cada una.

6. ¢(COomo se localizan en la célula los diferentes tipos' de RNA? Senale las
diferencias existentes entre ellos en relacién con su tamano, estabilidad y
heterogeneidad.

Autoevaluacion No. 8

1. Compare el DNA y el RNA respecto a su composicion global, tamafio, funcion
general y distribucion subcelular.

2. Asocie cada~una delas: siguientes -moléculas con. el (los): tipo(s) de
estructura(s) correspondiente(s). Puede usarlo una vez, varias veces o ninguna
vez.

Molécula Tipo de estructura

a. CDP 1) Nudeésido

b. CMP 2) Base purinica

c. Timidina 3) Bloque constituyente de DNA
d. UMP 4) Deoxirribonucledtido

e. d-CMP 5) Bloque constituyente de RNA
f. Guanina 6) Difosfonucledtido

g. d-TMP 7) Base pirimidinica

3. Establezca la correspondencia entre las moléculas y la(s) estructura(s) en que
se encuentran presentes:

Molécula Estructura
a. Ribosa a) Trifosforribonucledtido
b. AMP b) RNA

c. d-GMP c) Trifosfodeoxirribonucleétido



d. ATP d) Nucleésido
e. Grupo fosfato e) DNA

4. Compare la estructura primaria fundamental del DNA con la del RNA.

5. ¢Porqué la estructura en doble hélice del DNA permite explicarla primera regla
de Chargaff y los valores obtenidos para las unidades de repeticion?
Esquematice esta estructura indicando los apareamientos que se presentan.

6. Explique como se organiza el DNA en virus, procariotes y eucariotes.

7. llustre las caracteristicas mas sobresalientes de las estructuras secundaria y
terciaria del t-RNA.

Lecturas Recomendadas

Para ampliar sus conocimientos-en-algunos-de los.-aspectos especificos tratados
en este capitulo, consulte las siguientes referencias:

1. La estructura del /material hereditario-/F.H.C., Crick.- - En:-lLas bases
moleculares de la vida: Lecturas del Scientific American / Julio R Villanueva.- -
Madrid: Blume, 1971.- - p.86.

2. La estructura de los virus / R. W. Horne. - - En: las bases moleculares de la
vida.- - Ibid., p155.

3. The genetic activity of mitochondria and chloroplasts / U. W. Goodenough, R.P.
Levine.- - Scientific American.- - Vol.223, 1970.- - p22.



CAPITULO 2: INTRODUCCION AL METABOLISMO Y BIOENERGETICA

Objetivos

Explicar las principales actividades que se desarrollan en el metabolismo.

llustrar los principios de compartamentalizacion y universalidad de las vias
metabdlicas.

Reconocer las diferencias existentes en la utilizacion de la energia y los
elementos en la biésfera.

Identificar los factores que controlan el metabolismo en una célula.

Utilizar conceptos termodinamicos para predecir la direccién de las reacciones
metabdlicas.

Analizar el papel del ATP en las reacciones de fosforilacion.



Autoevaluacién No. 9
1. ¢Cual es la diferencia entre organismos autotroéficos y heterotroficos?

2. ¢Cual es el significado en términos descriptivos (no matematicos) de entalpia,
entropia y energia libre?

3. ¢Cbmo se puede calcular el cambio en energia libre a partir de la constante de
equilibrio de una reaccién?

4. ;Como se relaciona el cambio en energia libre con la diferencia de potenciales
de reduccion estandar de una reaccion de oxido-reduccion?

5. ¢Cual es la transformacion global que ocurre en la fotosintesis?

1 Aspectos generales del metabolismo

El metabolismo es un conjunto altamente integrado de sistemas multienzimaticos
que en su forma mas sencilla se localizan en la célula y realizan un intercambio
permanente de energia y materia con el medio ambiente. Para la discusion
posterior vamos a considerar a la célula como el modelo de un organismo viviente
y, a menos que-se. especifique lo contrario,los )emplearemos. como términos
equivalentes.

Podemos considerar "que el "metabolismo™ desarrolla cuatro  actividades

fundamentales:

e Obtiene energia bien a partir de la luz solar, a través de procesos
fotosintéticos, o bien a partir de compuestos quimicos gracias a reacciones de
oxido-reduccion.

e Transforma los nutrientes exdgenos en substancias precursoras de las
biomoléculas y/o de las macromoléculas. Las diferencias en cuanto a la fuente
de donde toman estos nutrientes es lo que nos permite dividir los organismos
vivos en autotréficos y heterotréficos.

e Sintetiza (reacciones anabdlicas) o degrada (reacciones catabdlicas) las
biomoléculas por ejemplo: aminoacidos, monosacaridos, lipidos, etc., que
necesita para realizar las funciones especificas del organismo.



e Degrada o sintetiza las macromoléculas (proteinas, polisacaridos, acidos
nucleicos etc.) que le permiten construir, hacer funcionar o regular el
organismo ya sea unicelular o multicelular.

Un aspecto muy importante del metabolismo es lo que se conoce como la
universalidad de las vias del metabolismo. Esto significa que las vias metabdlicas
fundamentales comunes son muy similares en los diferentes organismos vivos ya
sean procaridticos o eucarioticos, unicelulares o multicelulares, animales o
vegetales. Es previsible que existan pequefias diferencias entre unas y otras en
cuanto a algunas reacciones en particular pero esto no afecta de modo notable ni
la transformacion global del metabolismo en cuestién, ni la produccion o consumo
(segun el tipo de via involucrada) de energia.

Esta caracteristica de universalidad de las vias facilita muchisimo el estudio de un
organismo vivo en particular y permite localizar rapidamente aquellas reacciones
(o vias) que le son propias.

Otra caracteristica' del metabolismo reside en el hecho de que la mayoria de los
sistemas enzimaticos ‘estan localizados-en una particula subcelular: dada (u
organelo), lo cual facilita la coordinacion espacial y temporal de las diferentes vias.

Esta compartamentalizacion permite la ocurrencia simultanea de vias opuestas
(ejemplo: sintesis y degradacion de lipidos) dentro de la misma célula y el control
de las actividades intracelulares.

Existen varios factores que regulan el metabolismo de una célula:

¢ Necesidades energéticas. La célula parece operar bajo el principio de la
maxima economia y es.asi como no produce 0 consume sino el minimo de
energia requerida; es decir desperdicia la menor cantidad posible de energia.

e Condiciones que regulan la actividad enzimatica, tales como pH, temperatura y
efectores.

e Existencia de enzimas reguladoras. El papel de estas proteinas es el de
controlar a través de un mecanismo de retroinhibicion, o sea de inhibicion por
retroalimentacion, la actividad de otras enzimas o la ocurrencia de una
reaccion en particular.

e Control a nivel de los genes, de la velocidad de sintesis de una (o varias)
enzima (s) que intervengan en una via. Este mecanismo regulador se conoce
bastante bien en células procaridticas y fue descubierto hace relativamente
poco tiempo por Jacob y Monod.



e Actividad de hormonas. Es tal vez el mecanismo mas complejo y sofisticado,
siendo especialmente importante en organismos multicelulares.

2 Bioenergética
2.1 Flujos de materia y energia

El estudio del metabolismo debe incluir no sélo el analisis de cdmo se utilizan los
nutrientes, sino también una evaluacion de los costos o rendimientos en energia
que acompafan esta utilizacion.

Hay una diferencia fundamental entre la utilizacion de los diferentes elementos
que componen las moléculas precursoras, biomoléculas y polimeros y el
aprovechamiento de las diversas formas de energia. Los elementos quimicos
(exceptuando tal vez el P) circulan en la biosfera de manera ciclica y los
organismos vivos son un eslabon de una cadena circular; esta situacion podemos
ilustrarla con (las figuras 34 y 35 para-el-C, Oy N que son algunos de los
elementos mas abundantes en un organismo.

CARBOHIDRATOS
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Figura 34: Ciclo global del C yO en la blésfera
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Figura 35: Ciclo global del N en la biésfera

En estas figuras observamos que una cantidad finita de estos elementos seria
suficiente para mantener el ciclo en operacion. Podemos imaginar entonces que
en un sistema muy reducido (ideal) la misma molécula de carbono, oxigeno o
nitrogeno es utilizada repetidas veces a lo largo de muchos ciclos.

En el caso de la energia la situacion es completamente diferente como podemos
ver en la figura 36:

Calor (entropfa)

Energia Solar

Trabajo

f

Organismos

Energia luminosa . Energia quimica

Fotosintesis
Figura 36: Flujo de la energia en el mundo biolégico

La energia generada en el sol proviene de la fusion termonuclear 4H™ = He + 2e”
que alli ocurre y una pequefiisima parte de esta energia llega a la superficie de la



tierra en diferentes formas como calor, magnetismo y energia luminica; esta ultima
se transforma parcialmente en energia quimica (polisacaridos, ATP) por medio de
la fotosintesis.

La energia almacenada en los enlaces quimicos de los productos de la
fotosintesis es utilizada por los diferentes organismos (incluidas las plantas) para
realizar distintas clases de trabajo (mecanico: contraccion muscular; osmatico:
transporte activo en membranas; biosintesis: formacion de nuevos enlaces; etc) y
finaliza tarde o temprano como calor o sea como energia no aprovechable.

El flujo de la energia es, pues, unidireccional y en cada etapa donde se pasa de
una forma a otra, la cantidad de energia utilizable es solo una fraccion del total.

Este hecho nos sirve para entender por qué es tan importante para un organismo
transformar y utilizar la energia de la manera mas eficiente posible; aqui opera el
principio de la maxima economia que ya mencionamos.

En general podemos decir que los organismos autotréficos derivan su energia de
la fotosintesis 0 de procesos de reduccion mientras que los heterotroficos la
obtienen a través de la oxidacion de.los compuestos sintetizados por los
autotroficos.

2.2 Consideraciones termodinamicas

Podemos considerar que en el metabolismo hay tres tipos de reacciones a las que
podemos asociar cambios en la energia libre del sistema. Estos tipos son:

e Transferencia de H: reacciones &cido-base.

e Transferencia de e’: reacciones de 6xido<reduccion.

e Transferencia de grupos fosfato: Reacciones de fosforilacion.

En estas reacciones el cambio de energia libre (AG) nos sirve por una parte para
calcular las constantes de equilibrio que nos describen el estado de equilibrio y por
otra parte como medida de la fuerza impulsora de la reaccion; el sentido en que se
realice la reaccion depende tanto de la magnitud del AG como de su signo (como
ya se vio en el modulo de Termodinamica).

En los sistemas biolégicos es mas importante la prediccion del sentido de la
reaccion ya que las condiciones propias de estos sistemas no permiten alcanzar el
equilibrio.

En las reacciones acido-base que podemos representar por:
AH—— A +H"



La constante de disociacion (Kj) se relaciona con el cambio en energia libre por
medio de la ecuacion:
AG =AH" +RT.In(K ,) Ecuacién 14

En el equilibrio AG = 0; entonces:
AG® = -RT.In(K,) Ecuacién 15

Lo que es lo mismo:
AG® =-2.303RT.log(K,) Ecuacion 16

Puesto que pK, se define como -log (Ka,).
AG® =-2.303RTpK, Ecuacién 17

Despejando:
AG

= Ecuacion 18
2.303RT

pK

Esta ecuacion es valida para sistemas en que las concentraciones molares son 1,
es decir [H'] = 1'M lo que equivale a pH-=-0. Es claro que este pH-no se da en
sistemas bioldgicos y si el pH tomara el valor de 7.0, entonces [H*] = 107 M.

Por ello se prefiere usar el término G® que representa el cambio en energia libre
del sistema a pH 7,0. Entonces la ecuacién 14 quedaria:
AG'=AG"” +RT.In(K,) Ecuacién 19

La ecuacion 16 seria:
AG” = +2.303RT.log(K , ) Ecuacién 20

En las reacciones de oxido-reduccion usamos la.ecuacion de/Nernst:

AE =AE’ + R—g InK Ecuacioén 21
n

En el equilibrio AE = 0; entonces:
RT

AE? =—=_InK Ecuacion 22
nF
Que a pH 7,0 seria:
AE? = —2.303R—11;an Ecuacién 23
n

Despejando log K de las ecuaciones 20 y 23, igualando y despejando AG®
tendriamos:
AG = -nFAE” Ecuacion 24



Ecuacién que nos muestra como es posible convertir una diferencia de potenciales
de reduccion (por convencion) en un cambio de energia libre y predecir el curso de
la reaccion.

El tercer tipo de reacciones lo examinaremos en detalle a continuacion.
3 Energia libre de hidrdlisis y potencial de transferencia de grupos fosfato

En la discusion que sigue es fundamental tener en claro cuando las reacciones se
realizan en tubo de ensayo (In vitro) y cuando suceden en la célula (In vivo).

Los trifosfonucleétidos como el ATP pueden sufrir in vitro una hidrdlisis que
representamos por:
ATP™* +H,0——> ADP~ +HPO, +H"

Es decir la pérdida del grupo fosfato @ en posicion y, produciéndose ADP y
fésforo inorganico (Pi). En-condiciones estandar a pH 7,0 el calculo de AG® arroja
un valor de -7.300 ‘calorias/mol ‘o0 sea que es una reaccidon muyexergonica
desplazada hacia la derecha; esta energia se conoce como energia libre de
hidrolisis. Si se calcula el AG® jn vitro empleando las concentraciones
intracelulares de ATP, ADP y Pi y se tiene en cuenta la formacion de complejos
con el Mg*? (que es lo que ocurre dentro de la célula) el AG® de hidrélisis (AGY,.)

del ATP puede subir hasta unas -12000 calorias/mol.

Otros compuestos con grupos fosfato estan también presentes en la célula y con
ellos se puede calcular in vitro su AG., . Los valores que se obtienen se muestran

en la tabla 14.

Compuesto Abreviatura Estructura AGg;dr,calorias/mol PTG
Fosfoenol Piruvato PEP c00~ - -14800 14.6
1

C-0~ Pxo
1 t
CKRy, ©
/9
3-Fosfogliceroil-fosfato | 1, 3 DP Glicerado g-riao -11800 11.8
0=¢C °
t
CHp
1 ,o'
NLC-0-P=
£ -0 p\ o
o

Fosfocreatina p-Creatina -10300 10.3




o
o =P~0"
s

N—H
C= NN

1
N—CHy
. CH2
Acetil fosfato : -10100 10.1
coo"

ATP o=P-o0"
S

Adenosin trifosfato I, -7300 7.3
I

Glucosa-1-fosfato -5000 5.0

G-6-P ° o
Glucosa-6-fosfato 0-P=0 -3300 3.3

Tabla 14: Valores de AG0’ de hidrolisis y de Potencial de Transferencia de Grupos PTG para
algunos metabolitos fosforados

Observamos que hay un amplio rango de valores de AG®’, siendo el PEP y el 1,3-
DP glicerato los que liberan.la mayor cantidad.de enegia cuando se hidroliza in

vitro el enlace del grupo . Por convencidn, y para distinguirlo de los enlaces con
mayor estabilidad, se representa por “~” el enlace que al hidrolizarse libera la
energia; este enlace se ha llamado inapropiadamente enlace rico en energia y
cuando se usa este término (en lenguaje bioquimico) significa un enlace muy labil
que libera buena cantidad de energia al romperse.

Si expresamos en kcal.mol el valor absoluto del AGY, obtenemos el valor
hidr

correspondiente al potencial de transferencia de grupos (PTG), que nos indica la
tendencia que tiene un compuesto fosforilado, a transferir su grupo fosfato labil.

Entre mayor sea el PTG mas facilmente se transferira el \_/.



En la célula (o sea in vivo) NO ocurre la hidrdlisis directamente sino que se realiza

una transferencia de @ entre dos compuestos, que en forma general podemos
representar por:
A~P+B — B~P+A

La direccién en que se desplace el equilibrio dependera de los valores de PTG de

A~P y B~P; debemos notar ademas que se requiere que el aceptor de @ esté en
forma no-fosforilada. Estas reacciones son catalizadas por una subclase de
transferasas denominadas kinasas. Consideremos como ejemplo la formacion de
ATP en la célula a partir de ADP; aunque en teoria cualquiera de los primeros
cuatro compuestos de la tabla 14 podria emplearse, utilicemos el PEP. La
reaccion seria:

COO on CO0

l | I

CO v P=O +ADP —» ATP + C - OH

I | Kinasa i

CH, O- CH,
PEP Piruvato

Puesto que el PTG para PEPD =» piruvato es de 14.8 y | PTG de ATP = ADP es
de 7.3, la transferencia del se hace del PEP al ADP para formar ATP y piruvato; la

fostorilacion no se hace en sentido inverso porque se transferira el @ de un
compuesto con PTG menor a un compuesto con PTG mayor. Note que in vivo

realmente no hay hidrdlisis del PEP sino transferencia del .

Las determinaciones del AG®’ in vitro nos sirven entonces para conocer el PTG de
un compuesto y predecir la direccion en que la kinasa cataliza la fosforilacion.

4 Importancia del ATP

El sistema ATP-ADP es el mas empleado por la célula para estas reacciones de
fosforilacion por varias razones:
e EI ATP esté situado en una posicion intermedia y sirve entonces como puente

o Intermediario comun para la transferencia de @ de compuestos ricos en
energia (con AG® muy bajos) a compuestos pobres en energia (con AG®
bajos). Esto tiene la ventaja que se conserva mejor la energia pues los AG* de
cada reaccion son menores, ver figura 37.



e En todas las reacciones de fosforilacion intervienen kinasas que tienen sitios
activos que unen el ATP o el ADP segun sea el caso.

e EI ADP sirve como aceptor de @ provenientes de compuestos con alto PTG.

COMPUESTOS COMPUESTOS
CON ALTO PTS DE BAJO PTSE
rEP
s -14 4
AG°
kcal/mot
- 12 1,3-DP-Gato
- 10 ®- Creatina

N \
ATP

N

llc—l-@
Clc—!-@

Figura 37: Flujo de grupos @ y situacion Intermedia del ATP

Lo anterior ha conducido a algunos bioquimicos a considerar el ATP como la

moneda usada por la célula para transportar la energia. En las unidades

siguientes veremos muchos ejemplos de estas fosforilaciones y de aplicaciones

del formulismo termodinamico discutido mas arriba. La aplicacibn de estos

conceptos a sistemas biologicos esta sujeta a varias limitaciones dado que:

e Los valores de AG®” y AE® estan influenciados por cambios en pH, temperatura
fisioldgica y concentraciones celulares de Mg*.

e La célula es un sistema abierto, que intercambia materia y energia con su
medio ambiente y estos conceptos de termodinamica se definen a partir de un
sistema cerrado.

e Las reacciones in vivo estan en un estado estacionario y no en equilibrio; por
tanto las concentraciones son siempre algo menores que en el equilibrio.



Lo anterior ha conducido al desarrollo de una termodinamica especial o de
procesos irreversibles bastante mas compleja que la termodinamica clasica. Sin
embargo para los fines practicos de predicciéon del sentido de la reaccion y de la

comprension de por qué ocurren las transferencias de grupos , lo visto en este
capitulo es aplicable y utilizable.

Actividad 5

1. De las siguientes actividades metabdlicas ¢ cuales podria sefialar usted como
las mas basicas? Indique aquellas que poseen las caracteristicas mas
generales en todos los organismos.

Utilizacion de C.

Sintesis de triptofano.

Transformacién de nutrientes exdgenos.

Catabolismo y anabolismo de macromoléculas.

Absorcion de energia luminosa.

Transformacion de energia.

g. Sintesis y degradacion de biomoléculas.

Indique las razones de su escogencia y comparelas con la informacion de este

capitulo.

~0o0OToD

2. Revise los mecanismos que permiten controlar el metabolismo.

3. Qué ventajas tiene la compartamentalizacion de las vias metabdlicas?
Recuerde las propiedades de las membranas que permiten seleccionar
metabolitos y biomoléculas.

4. Revise los esquemas del ciclo del N, del ciclo del C'y del flujo de energia en la
biosfera.

5. De las tres reacciones siguientes, ¢ cual tiene lugar realmente?

a. PEP + Glc-6-® > Piruvato + Glucosa

b. PEP + Glucosa -> Piruvato + Glc -6 -
c. Piruvato + GIC-B-@ -> PEP+ Glucosa

Recuerde como se usa el concepto del potencial de transferencia de grupos.
Consulte la tabla 14.

Autoevaluacion No. 10



1. Explique brevemente cudles son las actividades fundamentales que tienen
lugar en el curso del metabolismo.

2. Cite los factores que permiten controlar el metabolismo.

3. En qué consiste:
e La compartamentalizacion.
e La universalidad de las vias metabdlicas.

4. llustre con un esquema para cada caso la utilizacién del nitrégeno y de la
energia en la bidsfera.

5. Explique en términos generales como se puede prever el sentido de reacciones
acido-base y redox.

6. Explique qué significa el potencial de transferencia de grupos y cémo se usa
para predecir el curso de las-reacciones-de fosforilacion.

7. Plantee las razones que sefalan la importancia del ATP en-el metabolismo.

8. De las reacciones siguientes seleccione aquella que quimica vy
termodinamicamente es factible. De sus razones:

a. 1,3-DiP Glicerato + ADP -> 3-PG-Glicerato + ATP
b. 3-P-Glicerato + ADP > 1.,3-DiP- Glicerato + ATP
c. 3-P-Glicerato + ATP -> 1,3-DiP- Glicerato + ADP

Lecturas recomendadas

Complemente algunos aspectos' desarrollados en la tematica de este capitulo

consultando las siguientes referencias:

1. The oxygen cycle/Preston Claud, Aharon Gibor. - - Scientlfic American.- - Vol.
223, 1970.- -p.110.

2. The carbon cycle / Brt Bolin.- - Scientlfilc American.- - Vol 223, 1970.- - p124.

3. The nitrogencycle/C.C. Delwiche.- - Scienflic American.- - vo1223, 1970.- -
p.136.

4. The energy cycle of the biosphere / George M WoodwelL- - Scientlflc American.
— Vol 223, 1970.- - p64.



UNIDAD 3: CATABOLISMO, BIOSINTESIS Y
METABOLISMO

CAPITULO 1: CATABOLISMO DE CARBOHIDRATOS

Objetivos

Describir la secuencia de transformaciones que sufren los carbohidratos en
cada una de las vias degradativas, identificando las clases de enzimas que
intervienen.

llustrar en las diferentes vias los principios generales que las rigen.
Identificar en cada via su localizacion celular, los metabolitos iniciales y finales,
los compuestos intermediarios mas importantes, el tipo de transformacion

sucedida y las enzimas que participan.

Establecer para cada via los balances de sustrato carbonado, coenzimas y
energia en forma de ATP.



Autoevaluacion No. 11

1. Explique el significado del concepto potencial de transferencia de grupo.
¢, Cuales son sus aplicaciones?

2. ;Qué diferencia hay entre la permeabilidad selectiva y el transporte activo en
una membrana? De un ejemplo de cada uno.

3. Describa como estan constituidas las mitocondrias.

4. ;Cual es la funcidn de las mitocondrias? ;Existen estos organelos en
procariotes?

5. ¢Qué significa el concepto paso limitante de una secuencia de reacciones?
6. Dibuje las estructuras de la Glucosa, Fructosa, Galactosa y Sacarosa.

7. ¢Cudles son las diferencias estructurales mas importantes entre amilosa,
amilopectina, glicogeno-y celulosa?

8. ¢Considera usted posible la interconversion de una diferencia de potencial de
reduccién (AE®’) en energia libre (AG®')? ¢Cual seria la expresion para esta
conversion?



INTRODUCCION

A través de los capitulos anteriores se han analizado las principales caracteristicas
estructurales y las propiedades de algunas de las biomoléculas y macromoléculas
mas importantes. Con este bagaje vamos ahora a comenzar el estudio de las
variadas maneras como se transforman los carbohidratos, lipidos y proteinas en
compuestos mas sencillos o sea su catabolismo y luego veremos cémo a partir de
moléculas poco complejas son sintetizadas estas macromoléculas.

En este capitulo y en el proximo dedicaremos nuestra atencion al catabolismo y a
la biosintesis de los carbohidratos respectivamente, con el propédsito de adquirir
una visidén global que nos permita comparar las vias degradativas y biosintéticas
en cuanto a su localizacidon celular, metabolitos iniciales y finales, metabolitos
intermedios mas importantes, produccién o consumo de energia (como ATP) en la
via, clases de enzimas y coenzimas que intervienen etc.

Aunque cada. via sera ilustrada en forma relativamente detallada, a través de
esquemas, no se espera por ejemplo, que usted aprenda los nombres de las
diferentes enzimas sino/que a una transformacion dada pueda asignarle la clase
general de enzima que cataliza esta reaccion.

Revise cuidadosamente los objetivos de este capitulo pues alli se plantea el tipo
de conocimientos basicos que deben ser aprendidos y manejados por usted.

1 Glicdlisis

Iniciaremos nuestro estudio con la llamada via glicolitica porque a mas de ser la
primera via degradativa por-larque pasan los carbohidratos es una;de las mas
adecuadas para ser usada como un ejemplo.de via metabdlica ya que se conocen
con bastante detalle las diversas reacciones que en ella ocurren, asi como las
enzimas que la catalizan; las transformaciones de energia‘involucradas vy, por si
fuera poco, es una de las vias metabdlicas que mas aplicaciones industriales
tiene. De hecho las investigaciones pioneras sobre la glicélisis realizadas por
Pasteur, Tauber y otros, se hicieron por su interés en comprender como se
realizaba la fermentacién alcohdlica.

La glicdlisis se realiza en el citoplasma celular y las enzimas que intervienen se
pueden aislar con relativa facilidad por no estar asociadas a ninguna particula
subcelular; esto ha facilitado muchisimo el analisis individual de las diferentes
reacciones como veremos mas adelante. En esta via se realiza una oxidacion
anaerobia de carbohidratos (almidon, glicégeno, glucosa, fructosa, etc)
apareciendo como productos finales alguno de los siguientes compuestos:

e Acido lactico: tejidos animales (muUsculo especialmente).

e Etanol y CO,: levaduras.



e Etanol o acido piruvico: plantas y animales dependiendo de las condiciones.

El confinamiento de esta via en el citoplasma es posible porque todos los
metabolitos intermedios son del tipo ester-fosfato, lo cual impide su paso a través
de la membrana celular y por tanto no pueden difundirse al exterior de la célula.

En la glicdlisis, como veremos luego, se ilustra muy bien un principio general del
metabolismo que consiste en que las oxidaciones (aerobias o anaerobias) estan
acopladas a la formacién de ATP; esto sucede porque generalmente el compuesto

oxidado que se forma tiene un %rupo fosfato con un potencial de transferencia

de grupo elevado y cede este sobre el ADP para dar lugar al ATP.

La glicdlisis es una de las vias mas universales que existen pues tiene lugar en
organismos aerobios, anaerobios y facultativos; de hecho, por razones que seran
claras mas adelante, es la via que permite a los organismos anaerobios obtener la
energia que requieren para sus procesos metabdlicos. En los otros tipos de
organismos es la primera etapa obligada de una secuencia de vias para la
degradacion de los carbohidratos y de alli su importancia.

Los carbohidratos que alimentan la via pueden ser:

e Polisacaridos como el almidon, que.por accion.de las a- y - amilasas produce
maltosa o glucosa, o el glicbgeno que en el musculo es degradado por accién
de la fostorilasa a (que es una glicosiltransferasa) a Glc-1-P.

e Disacaridos que frecuentemente son:

- Sacarosa, que por una hidrolasa (invertasa) produce Glc y Frc.

- Maltosa, que con la maltasa se hidroliza a Glc.

- Lactosa, que por la lactasa (una hidrolasa) produce Galy Gic.
¢ Hexosas que generalmente son Glc, Gal, Fre.

La figura 38 ilustra las reacciones que desembocan en la produccion de los
monosacaridos.

La via dlicolitica se esquematiza en la figura 39 donde se indican las clases de
enzimas que catalizan cada reaccion usando la nomenclatura mas general; es
conveniente tener presente que cada enzima es caracteristica de una reaccion
dada y asi, por ejemplo, la isomerasa de la reaccion 3 es diferente de la isomerasa
de la reaccién 4 y de la isomerasa de la reaccion 6 y asi sucesivamente. Hemos
adoptado este enfoque general para evitar el uso de los nombres de cada enzima
que consideramos innecesario para los propositos de este curso.

Analizaremos en primer lugar las transformaciones quimicas que sufren los
monosacaridos que nutren la via, haciendo énfasis en los metabolitos intermedios
que sirven como puntos de conexion con otras vias. Luego analizaremos la via



desde el punto de vista energético y por ultimo resaltaremos la importancia que
tiene en diversos organismos.

a- amilasa Glucosa o- amilasa . .
Amilosa ————— + ——— Amilopectina
B- amilasa Maltosa B- amilasa

Amilo-1,6-glicosidasa

Maltasa

Glucosa

———
Lactosa Tactea Galactosa + Glucosa

———
Sacarosa invertea Fructosa + Glucosa

Gic-1-P + (Glucosa) , fosforilasa a (glucosa),

Glicdgeno
Glicdgeno

Figura 38: Carbohidratos proveedores de las hexosas que nutren la glicélisis

Vemos en la figura 39 que la Gal, Gle'y Frc (ver la lista de abreviaturas) sufren
cada una fosforilacion por distintas kinasas (reacciones 2, 5y 7) que resultan en
los respectivos derivados esterfosfato; la Gal-1-P es transformada a Glc-1- P (que
a su vez puede provenir de la degradacion del glicogeno por fosforilasa a) y por
reacciones de isomeracion (4'y 6) estos monosacaridos convergen a Frc -6- P.

Esta molécula sufre una segunda fosfarilacion (reaccion 8) para dar el diester-
fosfato Frc-1, 6-DiP; de todas las reacciones de la via, ésta es la que se realiza
mas lentamente y por ello es el paso limitante en la glicélisis, es decir de la
velocidad con que se suceda, depende la velocidad global de la via.

La préxima reaccidon (9) es muy interesante pues a partir de una molécula de
hexosa se obtienen dos triosas que ademas de ser facilmente interconvertibles
(10) sirven como puntos de enlace de la glicolisis con otras vias.

Dependiendo de las necesidades metabdlicas de la célula la 3-P-DHA puede ser
usada para la sintesis de lipidos o puede ser isomerizada (10) a 3-P-Gal si la
célula requiere la produccion de energia, en este caso prosigue la glicélisis con 2
moléculas de 3-P-Gal y tendremos que hasta aqui se han producido 2 triosas a
partir de una hexosa.
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Figura 39: Esquema de la via glicolitica



La reaccién de ruptura podemos también representarla asi:

H

|
H—c—0—() cHo—(P)

| |
c-0 : c-0
| |

HO —C —H CH,OH

~

H— C— OH—— > 3- Fosfo-dihidroxiacetona (3-P-DHA)

H—C—OH +
| CHO
H—C—O —-® |
| H—C—OH
H |
Frc -1,6 -DiP CHZ—O—®
Forma abierta 3-Fostogliceraldehido

3-P-Gal

En la siguiente reaccion (11) se tiene que, paralelamente con la oxidacion del
aldehido al acido, se produce un compuesto con alto PTG ilustrando asi uno de
los principios generales a que ya nos referimos; la oxidacion se cataliza por una
deshidrogenasa que emplea como coenzima la nicotinamidaadenindinucleétldo
(NAD).

Esta molécula incluye en su estructura la‘nicotinamida que es una vitamina del
grupo B cuya deficiencia tiene multiples efectos incluyendo la pelagra; el NAD es
una de las coenzimas de las deshidrogenasas y participa reversiblemente en
muchas reacciones de 6xido-reduccion de acuerdo con lo indicado en la figura 40.

En la reaccion (11) ared corresponde a 3-P-Gal y Aox a 1,3 -DiP-Gato. En la figura
40 se aprecia que en su forma oxidada el NAD tiene una carga positiva y cuando
se reduce acepta solo un hidrégeno, liberandose al medio el otro hidrogeno como
H*; la parte de la molécula que acepta el H* es la nicotinamida y el resto queda
inalterado.

El compuesto rico en energia (1,3-DiP-Gato) cede, gracias a una kinasa, un grupo
fosfato (el mas labil) sobre el ADP formando ATP y 3-P-Gato (reaccion 12), éste
se isomeriza a 2-P-Gato (13) quien por accion de la enolasa sufre una o6xido
reduccion interna al perder H,0 y dar PEP; nuevamente aca se puede demostrar



cdmo una oxidacién se acompana de la produccién de un metabolito con PTG

elevado. El PEP cede su @ al ADP por accion de una kinasa y se transforma en
enolpiruvato (15) que se isomeriza (16) a piruvato.

\-c- H
: C-NH, *
(41, i
N
| N~ C~NH,
_0~CHy O |
S
-0 1 Deshi- e 0

o NH3 + A red drogenasa.
!

— + Aox + H+
“0-P=0 N| | \N
\
O—C@ % etc.

NaAaD?t NADH + W'

Figura 40: Papel del NAD en las reacciones de é6xido-reduccion

Hasta aqui la via glicolitica sucede en igual forma para todos los organismos y
dependiendo de si tenemos condiciones anaerobias o aerobias el piruvato se
transforma de diferente manera. Por ejemplo, si la glicdlisis se esta realizando en
el musculo, donde predominan condiciones de O, bajas el piruvato se reduce (por
una deshidrogenasa) a lactato (17) o si se esta realizando en levaduras, hay una
decarboxilacion (19) y posterior reduccién a Etanol (20); tenemos entonces una
fermentacion alcohdlica. En los microorganismos anaerobios el piruvato es
transformado en_diversos. productos de fermentacion que terminan en metano y
otros gases.

En organismos aerobios el piruvato se usa.como producto inicial en otra via
degradativa que se conoce como el ciclo de Krebs o de los acidos tricarboxilicos,
que estudiaremos posteriormente.

Si hacemos un balance de compuestos carbonados tenemos entonces que a partir
de una hexosa (Glc, Gal, Frc) se producen dos moléculas de piruvato, habiendo
ocurrido una oxidacion (sin intervencion del Oy, o sea anaerobia).

Desde el punto de vista de un balance de coenzimas se han producido 2 NADH +
2H" por dos piruvato (o sea por hexosa) que luego son consumidas en la
transformacion del piruvato a lactato o a etanol.

El balance energético de la glicdlisis nos muestra que si una hexosa es la materia
prima se consumen 2 ATP (reacciones 2 y 8 6 reacciones 5y 8 ¢ reacciones 7 y 8)



y se producen 4 ATP (12 y 15) por 2 piruvatos producidos; la ganancia neta es de
2 ATP por hexosa oxidada.

Si consideramos la reaccion: Glucosa = 2 lactatos

Lo que no permite un balance cero de NAD" y no altera el balance neto de ATP,
tenemos que su AG® = -47 kcal/mol.

La reaccion en la célula seria (para condiciones estandar):
Glucosa + 2 ADP + 2 Pi = 2 lactatos + 2 ATP + 2H,0,
con un AG*’ = -32,4 kcal /mol

La diferencia de AG® es entonces de -14,6 kcal/mol que corresponde a la energia
acumulada en los 2ATP (7,3 kcal/mol x 2) y en consecuencia la eficiencia
energética de la glicdlisis es de un 31% (14,6 x 100/47); vale la pena anotar como
esta eficiencia es muy superior a la del rendimiento energético de cualquier motor
mecanico.

En algunas células, como-el eritrocito, debido a las concentraciones intracelulares
de los diversos metabolitos de la glicdlisis-la-eficiencia puede subir hasta.un 53% y
por eso estas células pueden derivar unicamente de la glicdlisis toda la energia
que requieren para su metabolismo.

Si la materia prima es el glicégeno (casodel musculo y del higado) un examen de
la figura 39 nos muestra que el balance neto es de +3ATP lo que significa una
eficiencia superior al 31%.

De lo anterior podemos-deducir la enorme-importancia que reviste la glicolisis
como proceso que. permite obtener energia en forma anaerobia para todos
aquellos microorganismos anaerobios y como proceso inicial de oxidacion en los
organismos aerobios; una discusion detallada del papel-de la glicdlisis en la
contraccién muscular la encuentra en la lectura recomendada No. 1.

Las reacciones de la glicolisis ademas de estar en la base de procesos
industriales como las fermentaciones alcohdlica, lactica, acética, de produccién de
glicerol, etc., proveen también la explicacién de algunos métodos usados para el
control de la proliferacion de microorganismos como son la clorinacion del H,O (ya
que el Cl; inhibe las enzimas que catalizan los pasos iniciales de la glicolisis), la
adicion de ion F (que inhibe la enolasa, reaccion 14) o la adicion de agentes
acomplejantes de metales (ya que las enzimas que catalizan las reacciones 14,15,
9 requieren metales para ser activas).

2 Ciclo de Krebs



Esta via también recibe el nombre ciclo de los acidos tricarboxilicos porque en ella
aparecen algunos acidos de este tipo; la secuencia de reacciones que la integran
fue propuesta por el bioquimico austriaco Hans Krebs quien recibié el premio
Nobel en 1953. Su propuesta original coincide basicamente con el ciclo tal como lo
conocemos hoy y estaba fundamentada en una gran cantidad de evidencia
experimental.

La via se realiza en la cara interna de las membranas mitocondriales de los
eucariotes y en la membrana celular de los procariotes donde se encuentran las
enzimas y coenzimas participantes; esto tiene varias consecuencias importantes
derivadas de la permeabilidad selectiva que poseen las membranas.

El ciclo de Krebs tiene como funcién primordial oxidar completamente hasta CO; y
H>0, el acetato (que se encuentra bajo una forma activada) que proviene directa o
indirectamente del catabolismo de carbohidratos, lipidos o proteinas; esto, aunado
al hecho que muchos de los metabolitos intermedios del ciclo se usan como
precursores en varias rutas biosintéticas, pone de relieve la gran importancia del
ciclo de Krebs y su posicion central en el metabolismo celular. Este punto se ira
haciendo evidente a medida que estudiemos las vias metabdlicas.

En todos los organismos aerobios se ha demostrado la existencia de este ciclo lo
cual demuestra su universalidad y la importancia de conservar esta via a lo largo
de la evolucion. Comunmente se inicia la discusion del ciclo de Krebs a partir del
metabolito que conecta esta via con la-glicdlisis.

Veamos entonces que sucede con el piruvato obtenido como producto final de la
glicdlisis en las células aerobias. Este piruvato, que se encuentra en el citoplasma,
es oxidado hastauna forma especial del acetato llamado. acetil-coenzima A o
acetilCoA por medio.de un sistema multienzimatico conocido como el complejo de
la piruvato deshidrogenasa. Esta reaccion de oxidacion es un requisito para la
entrada del esqueleto carbonado de los carbohidratos (a través del piruvato) en el
ciclo de Krebs. ElI complejo de la piruvato deshidrogenasa esta constituido por
varias deshidrogenasas y transferasas acompafnadas de sus respectivas
coenzimas; nosotros nos limitaremos a mencionar la secuencia en que actuan
estas coenzimas, lo cual se muestra en la figura 41 donde se indican solo las
partes funcionales de las enzimas. Tenemos entonces:
¢ Pirofosfato de tiamina (PTT) que corresponde a la vitamina B que asociada a
una deshidrogenasa provoca la decarboxilacion del piruvato en
CH,—C— | (radical acetilo) que se une temporalmente al PTT.
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Figura 41: Oxidacion del piruvato en acetato por accion del complejo de la piruvato
deshidrogenada

El acido lipoico, vitamina del complejo B asociada a una transferasa que recibe
CH,—C—

el © del PTT, regenerado este ultimo.

La coenzima A, unida a una transferasa; la parte funcional de esta coenzima es
un grupo tiol (-SH) capaz de entrar a formar un enlace tioester (rico en energia)
con el acetilo ligado al lipoico dando lugar al acetil-CoA y liberando el acido



lipoico en su forma reducida. De aqui en adelante las siguientes reacciones
tienen por objeto reoxidar las coenzimas reducidas.

¢ La flavinadenin-di nucleétido (FAD) de cuya estructura hace parte la riboflavina
(vitamina B2). Esta es una coenzima de deshidrogenasas y recibe los dos
hidrogenos del lipoico regenerando la forma oxidada de éste y quedando como
FADH,.

e EI NAD" que por intermedio de una deshidrogenasa reoxida al FADH,,
quedando como aceptor final de los electrones en forma de NADH + H*

La accién de este sistema multienzimatico la podemos resumir en la reaccion 1 de
la figura 42. De esta manera se oxida el piruvato y el acetil-CoA queda situado en
la membrana interna mitocondrial donde esta disponible para entrar en el ciclo de
Krebs.

La via se inicia (figura 42) con la condensacion de una molécula de oxalacetato y
una molécula de acetil-CoA (reaccidn 2) catalizada por una sintetasa formandose
el citrato; este acidosse isomeriza(3-y 4) hasta isocitrato y luego sejoxida con una
NAD" deshidrogenasa (5) hasta oxalsuccinato siendo esta reaccion el paso
limitante. Si observamos la-estructura del oxalsuccinato apreciamos que es un a -
ceto acido con un carboxilo vecinal y por-eso sufre facilmente una decarboxilacion
(6); el a -ceto glutarato resultante es decarboxilado a su vez por un complejo
multienzimatico muy similar al que actué en la reaccién 1 y se produce la succinil-
CoA (7).

Este compuesto tiene un enlace rico en energia (enlace tio ester) y aqui
nuevamente podemos demostrar el principio de que una oxidacion esta acoplada
a la formacion de un compuesto con alto PTG. Esta energia se aprovecha para
fosforilar el ADP a traves del par GDP-GTP-(reaccion 8); esta produccion de ATP
es lo que se conoce como.fosforilacion a nivel de sustrato y en la glicolisis se
presenta también cuando se pasa del 1,3-DiP-Gato a 3-P- Gato (reaccion 12,
figura 39) o del'PEP a piruvato (reaccion 15, figura 39).

El succinato producido se oxida a fumarato (9) por medio de una deshidrogenasa
que tiene como coenzima FAD; la estructura y la reaccion de 6xido-reduccion en
que participa se muestra en la figura 43.

Note que el FAD puede aceptar dos hidrogenos y no se liberan H* al medio, a
diferencia de lo que ocurre con el NAD".

El fumarato se hidrata para formar malato (reaccion 10) que se oxida a oxalacetato
con una NAD-deshidrogenasa. De esta manera se cierra el ciclo regenerandose el
oxalacetato consumido en la condensacion con el Acetil-CoA (reaccion 2)
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Figura 42: Esquema del ciclo de Krebs

En esta via encontramos un gran numero de metabolitos que sirven como sitios de
enlace con otras vias y es mas breve enumerar aquellos que no cumplen tan
frecuentemente esta funcién; estos metabolitos son fundamentalmente los acidos

tricarboxilicos citrato y cis-aconitato cuyas conexiones directas con otras rutas
metabdlicas son escasas.



Tiene especial importancia el acetil-CoA pues alli convergen productos del
catabolismo de carbohidratos (como hemos visto), de lipidos (en lo que respecta al
metabolismo, los acidos grasos) y de algunos aminoacidos; el a-cetoglutarato,
fumarato, malato y oxalacetato son también compuestos que conectan con vias
degradativas o biosintéticas de aminoacidos y carbohidratos.
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Figura 43: Estructura y modo de accién de la Flavinadenin dinucleétido (FAD)

Al intentar hacer un balance de los compuestos que intervienen en esta via,
observamos que por su naturaleza ciclica sélo se requiere un aporte extremo de
acetil-CoA, de coenzimas de deshidrogenasas y de ADP, puesto que los
intermediarios del ciclo se regeneran continuamente.

En lo referente al carbono un examen de la figura 42 muestra que por cada acetil-
CoA que entra se producen 2CO; o sea que podemos considerar que el acetilo se
ha oxidado hasta CO, y H,0O; esta oxidacion lleva aparejada la produccién de 3
NADH + 3H" y de 1 FADH, que por existir en pequefias cantidades al interior de la
mitocondria y no poder difundir a través de la membrana (por la permeabilidad
selectiva de ésta), deben ser reoxidadas para que el ciclo siga operando. Esta



reoxidacion se efectua por medio de la fosforilacién oxidativa que es una via
intimamente asociada, tanto temporal como espacialmente, al ciclo de Krebs.

Con excepcion del NADH + H' las coenzimas que participan en los sistemas
multienzimaticos de las reacciones (1) y (7) se regeneran por las reacciones
indicadas en la figura 41.

Desde el punto de vista energético, el ciclo de Krebs no es un gran productor
directo de ATP pues por acetato oxidado solo se obtiene un ATP (reaccién 8); es
en la fosforilacion oxidativa donde la reoxidacién del NADH + H* y FADH,
producira buenas cantidades de ATP tal como veremos mas adelante.

Al igual que en la glicdlisis es posible estudiar in vitro las diversas reacciones y
calcular sus AG® empleando las concentraciones determinadas in vitro; se
encuentra asi que varias reacciones del ciclo (1,2,7,11) tienen AG®’ del orden de -8
kcal/mol, es decir son muy exergonicas y su equilibrio esta fuertemente
desplazado en-la direccion.que-en la figura 42 corresponde al sentido del giro de
las manecillas ‘del reloj; ‘estos valores explican por qué las reacciones que en
principio son facilmente reversibles (3, 4, 5), en la célula no ocurren en direccion
opuesta.

Es importante recordar que el ciclo de Krebs no es uUnicamente una via
degradativa sino que a partir de algunos de sus metabolitos, se pueden sintetizar
otras biomoléculas. Si por alguna razén-alguno de sus metabolitos intermedios es
consumido, es posible restaurar su concentracion inicial por medio de las llamadas
reacciones anapleréticas. Por ejemplo, si hay deficiencia en oxalacetato la
reaccion:

coo
Carboxilasa |
CH,— C - -COO" +ATP + CO,+ H,0 <—“’?_[,__ C =O+ ADP + Pi + 2H*
‘ iotina
I g
O CH,
|
coor

AG® = -0,5 kcal/mol

permite su sintesis a expensas del consumo de ATP y CO; utilizando el piruvato
que es un metabolito facilmente disponible. Puesto que el oxalacetato se usa
ciclicamente se puede renovar con esta reaccidon cualquiera de los intermediarios
que participan en el ciclo. El bloqueo de estas reacciones anapleréticas puede
conducir a la paralizacion del ciclo y por ende del metabolismo.



La actividad del ciclo se puede controlar a través de varios factores:

e Niveles enzimaticos. Las enzimas estan presentes en proporciones
constantes y muy seguramente hay un mecanismo de control genético que
regula su biosintesis.

¢ Niveles de substrato. Las concentraciones de los substratos son del orden de
10™M en higado o en rifién y de 10°M en células procariéticas (ej. E. coli).

e Niveles de coenzimas. Generalmente son cercanos a 10*M -10°M vy su
disponibilidad es critica para el funcionamiento de la via.

e Accesibilidad o permeabilidad de la membrana. Es un resultado de las
propiedades de la membrana y tiene como efecto el que el NADH, FADH;
citoplasmaticos no puedan penetrar a la mitocondria para ser reoxidadas. A su
vez el acetil - CoA intramitocondrial no difunde al exterior (o sea al citoplasma).

e Control respiratorio. Este factor resulta del acoplamiento respiracion
fosforilacion. El control se origina en el valor de la relacion ADP/ATP. Si el ADP
>> ATP, aumenta la respiracion (0 sea el catabolismo de acetil-CoA y la
fosforilacion); 'si hay exceso de ATP se tiene el efecto inverso debido a la
inhibicién de la deshidrogenasa que actua en el paso limitante del ciclo, es
decir la oxidacién de isocitrato o oxalsuccinato (reaccion (5) en la figura 42).
Este mecanismo de control es una demostracion mas del principio de maxima
economia que se discutio previamente.

3 Fosforilacion oxidativa

Dada la asociacion entre esta via y el ciclo de Krebs, su localizacioén es a nivel de
las crestas mitocondriales-de:los eucariotes y.de las membranas celulares de los
procariotes; es obvio que tiene lugar sélo en organismos aerobios obligados o
facultativos.

La funcién de la fosforilacion oxidativa es doble: por una parte reoxida las
coenzimas reducidas (NADH + H*, FADH,) producidas en el ciclo de Krebs,
transfiriendo los electrones por una serie de transportadores hasta que finalmente
son aceptados por el O,; por otra parte, sintetiza ATP aprovechando las
diferencias en potenciales de reduccion (AE®) que existen entre los
transportadores y la convertibilidad de estas diferencias de potencial en energia.

Para facilitar la discusion consideremos primero el transporte de electrones y
luego la formacion del ATP que le esta asociada, sin que por ello se quiera
significar que son procesos independientes o consecutivos.

3.1 Transporte de electrones



Las reacciones que tienen lugar en este transporte, son de oxido-reduccion y en
consecuencia se puede determinar sus potenciales de reduccion estandar y
aplicarles la ley de Nernst. En la tabla 15 se muestran los principales compuestos
que intervienen en el transporte con sus valores de E°’.

Forma Reducida Forma Oxidada E®’ (Volts)
Piruvato + HSCoA Acetil-CoA -0,48
H, 2H" -0,41
Isocitrato a-cetoglutarato -0,38
NADH + H* NAD* -0,32
Malato Oxalacetato -0,18
FADH, FAD -0,05
Succinato Fumarato +0.03
Citocromo b (Fe*?) Citrocromo b (Fe*®) +0,07
Citrocromo c¢1 (Fe*?) Citocromo c¢1 (Fe*®) +0,23
Citocromo ¢ (Fe*?) Citocromo ¢ (Fe™) +0,25
Citocromo a«(Fe*?) Citocromo a (Fe™) +0,29
Citocromo a3 (Fe*?) Citocromo a3 (Fe™) +0,55
H,O (o)} +0,82

Tabla 15: Potenciales de reducciéon estandar de algunos metabolitos y transportadores de la
cadena de electrones

Los transportadores de e" mas estudiados'son de tres tipos:
e NAD" - Deshidrogenasas y NADP” - Deshidrogenasas
¢ Flavin -deshidrogenasas
e Citocromos

Las deshidrogenasas del primer tipo-poseen-NAD” (cuya.estructura.y modo de
accion ya fue discutido) o NADP* como coenzimas. Esta ultima es muy similar
estructural y funcionalmente al NAD" ya que solo difiere en que posee un grupo
fosfato adicional que esterifica el OH -2 en laribosa de la.adenosina. La diferencia
mas importante reside en que las NAD® - deshidrogenasas actuan
preferencialmente en reacciones degradativas y las NADP" - deshidrogenasas
catalizan reacciones redox biosintéticas.

Las deshidrogenasas del segundo tipo emplean FAD y FMN (flavinmono-
nucledtido) como enzimas. EI FMN es un nucledtido en que interviene la flavina
como base nitrogenada, con el mismo mecanismo aceptor de H* que el FAD. Si
esta interesado en la estructura del FMN consulte alguna de las referencias
generales.

El tercer tipo de transportadores esta constituido por la familia de los citocromos.
Estas proteinas globulares ademas de su cadena polipeptidica poseen un grupo
heme cuya estructura es muy similar al heme de la hemoglobina ya que solo
cambian algunos de los sustituyentes sobre el nucleo porfirinico; la diferencia



fundamental estriba en la funcién de este grupo en los citocromos ya que en ellos
el atomo de hierro interviene en el transporte de electrones (e’) pasando de Fe*
(forma oxidada) a Fe*? (-forma reducida) y viceversa. En los citocromos los sitios
de coordinacion 5 y 6 del Fe estan ocupados por residuos de AA y por tanto no
estan disponibles para unirse con O, CN° o CO. La tabla 16 muestra las
principales caracteristicas de los citocromos que participan en el transporte de
electrones en la fosforilacion oxidativa.

Proteina Peso Molecular | E (Volts) Bandas de Absorcién (nm)’
(Daltons) a B Y

Citocromo b 30.000 + 0,07 563 |532 [429

Citocromo ¢ 370.000 +0,23 554 |524 |418

Citocromo ¢ 12.500 +0,25 550 |521 |415

Citocromo a 240.000** +0,29 600 |- 439 (Cu presente)

Citocromo aj; +0,55 603 |- 443 (Cu presente)

* Bandas de absorcion de la forma reducida
** Complejo a +a;
Tabla 16: Algunas propiedades fisicoquimicas de los citocromos de la fosforilacion
oxidativa

Estas proteinas, con excepcidn del citocromo c, estan fuertemente asociadas a la
membrana mitocondrial lo cual ha dificultado su purificacién y caracterizacion
detallada. Sin embargo se conoce su composicion en AA y los estudios
comparativos de secuencia hechos con el citocromo ¢ han permitido establecer
cdmo ha evolucionado esta proteina en los diversos organismos aerobios.

La estrategia seguida para establecerlos componentes y su orden, en la cadena
de transporte de electrones es un buen ejemplo de como la evidencia
experimental de diferente naturaleza puede integrarse para.construir un modelo de
una via metabdlica. En el caso presente se tuvieron en cuenta los siguientes
hechos:

e Es factible aislar 'de las mitocondrias...complejos..de algunos de los
transportadores ej: NAD - deshidrogenasa asociada con citocromo b, coenzima
Q y proteinas Fe-S o citocromo ¢ asociado a citocromo c1. Esto significa que
hay una organizacion de estos componentes en la membrana.

e El orden en que se coloquen los transportadores debe considerar los valores
de E® y se ird del mas negativo hasta el mas positivo o sea hasta el O, como
aceptor final de los €.

e EI transporte de e puede ser bloqueado selectivamente en varios puntos
gracias a la existencia de inhibidores de este transporte; los mas estudiados
son la rotenona, el amital, la antimicina A y el ion CN". Estos inhibidores
provocan la acumulacion de las formas reducidas de los transportadores que
estan localizados antes del sitio de accidén del inhibidor; los transportadores
posteriores estan en su forma oxidada y estas dos formas se pueden distinguir
espectroscopicamente. Los estudios con inhibidores del transporte de e- han



sido particularmente utiles para establecer el orden de aquellos
transportadores para los cuales no se conoce su valor de E®’.

Ademas de los transportadores ya discutidos, se han aislado:
e Coenzima Q (o ubiquinona). Es una benzoquinona con 8-10 radicales isopreno
(n =8, n =10) que actua en reacciones redox de la siguiente forma:

0 o oM
H_CO 3
3 Haco CHy
(c-c=c—C) + le-+Ht ' l (C-C=C—C )
i n HaC ] r
HyCO U ¢ > S— c

o QH
1 j +1e- !(Semiquinona,

{QUINONA, Formao oxidada) + nt ;°u';"":°=’0miro—

QN2

(Hidroquinona, forma reducida)

e Proteinas Fe-S. Estas proteinas se caracterizan por poseer atomos de Fe
unidos a S labil, que no corresponde al S del Meto o CySH. Intervienen en
reacciones redox a través del Fe que-pasa de Fe*? a Fe™ o viceversa.

Considerando el conjunto de la evidencia experimental se ha propuesto que la
cadena de transporte de electrones se realiza segun el esquema de la figura 44.

En este esquema observamos que el donador inicial de 2e” y 2H", es un sustrato
(metabolito) que al oxidarse cede sus e sobre el NAD™ (caso del piruvato > Acetil-
CoA + CO,, del isocitrato-=»-oxalsuccinato, del a-cetoglutarato = succinil-CoA +
CO; o del malato = oxalacetato; reacciones del ciclo de Krebs, ver figura 42, que
pasa a NADH + H" que al cederlos 2e” y 2H" sobre el FMN se reoxida, formandose
FMNH,. Esta coenzima cede los 2e” sobre las proteinas Fe-S que se reducen y los
2H" salen de la mitocondria; esta reaccion redox permite regenerar el FMN (o FAD
segun el caso) y constituye un segundo sitio de entrada de e- a la cadena en el
caso en que el metabolito al oxidarse produzca FADH, (0 FMNH;) como sucede
en el paso de succinato a fumarato en el ciclo de Krebs. Vemos que asi son
reoxidados el NADH + H" y el FADH, producidos en Krebs; las reacciones
siguientes en la cadena de transporte de electrones tienen como objeto canalizar
los electrones a través de una serie de transportadores (coenzima Q, citocromo b,
citocromo c4, etc) hasta llevarlas finalmente sobre el O, y producir H,O.

En la figura 44 se indican también los sitios donde actuan los inhibidores del
transporte de electrones; por ejemplo el CN" impide la transferencia de e del



complejo citocromo a + az al oxigeno molecular, provocando un bloqueo de la
cadena respiratoria y en consecuencia impidiendo la reoxidacion del NADH + H* y
FADH, con lo cual se paralizan las vias metabdlicas (comenzando por el ciclo de
Krebs).

En los procariotes (donde no existen las mitocondrias) el transporte de electrones
se realiza en la membrana celular por un mecanismo similar y algo mas sencillo
como se indica en la figura 45. Aqui la coenzima Q pasa directamente de la forma
Q a QH; y la salida de los H* es hacia el medio circundante de la célula.

Una discusién detallada de los esquemas de transporte de electrones se
encuentra en la lectura recomendada No.3.

3.2 Fosforilacion - Sintesis de ATP

Como ya dijimos la fosforilacion del ADP esta intimamente asociada al transporte
de electrones. Empleando la ecuacion: AG® .= - nFAE”

donde n = 2 electrones, F (expresado en faradays) cuyo equivalente energético es
igual a 23062 calorias jpodemos calcular-la-energia tedricamente disponible que
tenemos en la cadena cuyos E° van de -0.32 a +0.82 volts.

Entonces: AG® = -2 x 23062 x (0.82 - (-0.32)) = -52.7 kcal, lo que significa que se
tiene, en principio, energia suficiente-para sintetizar varios ATP ya que la
formacion de un ATP cuesta 7300 cal /mol.

Usando la misma formula podemos calcular cual seria-la AE® minima para
sintetizar un ATP:

-7300 = -2 x 23062 AE®’
AE® =0.22 volts

O sea que en aquellos sitios donde la diferencia en los potenciales de reduccion
estandar de dos transportadores sea igual o mayor que este valor podemos tener
energia suficiente para formar un ATP.
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Figura 45: Fosforilacién oxidativa en procariotes

El estudio experimental de la fosforilacién oxidativa in vivo ha permitido establecer

como puntos fundamentales:

e Larelacion P : O (incorporacion de Pi como fésforo organico, o sea ATP/mol O3
consumido) es de 3 si se parte de la oxidacion piruvato = Acetil-CoA + CO; o
de isocitrato = a-ceto glutarato + CO,; cuando se oxida succinato = fumarato,
P:0=2.



Existen sustancias como el 2,4-dinitrofenol o la valinomicina que permiten el
transporte de electrones hasta el oxigeno pero sin que se forme ATP, es decir
desacoplan la oxidacion de la fosforilacion. Estas sustancias no tienen ningun
efecto sobre las fosforilaciones a nivel de sustrato que ocurren por ejemplo en
la glicdlisis o0 en el ciclo de Krebs, porque alli la produccion de ATP no esta
ligada al transporte de electrones en una cadena.

Hay una salida de H" (6H" en mitocondrias y 4H" en células procaridticas)
como consecuencia del transporte de e (ver figuras 44 y 45). Esto genera un
gradiente de potencial a través de la membrana, que es impermeable a la
difusion simple de H*. La entrada de estos H* esta asociada a la formacion de
ATP.

En la membrana existe una ATP asa (o sistema F; - Fyg) que dadas las
condiciones apropiadas, es capaz de sintetizar ATP a partir de ADP y Pi.

Reuniendo toda la evidencia experimental-disponible y con ldas consideraciones
termodinamicas iniciales, Mitchell ha propuesto la llamada teoria quimio-osmatica
para explicar la sintesis del ATP en la fosforilacion oxidativa y también en la
fotosintesis’. (Una discusion detallada la-encuentra en'la lectura recomendada No.
3) En las figuras 44 y 45 se indican los sitios de la cadena que cumplen las
condiciones para la sintesis del ATP.

Si hacemos un balance global de materiales de la fosforilacion oxidativa vemos
que:

Se reoxidan las coenzimas NADH + H™ y FADH; producidas en el ciclo de
Krebs.

Se consume media molécula de 0; por par.de electrones transportados.

Por cada par de electrones transportados desde el NADH + H*, se producen 3
ATP.

Por cada par de electrones transferido a partir de FADH; se sintetizan 2 ATP.

El rendimiento energético de la via es de un 40% calculado asi:
- Componente exergonico dado por la reaccion:
NADH + H" + 72 O, & NAD" + H,0, AG® = -52.7 kcal/mol

- Componente endergonico dado por la reaccion:
3ADP + 3Pi = 3ATP +3H,0, AG? = +21.9 kcal/mol

21.9x100

Rendimiento = =40%




Este rendimiento es mayor que los obtenidos en las vias ya discutidas.
4 Via del glicerol fosfato

La segregacion existente entre el NAD® / NADH + H" citoplasmaticos y
mitocondriales, debida a la impermeabilidad de la membrana mitocondrial para la
entrada de estas coenzimas, plantea la pregunta de cémo se efectua la
reoxidacion de las coenzimas presentes en el citoplasma.

La respuesta la constituye la via del glicerol-fosfato que mostramos en la figura 46
y que ademas es una excelente ilustracion de la permeabilidad selectiva de la
membrana mitocondrial.

CH,OH CH,OH
+ I f
NAPy - H-C ~OH H -C -OH
ON 4 .
HZC—O-® HZC—0—® FAD

NADR+HT )

('ZHQOH CHoOH \
_ c=0 \
c=0
! ! /@ * Fosf.
My C-0- (@) H,C-0 —P FADHg — ,yidat
3PDHA T 3-P-DH A
CITOPLASMA MITOCONDRIA

MEMBRANA
MITOCONDRIAL

Figura 46: Esquema de la via del glicerol-fosfato

En la figura observamos que el NADH + H* producido citoplasmaticamente (por
ejemplo en la glicdlisis) es reoxidado (por una deshidrogenasa, reaccién 1) al
reducir la 3-P-DHA (que es un metabolito facilmente disponible en el citoplasma)

para dar glicerol 3—@; este compuesto si puede atravesar la membrana
mitocondrial y al interior sufre una reoxidacion por accién de una deshidrogenasa
que emplea el FAD como coenzima (reaccion 2).

El resultado es la produccion de FADH, que es reoxidado en la fosforilacion
oxidativa y de 3-P-DHA que difunde al exterior de la mitocondria donde es
reutilizado en la reoxidacién de una nueva molécula de NADH + H*. Vemos
entonces que la triosa es utilizada ciclicamente y que la produccion de un NADH +
H* citoplasmatico resulta en la aparicion de un FADH, mitocondrial que al ser
reoxidado produce 2 ATP/mol FADH,.



5 Balance global de la oxidaciéon de glucosa

Comparemos ahora los balances de sustrato carbonado y de ATP cuando la
glucosa es oxidada anaerdbicamente o aerobicamente.

En la oxidacion anaerobia (glicolisis) la reaccidon global sera:
Glucosa + 2NAD" + 2ADP + 2Pi = 2 piruvatos + 2ATP + 2NADH + 2H"
(citoplasmaticos) (1)

Por tanto se producen 2 moles de piruvato y 2 ATP/mol glucosa oxidada.

En la oxidacion aerobia (glicolisis + ciclo de Krebs + fosforilacion oxidativa)
tendremos:

Citoplasma | Glucosa + 2NAD" + 2ADP + 2Pi = 2 Piruvatos + 2ATP + 2NADH + 2H" (1)
(Glicolisis)
M 2 Piruvatos + 2NAD_+ 2HSCoA =>» 2Acetil-CoA+2C02+ 2NADH +2H
I (2)
T
o 2 Acetil-CoA + 2ADP + 2Pi + 6NAD + 2FAD. =» 4CO, + 2ATP + 6NADH +
C 6H" + 2FADH2 (3)
o
N 8NADH + 8H + 4FADH, + 60, + 32ADP. + 32Pi & 8NAD + 4FAD + 6H,0
D + 32ATP (4)
R
I
A

En la oxidacién aerobialos 2 piruvatos son= oxidados por el complejo
multienzimatico de la piruvato decarboxilasa (reaccion (2) y por su parte los 2
Acetil-CoA son completamente oxidados en Krebs (reaccién 3) hasta 4CO, y que
con los 2C0O; de (2) nos'dan‘los 6 ‘carbonos de‘la glucosa:

Las coenzimas: 8NADH + 8H" = 2 (de la reaccién 2) + 6 (de la reaccion 3); y
4FADH, = 2 (de la reaccion 3) + 2 (que se producen por la via del glicerol 3 a
partir de los 2NADH + 2H" citoplasmaticos) producen en la fosforilacion oxidativa
(F.O) (reaccidn 4) 32 ATP porque:
En la fosforilacion oxidativa INAD + H* = 3 ATP

8 x3 = 24 ATP

1FADH; = 2ATP

4x2=>8ATP

La cantidad total de ATP producido en esta oxidacion aerobia de la glucosa sera:
2ATP (reaccion 1) + 2ATP (reaccion 3) + 32ATP (reaccién 4) = 36 ATP

Es decir la energia recuperada sera: 36 x 7300/686.000 = 40%



El calor de combustion de la glucosa es 686.000 cal/mol y corresponde al 100%
de la energia acumulada en un mol de glucosa; se observa que por mol de
glucosa la oxidacion aerobia produce 18 veces mas energia que la anaerobia
(36ATP vs 2ATP) lo que significa que, para obtener una cantidad dada de energia,
una célula facultativa consume 18 veces mas glucosa en condiciones anaerobias
que en condiciones aerobias y ademas acumula lactato en condiciones
anaerobias.

Si se pasa a condiciones aerobias (es decir admite O,) baja el consumo de
glucosa y desaparece el lactato; esto es lo que se conoce como el efecto Pasteur.

6 Via de las pentosas fosfatos

Esta via degradativa que ocurre en el citoplasma de todos los organismos,
constituye una alternativa muy interesante en el catabolismo de los carbohidratos.
Gracias a esta via la.célula puede:

e Producir NADPH + H"/en el citoplasma, lo cual es especialmente importante en
aquellos tejidos que realizan biosintesis que requieren-esta coenzima por
ejemplo el higado, tejido adiposo o corteza de glandulas suprarrenales donde
se sintetizan acidos grasos y esteroides. En este aspecto es la unica via por la
cual muchas células (excluyendo aquellas que realizan fotosintesis) obtienen
su NADPH + H".

o Obtener pentosas, en especial D-ribosa, que se requiere para biosintetizar los
nucleétidos.

e En la etapa oscura de la fotosintesis, generar metabolitos que sirven como
precursores de la glucosa.

e Obtener una serie de monosacaridos Cys; Cs y C; que emplea como
intermediarios para otras vias.

En forma global podemos considerar tres etapas en la via de las pentosas fosfato:
e Oxidacion de la glucosa -6-P (hexosa) hasta ribulosa -5- P (pentosa).

¢ Interconversién reversible de las pentosas fosfato.

¢ Transformacion de las pentosas fosfato en hexosas fosfato.

Las reacciones que suceden en esta via se muestran en la figura 47 donde para
una mejor comprension del balance de C y de coémo ocurren las reacciones,
consideramos inicialmente 6 moléculas de glucosa-6-P (Glc-6-P).

En esta figura empleamos la representacion grafica de los monosacaridos donde
sélo se indica la posicion de los grupos OH, sin tener en cuenta los atomos de H
unidos al carbono tetravalente. Esta hexosa proviene de una fosforilacion de la
glucosa o de la fosforilacidon e isomerizacion de otras hexosas como fructosa o
galactosa (reacciones 2-7 de la figura 39).
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Figura 47: Via de las pentosas fosfato

* como coenzima (reacciones 1, 2, 3)

En la primera etapa de la via la Glc-6-P es oxidada en dos pasos por

deshidrogenasas que utilizan el NADP

produciendo NADPH + H" y 3-ceto-6-fosfogluconato que por ser un B-ceto acido



se decarboxila por medio de una decarboxilasa, reaccion 4, produciendo 6
moléculas de CO; y 6 de una pentosa fosfato que corresponde a la ribulosa -5-P
(una cetosa).

En esta primera etapa tiene lugar entonces la degradacion de las hexosas y las
reacciones de las etapas siguientes, ademas de producir los monosacaridos
intermediarios que alimentaran otras vias, serviran para regenerar parte de las 6
moléculas de hexosa degradadas.

En la segunda etapa (reacciones 5 y 6) se interconvierten reversiblemente las
pentosas fosfato entre si; esta interconversion se realiza gracias a isomerasas que
permiten la facil conversién de unas pentosas en otras.

Dependiendo de las necesidades globales de la célula se puede entonces
canalizar la produccion hacia una pentosa determinada; si por ejemplo la célula va
a iniciar una mitosis, se requerira una buena cantidad de nucledtidos disponibles
para la sintesis de-acidos nucleicos; a su vez-ello implica que la ribosa (o
deoxirribosa), segun el caso, esté disponible para la formacién de los precursores
(ATP, GTP, CTP, etc). En nuestro diagrama, para facilitar-el balance de C,
consideramos que las seis moléculas de-ribulosa-5-P. generan dos de-ribosa-5-P
(reaccion 6) y cuatro de xilulosa-5-P. De estas 4 xilulosa-5-P, dos moléculas se
combinaran con dos de ribosa-5-P (reaccién 7) y dejamos en reserva las otras dos
moléculas de xilulosa-5-P.

La ultima etapa, que se inicia con la reaccion 7, posibilita la obtencién de una serie
de monosacaridos (tetrosas y heptosas) que no hemos encontrado hasta ahora ni
como intermediarios ni como productos de las vias ya estudiadas.

Ademas las reacciones que ocurren en esta etapa son las reacciones que en
sentido contrario constituyen parte de la etapa oscura de la fotosintesis; por ello su
conocimiento y comprension-en este momento nos facilitara el estudio de las
reacciones de la fotosintesis.

Esta etapa comienza con la transferencia de un fragmento de la xil -5-P (indicado
en el recuadro) sobre el carbono 1 de la Rib-5-P; esta reaccion esta catalizada por
una transferasa (transcetolasa) que tiene como coenzima el pirofosfato de tiamina
(PTT) y es reversible; el paso del fragmento (2) sobre la pentosa (Cs) nos genera
la seudoheptulosa (C7) y el fragmento residual (C; = Cs - C;) corresponde al 3-P-
Gliceraldehido (3-P-Gal).

En la proxima reaccion (8) tiene lugar una segunda transferencia que ahora es un
fragmento C; (mostrado en el recuadro y se refiere a que el residuo tiene tres
carbonos unidos entre si) de la seudoheptulosa, sobre el C (carbono numero uno
de la molécula) del 3-P-Gal; la transferasa que interviene aqui (trans aldolasa) es
diferente de la anterior.



Como resultado nos aparece una hexosa (Cs = C3 + C3) que corresponde a Frc-6-
P y una tetrosa (C4 = C; - C3) que es la Eritrosa-4-P; ya que consideramos
anteriormente que esta etapa se inicié con dos moléculas de xil-5-P y 2 de Rib-5-
P, tendremos hasta aqui, 2 moléculas de Frc-6-P y 2 moléculas de Eritrosa-4-P.

Las dos Eritrosa-4-P se combinan ahora con las dos moléculas de xil-5-P que
teniamos en reserva, gracias a una transcetolasa (similar a la de la reaccién 7) y el
fragmento C, de la Xil-5-P (en el recuadro) va sobre el C¢ de la tetrosa formando
una hexosa (Cg = C2 + Cy); el resto es la triosa 3-P-Gal.

Como balance del sustrato carbonado en esta via tenemos entonces que a partir
de 6 hexosas se produjeron 6CO; (reaccién 4) y se formaron 2 mol de 3-P-Gal y 4
de Frc-6-P (reaccion 8 y 9). Dado que a partir de 2 moléculas de 3-P- Gal se
puede formar una molécula de Frc-6-P (reaccién inversa a la reaccion 9 b de
glicdlisis), tendremos 5 moléculas de Frc-6-P que se pueden isomerizar a 5
moléculas de- Glc-6-P. En. resumen; usando 6.-mol de hexosa obtenemos por
oxidacion 6CQO; y recuperamos 5 mol de hexosa.

Una discusion detallada de las reacciones-de esta via la encuentra en-el articulo
de B. Axelrod’.

En lo referente al balance de coenzimas vemos que por 6 Glc-6-P que entran en la
via, se obtienen 12NADPH + 12H"(reaccién 1 + 3) que podran usarse en
biosintesis que impliquen reducciones y asi regenerar el NADP*. En esta via no
hay produccion o consumo de ATP y por tanto no es un sistema por el cual la
célula puede obtener energia al degradar los monosacaridoes; su importancia como
ya vimos es otra:

No sobra anotar que en la ceélula tanto. esta via como [la glicélisis ocurren
simultdneamente y la magnitud relativa de-una 'de ellas respecto a la otra,
depende de las necesidades metabdlicas en un momento dado.

Actividad 6

1. Analice la glicdlisis, el ciclo de Krebs, la fosforilacion oxidativa y la via de las
pentosas fosfato en lo que se refiere a:

e Sitio de la célula donde tiene lugar.
Transformacion global que ocurre en cada una.
Metabolitos iniciales y finales.
Metabolitos intermedios que sirven como puntos de enlace con otras vias.
Rendimiento energético.



Para este analisis establezca un cuadro comparativo con los diferentes aspectos,
empleando la informacion dada en cada via.

2. Considere las siguientes reacciones que ocurren en el eritrocito durante la
glicdlisis:

AG®
Glc +ATP = Glc-6-P + ADP -4,0
PEP + ADP => Piruvato + ATP -7,5
3-P-Gato = 2-P-Gato +1,06
Si en estado estacionario las concentraciones intracelulares son (en y Moles):
Glc 5.000 ADP 138 3-P-Gato 118
Glc-6-P 83 PEP 23 2-P-Gato 30
ATP 1850 Piruvato 51

Calcule el AG’ para cada reaccién; deduzca si la reaccion ocurre o no y determine
hacia donde se desplaza el equilibrio. Utilice la-ecuacion AG’= AG” + RT InK,
considerando una temperatura de 25°C.

3. Efectue el ‘balance de carbono, ATP.y.coenzimas, cuando una-molécula de
sacarosa es oxidada anaerébicamente. Compare los valores con los obtenidos
cuando la sacarosa es oxidada completamente. Recuerde que la oxidacion
completa incluye glicdlisis, ciclo de Krebs y fosforilacién oxidativa.

4. Calcule el numero de ATP producido por la oxidacién anaerobia de 1.5 m moles
de Glucosa y comparelos con los obtenidos en la oxidacion aerobia de 0,75 m
moles de Glucosa. Explique la razén de la diferencia.

5. Analice en forma. comparativa la glicolisis.con la via de las pentosas fosfato.
Proceda por etapas considerando ademas de los aspectos mencionados en el
primer punto, las reacciones que se suceden.

Autoevaluacion No. 12

1. Elabore un cuadro de las vias catabdlicas de los carbohidratos comparandolas
respecto a su localizacion celular, compuestos iniciales y terminales,
metabolitos intermedios que sirven como puntos de conexién con otras vias y
su balance energético en términos de ATP.

2. Demuestre como en la glicélisis ocurren reacciones que ilustran uno de los
principios generales del metabolismo.

3. llustre con dos ejemplos la permeabilidad selectiva de las membranas.
Explique las consecuencias que tiene en cada caso este fendémeno.



4. Coloque en orden decreciente las vias catabdlicas de los carbohidratos

respecto a:

- Su ocurrencia en diferentes tipos de organismos (universalidad).

- Grado de importancia como productoras de metabolitos comunes con otras
vias.

- Capacidad de produccion de energia (ATP).

- Grado de complejidad en términos del numero y variedad de reacciones,
diferentes coenzimas que actuan y variedad de sustratos que alimentan.

5. Explique en qué consisten las reacciones anaplerdticas ¢;Cual es su
importancia? Cite un ejemplo.

6. Explique como esta controlada la actividad del ciclo de Krebs.

7. Explique cual es la diferencia entre fosforilacion a nivel de sustrato y
fosforilaciones oxidativas. Dé un ejemplo de cada una, sefalando la via en la
que tiene lugar.

8. Describa como sucede la fosforilacion oxidativa en eucariotes. Indique los
principales transportadores de e, los:sitios de fosforilacion y la accion de los
agentes desacoplantes.

9. Deduzca a partir de las reacciones que ocurren en la via del glicerol-3-fosfato,
cual es la utilidad de esta via.

10.Plantee las finalidades de la via de las pentosas fosfato.
Lecturas recomendadas
Para ampliar algunos conceptos tratados en este capitulo, consulte:

1. The source of muscular energy/ Rodolfo Margaria.- - Scientific American.- - Vol
226, 1972.- - p84.

2. Cytochrome C and the evolution of energy metabolism/ Richard E. Dikerson.- -
Scientific American.- - vol 242, 1980.- - p137

3. How ceil make A TP/ Peter C. Hinkle, Richard. E. McCaity.- - Sclentlflc
American. - vol 238, 1978.- - p104.



CAPITULO 2: BIOSINTESIS DE CARBOHIDRATOS

Objetivos

Explicar las diferentes vias por las cuales se realiza la biosintesis de
carbohidratos.

llustrar los principios organizativos de la biosintesis.

Identificar en cada via su localizacién celular, metabolitos iniciales y finales,
metabolitos intermedios mas importantes y las coenzimas que participan.

Realizar para cada via los balances de compuestos carbonados, coenzimas y
energia (como ATP).

Aplicar los conceptos de bioenergética para explicar ‘la ocurrencia o no de
algunas reacciones metabdlicas.

Establecer las analogias y diferencias entre las vias degradativas vy
biosintéticas de monosacaridos.



Autoevaluacion No. 13

1. llustrar con dos ejemplos como se acopla la oxidaciéon de un metabolito a la
produccién de compuestos con alto PTG.

2. ldentifique la funcién primordial de las siguientes vias:
a. Ciclo de Krebs.
b. Pentosas fosfato.
c. Glicerol-3- fosfato.
d. Glicdlisis.
e. Fosforilacion oxidativa.

3. Explique en qué tipos de reacciones intervienen:

NAD

Pirofosfato de tiamina

Coenzima A

FAD

NADPH + H*

. Citocromos.

ite unavia (o varias, si es el caso).en la que actuen.

O™"P Q0T

4. ;Qué es una reaccion anaplerotica?

5. Indique la secuencia de reacciones por las cuales el succinato se transforma
en oxalacetato; sefiale las coenzimas que actuan en cada reaccion.

6. Explique las transformaciones que ocurren en cada una de las etapas de la via
de pentosas fosfato.



INTRODUCCION

En este capitulo estudiaremos las dos vias biosintéticas mas importantes de
carbohidratos que son la gluconeogénesls (o biosintesis de glucosa) y la
fotosintesis.

En general todos los procesos biosintéticos requieren del aporte de energia ya que
ella es necesaria para formar los enlaces quimicos del precursor o de la
biomolécula que se esté formando; si adicionalmente el proceso incluye
reacciones de reduccion, la coenzima de la deshidrogenasa es casi siempre
NADPH + H" que proviene o de la via de pentosas fosfato o de la fotosintesis (en
el caso de las plantas).

1 Principios organizativos

Las vias biosintéticas o anabdlicas transcurren en la célula gracias a varios

principios organizativos entre las.cuales podriamos.enumerar:

e La secuencia de reacciones que constituyen la via ‘biosintética de una
biomolécula generalmente difiere en varios pasos de la-via usada para su
degradacion. A pesar de que muchas-enzimas pueden actuaren la.una o en la
otra, siempre intervienen algunas enzimas propias de la via anabdlica que no
aparecen en la contra parte degradativa. Esta diferencia preserva la integridad
del metabolismo global pues asi este no depende de las concentraciones
relativas de los metabolitos que podrian, si las vias fueran completamente
reversibles, influir en el sentido de las mismas.

e Las vias anabdlicas estan controladas por enzimas reguladoras diferentes de

aquellas que actuan en la via/ catabdlica correspondiente. Se establece
entonces una regulacion dinamica que opera de manera reciproca, es decir si
se estimula el proceso biosintético de una biomolécula se inhibe su proceso
degradativo'o a la‘inversa.
Ademas las enzimas reguladoras de biosintesis generalmente actuan en las
etapas iniciales de la via, de manera que se evitan reacciones innecesarias
que conduzcan a intermediarios no utilizables o no requeridos por la célula en
ese momento. Tenemos aqui una nueva aplicacion del principio de la maxima
economia celular.

e Las reacciones biosintéticas son consumidoras de energia y estan acopladas a
la degradacion del ATP. Esta degradacion tiene lugar de tal manera que el
AG® de hidrdlisis es mayor que el AG® requerido para la biosintesis y por tanto
la reaccion es esencialmente irreversible. Generalmente el ATP se degrada a

AMP y @ —@ compuesto este ultimo que se hidroliza, por accién de una
pirofosfatasa en 2 Pi.



Dicho de otra manera por cada nuevo enlace que se forma, se rompen 2
enlaces ricos en energia.

2 Gluconeogénesis

Dada la importancia de la glucosa como sustancia que al ser oxidada produce
energia, la célula (o el organismo) tendra una enorme ventaja si puede sintetizarla
a partir de metabolitos que no sean carbohidratos. Esta via tiene lugar
parcialmente en el citoplasma y la mitocondria y en los animales es especialmente
importante en tejidos como el higado y la corteza renal.

La figura 48 muestra las reacciones por las cuales sucede la gluconeogénesis.
Observamos en ella que muchas reacciones ya las hemos encontrado en sentido
contrario en la glicdlisis; especificamente nos referimos a las reacciones 5, 6, 7, 8,
9,10, 12y 14. (Ver figura 39).

La reaccion 5se inicia con.el PEP.y.la reaccion 11.y siguientes arranca con la Frc
-1,6-Di-P.

Veamos en primer término cdmo es pasible-obtener PEP ‘a partir de-piruvato en
forma indirecta. La reaccion directa seria:

COO CcOoO

|
C=0 ATP ADP c—o-@
I \/

CH

v

3

Tiene un AG°® = +7,5 kcal por la cual es muy costosa energéticamente y
termodinamicamente esta prohibida; es por ello que en la glicdlisis se realiza en
direccion contraria (reacciones 15y 16. fig. 39).

La célula utiliza un rodeo para obtener este PEP. En la figura 48 vemos que el
piruvato (que proviene de distintas fuentes) entra a la mitocondria y alli por accion
de una carboxilasa (reaccién 1) y ATP se genera oxalacetato. Este es un ejemplo
de una reaccion anaplerética estando regulada la enzima por acetil-CoA que
requiere para la reaccion. El paso posterior (2) permite obtener malato que puede
salir de la mitocondria y en el citoplasma es reoxidado a oxalacetato (3); ahora

actua una carboxikinasa que con GTP como donador de @ nos da PEP (reaccion
4).
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Figura 48: Secuencias de las reacciones de la gluconeogénesis



Si consideramos los cambios en energia libre tendriamos lo siguiente:

Paso No. |Reaccién AG? kcal
1 Piruvato + CO2 + ATP —————— Oxalacetato + ADP + Pi -0.5
2 Oxalacetato + NADH + H* > Malato + NAD* -6.7
3 Malato + NAD" i Oxalacetato + NADH + H* +6.7
4 Oxalacetato + GTP T PEP + GDP + CO, +0.7

Globalmente tendremos un AG® = +0.2 kcal = (-0.5 — 6.7 + 6.7 + 0.7) lo que
significa que la reaccién global (sumando 1 a 4):
Piruvato + ATP + GTP = PEP + ADP + GDP + Pi

Esta reaccion es termodinamicamente posible; hay que anotar que aqui también
se ilustra el principio del gasto de dos enlaces ricos en energia por la formacion de
uno.

Esta formacion de/ PEP a partir de piruvato es.un ejemplo del primer principio
enunciado al comienzo del capitulo.

Las reacciones 5 a 10 son inversas a las de la glicolisis y por ellas se llega hasta
Frc1,6-Di P.

El paso de Frc-1,6-DiP a Frc-6-P (reaccion 1) constituye la segunda diferencia con
la glicdlisis; si la reaccién fuese inversa.ala de glicolisis se tendria:

Frc-1,6-DiP + ADP =» Frc-6-P + ATP, con un AG® = +34 kcal lo que la hace
irrealizable.

En la glucogénesis actua una fosfatasa que hidroliza ‘la fructosa-difosfato
produciendo Frc- 6-P y libera fosforo inorganico (Pi) con un AG® = 4,0 kcal.

La actividad de esta enzima reguladora esta controlada por la relacion ATP/AMP
siendo el ATP un modulador positivo (estimula la actividad) y el AMP un
modulador negativo.

La tercera reaccion diferente a la que ocurre en la glicdlisis es la defosforilacion de
Glc-6-P a Glc (reaccién 13); aqui también actua una fosfatasa que cataliza la
reaccion:

Glc-6-P + H20 = Gic + Pi, que tiene un AG® = -3,3 kcal.

De esta manera se puede sintetizar Glc a partir de 2 piruvatos. La reaccién global
seria:



2 Piruvatos + 4ATP + 2GTP + 2NADH + 2H" + 4H,0 =
Glucosa + 4ADP + 2GDP + 6 Pi + 2NAD"

Luego por cada molécula de Glc formada se gastan 6 enlaces ricos en energia;
este alto costo implica que la gluconeogénesis es irreversible y por tanto la
biosintesis de glucosa (gluconeogénesis) y la degradacion de glucosa (glicolisis)
ocurren paralelamente y en forma coordinada. Esta via es, tal como lo hemos
sefalado, una de las mejores ilustraciones de los principios organizativos de la
biosintesis y con la glucosa obtenida se puede sintetizar glicogeno o almidén
(reacciones 14 y 15) en condiciones controladas por hormonas (insulina en el caso
del glicogeno).

La via esta alimentada por:
¢ Intermediarios del ciclo Krebs puesto que cualquiera de ellas puede dar lugar al

malato (ver figura 42) quien al salir de la mitocondria se oxida a oxalacetato
(reaccion 3) y genera PEP.

¢ Productos del catabolismo de acidos grasos. Como veremos mas adelante, los
acidos grasos/ son /‘oxidados hasta acetil-CoA y en/las plantas éste es
transformado en PEP por medio del ciclodel glioxilato ilustrado en-la figura 49.
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Figura 49: Esquema del ciclo del glioxilato



Este ciclo que ocurre en los glioxisomas en las plantas se realiza por algunas
de las reacciones que ocurren en el ciclo de Krebs (1, 2, 3,6, 7,8y 9) y
adicionalmente con la intervencion de una liasa (reacciéon 4) y una sintetasa
(reaccion 5). Como resultado neto dos moléculas de acetil-CoA sirven para
sintetizar una de succinato que por las reacciones 7, 8 y 9 (iguales a las del
ciclo de Krebs) forma oxalacetato que sirve como punto de partida para la
gluconeogénesis (reaccion 10).

o Esqueletos carbonados de aminoacidos. Los aminoacidos en su catabolismo
producen intermediarios del ciclo Krebs y pueden asi servir para sintetizar
glucosa.

e Gracias a esta diversidad de fuentes carbonadas que pueden proporcionar
precursores. la célula puede sintetizar glucosa facilmente aunque a un alto
costo. Veremos mas adelante en este capitulo como puede utilizarse esta
glucosa enla sintesis de diversos-polisacaridos:

3 Fotosintesis

Esta via metabdlica posee una singular importancia no solo para aquellos
organismos que son capaces de llevarla a cabo sino también para la realizacién
de los ciclos del carbono y del oxigeno pues es el eslabon que permite en la
biosfera la conservacion de una atmésfera oxidante donde el 0, esta en amplia
disponibilidad.

La fotosintesis ocurre en una amplia gama de organismos:tanto procariotes como
eucariotes, tal como'lo muestrala tabla 17. Enella indicamos ademas|la fuente de
electrones que usa cada organismo de estos.para efectuar la reduccion del CO, y
sintetizar asi la glucosa.

Esta tabla nos muestra que un buen numero de procariotes realiza fotosintesis
usando como donadores de electrones compuestos diferentes al H>O, por tal
razon la fotosintesis en estos organismos no libera O, sino S, compuestos
organicos oxidados, etc.

Por esta razén la ecuacion general de la fotosintesis seria:
2H-D + CO» — CH>0O + H,O + 2D

donde H,D es el donor de e"y D es su forma oxidada (O, S, piruvato, acetona,
etc); esta situacion implica ademas que en las plantas el O, liberado proviene del
H20 y no del CO», lo cual ha sido demostrado experimentalmente.



Organismo Genero Utilizacién | Fuente de electrones
del O,

P | Algas verde azules Cianobacteriaceae | Aerobios H,O

(F; Sulfobacterias verdes Chlorobiaceae Anaerobios H,S, 82032', H,, S
estrictos

2 Bacterias verdes filamentosas | Chloroflexaceae Aerobios H.S, compuestos organicos

R Sulfobacterias purpura Chromatiaceae Anaerobios H,S, S,05%, Hy, S

| estrictos

o| Bacterias purpura Rhodospirillaceae | Aerobios Compuestos organicos

T (ej: isopropanol, lactato)

E

E | Plantas superiores Aerobios H.O

U| Algas verdes, pardas, rojas Aerobios H.O

C| Plankton Flagelados Aerobios H,O

g Diatomaceas Aerobios H.O

| Dinoflagelados Aerobios H,O

(0]

T

E

Tabla 17: Organismos fotosintéticos

La fotosintesis se sucede en los cloroplastos, particulas-subcelulares, mas
grandes que las mitocondrias (1 - 10 ym) que poseen una compleja estructura con
varias clases de membranas. La membrana externa, muy fragil, rodea un sistema
de membranas internas y de vesiculas (0 sacos) llamada tilacoides o discos
tilacoides. Estos tilacoides se apilan unos sobre otros formando los grana y alli se
encuentran los pigmentos fotosintéticos. Los discos tilacoides estan conectadas
entre si por filamentos membranosos llamados lamelas y todo esta suspendido en
un liquido denominado estroma (para una discusion mas detallada de la estructura
del cloroplasto consulte la lectura recomendada No. 1).-La figura 50 muestra

esquematicamente la estructura de un cloroplasto.

MEMBRANA
EXTERNMA
MEMBRANA

L IN TERNA

LAMELAS.

ESTRONA
TiLAMOIDES

Figura 50: Esquema de un cloroplasto

En los cloroplastos se encuentran todas las substancias necesarias para la
fotosintesis, que podemos clasificar en dos grupos:




e Componentes fotorreactivos.
e Componentes no fotorreactivos.

Los primeros son pigmentos que por su estructura quimica son capaces de
absorber parte de la energia luminosa y pasar a un estado excitado o sea a un
nivel superior de energia. Los mas abundantes son las clorofilas, los carotenoides
y las ficobilinas; estos ultimos estan presentes soélo en las algas rojas y verde-
azules; los otros dos son de ocurrencia general. La estructura general de las
clorofilas y de los carotenos se muestra en la figura 51.

X ==CHz ' CLOROFILA a.
X = - CHO @ CLORGFILA b.

CHO EN VEZ DE C=C: CLOROFILA 4.
ANILLO It REDUCIDO : BAGTERIOCLOROFILA.

Figura 51: Estructura de clorofilas y carotenos

La maxima eficiencia conjunta en la absorcion de la energia luminosa se presenta
en las regiones 400 - 500 nm y 600 - 700 nm (o sea en el espectro visible)
observandose que los carotenos actuan como receptores complementarios en la
region del espectro no cubierta por las clorofilas. En los cloroplastos hay también
pequenas cantidades de pigmentos llamados fitocromos cuya absorcién es
maxima a 680 nm (P 680) o a 700 nm (P700). (Una discusion detallada del papel
de las clorofilas la encuentra en el articulo de Rabinowitch).



Dentro de los componentes fotorreactivos encontramos una gran variedad de
compuestos:
e Lipidos: Glicolipidos y fosfatidos.
e Proteinas: Citocromos (t, bs, bg); plastocianina (Cu*?), ferredoxinas,
flavoproteinas.
e Enzimas.
Quinonas Benzoquinonas (plastoquinona) y Naftoquinonas.
Coenzimas NADP", NAD".

Los dos tipos de componentes poseen probablemente una organizacion espacial
en los grana de tal manera que hay una considerable complejidad estructural y
funcional que permite la ocurrencia de la fotosintesis que podemos considerar que
sucede en dos etapas: la etapa luminosa y la etapa oscura. Por razones de
conveniencia discutiremos cada una de ellas por separado, sin olvidar que estan
intimamente relacionadas y son interdependientes.

3.1 Etapa luminosa

Esta etapa ha sido estudiada por métodos espectroscopicos ya que ocurre muy
rapidamenle (10™"° a 10™® segundos); en ella se captura un cuanto de luz propia
por parle de los pigmentos fotorreactivos que pasan a un estado excitado; de esta
forma la energia luminosa se transforma en energia quimica. Al excitarse,
aumentan los potenciales de reduccion de las moléculas y esto ocasiona una
transferencia de electrones por varios transportadores hasta que finalmente los
electrones son aceptados por el NADP™; asociadas a este transporte de electrones
ocurren varias fosforilaciones (fotofosforilacion) de manera analoga a lo que
sucede en la fosforilacion oxidativa.

En los organismos aerobios hay una fotdlisis del H,O, liberandose O3y electrones
que son quienes van a ser transferidos por la cadena de transportadores.

En los anaerobios se oxida el donor de e produciéndose frecuentemente S
(molecular) o Ha.

Con base en la evidencia experimental disponible, esta etapa luminosa en los
aerobios se ha esquematizado como se indica en la figura 52.

Se considera que en los cloroplastos de estos organismos hay dos centros
fotorreactivos: fotosistemas | y Il (FSI y FSII) constituidos por clorofila a, carotenos
y P700 y por clorofilas a y b, ficobilinas y P680 respectivamente. Tal como lo
indica la figura 52 en el FSII ocurre la fotdlisis del H,O vy al recibir el cuanto de luz
(hv ) su valor de E® se hace mas negativo (estado Z) y los electrones provenientes
del H,O son transferidos por reacciones de oxido-reduccion a través de la



plastoquinona, cito-cromo b, citocromo f y plastocianina hasta el FSI en su estado
fundamental; al ceder los electrones el FS |l retorna a su estado fundamental y
queda listo para una nueva excitacion.
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Figura 52: Etapa luminosa de la fotosintesis

Si observamos con cuidado el esquema vemos que la transferencia de electrones
desde Z hasta el FSI se hace de un E® mas negativo (0,0) a uno mas positivo
(+0,6); la diferencia de potencial resultante (aproximadamente 0,5 volts) se
aprovecha para. sintetizar ATP. por un /mecanismo- similar.al ya discutido en la
fosforilacion oxidativa (para una /discusion en detalle consulte la lectura
recomendada No.2) que requiere un minimo de 0,22 volts para sintetizar un ATP.

El fotosistema | que ha recibido los electrones, captura la energia luminosa y pasa
a su estado excitado (P430) con un salto en su E®; los electrones son
transportados ahora a través de una ferredoxina y una reductasa para ser
finalmente aceptados por el NADP* que se reduce a NADPH + H". La cesion de
los electrones hace que P430 retorne a su estado fundamental.

Como resultado global de esta etapa luminosa podemos decir que a partir del H,O
se produce O, y que por cada par de electrones transferidos se fosforila el ADP
(dos moléculas posiblemente) hasta ATP y se reduce el NADP" hasta NADPH +
H*. La lectura recomendada No. 3 le dara un panorama de esta etapa luminosa.

Es interesante anotar como en esta etapa se pueden ilustrar varios de los
principios que rigen el metabolismo ya que la oxidacién de una sustancia (el H2O)
esta aparejada con la produccion de ATP vy la transferencia de electrones se hace



en el sentido creciente de los potenciales de reduccion (de mas negativo a mas
positivo) tal y como ocurre en la fosforilacién oxidativa.

Ademas de proveer el ATP y el NADPH + H" necesarios para la siguiente etapa, la
etapa luminosa es una excelente ilustracion de un mecanismo biolégico que
permite transformar energia luminosa en energia quimica; es por ello y por las
potenciales aplicaciones que de aqui se puedan derivar, que ha sido objeto de
numerosos estudios que contindan hoy en dia.

3.2 Etapa oscura

La elucidacion de esta etapa fue posible, en buena parte gracias a los trabajos del
grupo de Calvin quien recibié por ello el Nébel en 1961. Usando '“C y métodos
cromatograficos se estableciéo que la reduccion del CO, hasta glucosa ocurre en
un breve periodo (10 - 1s) utilizando el ATP y el NADPH + H" generados en la
etapa luminosa. Una descripcidon muy interesante de estos trabajos la encuentra
en la lectura recomendada No. 4. Dado que esta etapa de la fotosintesis es ciclica,
se conoce también con el nombre de ciclo de Calvin. La figura 53 nos muestra las
reacciones que se suceden:.

Para facilitar la comprension de esta etapa y su balance de C, se considera la
intervencion de 6CO, que por accion de una carboxilasa (liasa), bastante
abundante en los cloroplastos, efectua la carboxilacion de la ribulosa-1,5-Di-P (una
pentosa) para dar 3-P-Glicerato (3-P=Gato) como producto final de esta reaccion
(1); es probable que la pentosa (Cs) al recibir el CO, origine un Cgs que es inestable
y se rompe en 2 moléculas (por pentosa + CO;) de 3-P-Glicerato. Ya que
consideramos 6CO. iniciales, se obtienen 12 de 3-P-Gato; este acido es reducido
(reaccién 2) poruna-deshidrogenasa que usa’NADPH + H*como coenzimas hasta
12 moléculas de 3-P-Gliceraldehido; la reduccion requiere energia que en este
caso es provista por el ATP. De las doce moléculas de 3-P-Gal dejemos seis en
reserva y consideremos las seis restantes.

Las proximas reacciones (3, 4, 5, 6 y 7) se encaminan a la sintesis de la glucosa y
son iguales a algunas de la que ocurren en la gluconeogénesis (ver figura 48
reacciones 9, 10, 11, 12y 13).

De las seis moléculas de 3-P-Gal, tres son convertidas a 3-P-DHA y por
condensacion de estas triosas se producen tres moléculas de Frc-1, 6-Di P
(reaccion 4) que por medio de una fosfatasa se transforman en tres de Frc-6-P
(reaccion 5); isomerizandose luego una de ellas hasta Glc-6-P (reaccion 6); esta
hexosa pierde su grupo fosfato por acciéon de una fosfatasa, convirtiéndose en
Glucosa (reaccion 7), que ahora sirve como punto de partida para la biosintesis de
varios polisacaridos.
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Figura 53: Esquema de la etapa oscura de la fotosintesis

Las reacciones restantes tienen como objetivo final regenerar las seis moléculas
de Ribulosa 1, 5-Di P gastadas en la reaccion 1 y para ello se utilizan las dos
moléculas de Frc-6-P restante y las seis de 3-P-Gal dejadas en reserva; las
reacciones que ocurren en esta porcion del ciclo son inversas a las de la parte de
la via de las pentosas fosfato (figura 47 reacciones 5 a 9).

Las dos moléculas de Frc-6-P se combinan con dos de 3-P-Gal (quedando cuatro
en reserva) para dar en la reaccién (9), dos moléculas Xilulosa-5-P y dos de
Eritrosa-4-P (2Cs + 2C3 = 2Cs + 2C,4); las dos Xilulosas-5-P las dejamos en
reserva y las dos Eritrosa-4-P se unen con dos de PDHA (que son equivalentes a
dos de 3-P-Gal de las cuatro que habia en reserva) para dar en la reaccion (11),



dos moléculas de Seudoheptulosa -1,7-DiP (2C4 + 2C3 = 2C; ). Estas reacciones
son catalizadas por distintas transferasas.

La heptosadifosfato pierde un grupo fosfato por medio de una fosfatasa (reaccion
12) y se obtienen dos moléculas de Seudoheptulosa-7-P que se condensan con
las dos ultimas moléculas de 3-P-Gal de la reserva para dar (reaccion 13), dos de
Ribulosa-5-P y 2 de Xilulosa-5-P (2C7; + 2C3 = 4Cs ); estas ultimas, sumadas con
las dos de Xil-5-P que teniamos en reserva, se isomerizan (reaccién 15) a 4 de
Ribulosa-5-P y en consecuencia tendremos seis de Ribulosa-5-P. Esta pentosa
sufre una fosforilacion catalizada por una Kinasa (reaccion 16) y se producen seis
moléculas de Ribulosa -1,5 -Di P.

De esta manera se regenera la pentosa gastada en la fijaciéon del CO, y se cierra
el ciclo. El funcionamiento del ciclo, o sea de la etapa oscura, sélo requiere del
aporte externo de CO,, NADPH + H* y ATP y cantidades relativamente pequefias
de los intermediarios (triosas, tetrosas, pentosas, hexosas y heptosas) son
suficientes para mantenerlo en-operacion,-a condicion de que no.se utilicen en
otras vias. Dado que el primer metabolito que aparece en la fijacion del CO; es un
compuesto con 3C, esta fotosintesis se conoce actualmente como de tipo Cs.

Si realizamos un balance de esta etapa observamos que la reaccién neta,
descontando los intermediarios ciclicos, sera:

6CO; + 18 ATP + 12 NADPH + 12H"=»- Glucosa + 18 ADP + 18 Pi + 12 NADP"

es decir hay un apreciable consumo de ATP y de NADPH + H" para poder reducir
el CO,, estas moléculas provienen de la etapa luminosa que las producen por la
fotdlisis del H,O+(con el transporte asociado de los electrones resultantes) y la
fotofosforilacion.

Aunque esta etapa parece muy complicadadesde el-punto de vista de las
reacciones que ocurren, su comprension se facilita considerablemente si se
conocen bien las reacciones de la gluconeogénesis y de las pentosas fosfato.

Recientemente se ha descubierto que existe un grupo de plantas gramineas como
maiz, cafla de azucar, sorgo etc., y otras en las cuales el primer producto de la
fijacion del CO, (reaccion 1) son acidos dicarboxilicos con 4 carbonos (malato,
oxalacetato); en ellas hay algunas reacciones ciclicas previas a las del ciclo de
Calvin y el resultado neto es que el balance de la etapa oscura sera:

6CO; + 30ATP + 12NADPH + 12H" = Glucosa + 30ADP + 30Pi + 12NADP”*

En consecuencia este tipo de fotosintesis, llamado C4, consume mas energia pero
estda compensado porque presenta menor fotorrespiracion y por tanto es mas



eficiente fotosintéticamente. El articulo de Hatch' le dara detalles sobre este tipo
de fotosintesis

4 Biosintesis de polisacaridos
El grupo de Leloir en Argentina ha establecido que los polisacaridos animales y
vegetales se sintetizan empleando como precursores compuestos del tipo

monosacarido-nucleétido que actian como donadores del monémero.

Dependiendo del polisacarido que se vaya a sintetizar se usan los compuestos
indicados en la tabla 18:

Carbohidrato | Nucleétido - Aziicar

Glicogeno UDP-glucosa

Almidén ADP-glucosa

Celulosa ADP-glucosa, CDP-glucosa, GDP-glucosa

Tabla 18: Precursores usados en la biosintesis de polisacaridos

Estos precursores provienen de la Glucosa=6-P producida en la fotosintesis que es
transformada en UDP-GIc por la secuencia de reacciones:

GIucosa-G-@ ——> Glucosa-1- @

Isomerasa

Glucosa-1-® +UTP —— UDP-Glucosa + @— @ — 5 2Pi

Transferasa Pirofosfatasa

En la sintesis del glicogeno (higado, musculos), la UDP-glucosa es el donador de
Glc que es transferido sobre-un extremo no reductor de una molécula de glicbgeno
((Glc) ) y éste se alarga en una unidad de glucosa:

UDP-Glc + (GIc)y ————— UDP + (GIC)n+1

Sint etasa

Esta reaccion forma los enlaces a -1,4 del glicogeno pero la sintetasa del
glicogeno no puede formar los enlaces a-1 ,6; para ello interviene una enzima
ramificante que cataliza la transferencia de un fragmento (6-7 glucosas) del
extremo no reductor, sobre el OH - 6’ de una glucosa interna, creando asi el
enlace a -1 ,6.

Cuando se requiere un nucleatido como ADP-glucosa la sintesis es analoga a la
de UDP-glucosa por la reaccion:

Glucosa-1-@ + ATP —— - UDP-Glucosa + ®— @ — 5 2Pi

Transferasa Pirofosfatasa



La celulosa y el almidon se sintetizan de manera analoga haciendo uso de una
sintetasa o del conjunto sintetasa + enzima ramificante segun se trate de formar
amilosa o amilopectina en el caso del almidén.

Actividad 7

1. Escriba las reacciones para el paso de piruvato a PEP en la gluconeogénesis;
compare su costo energético con el de la reaccion inversa. Un examen de la
figura 48 le sera muy util.

2. Indique la secuencia de reacciones (incluyendo o no las férmulas) por las
cuales se realiza la gluconeogénesis.

3. Seleccione de la lista siguiente los metabolitos que pueden alimentar la
gluconeogénesis. Indique de dénde pueden provenir.
e Malato

Malonato.

Etanol

Lactato.

Acetil- CoA.

Succinil-CoA.

Ribosa-5-P.

Acicio glutamico.

FADH,

Coenzima A.

Considere cuales de _ellos pertenecen a los grupos citados en las paginas 198

y 199.

4. Identifique en los compuestos siguientes, cuales son donadores de electrones
en la etapa luminosa de la fotosintesis.

Especifique en cada caso el tipo de organismo (anaerobio o aerobio) que lo
utiliza:

o S.

o HCO-3

o 02.

[ H20

e Isopropanol.

o C02

e Lactato

o st.

Luego de tratar de resolver este punto, consulte la tabla 17.



5. Seleccione entre los siguientes compuestos, aquellos que actuan en la etapa
luminosa de la fotosintesis; explique brevemente el papel de cada uno.
e NADP".

FAD.

Oo.

Clorofilas

Ribulosa-1,5-di P.

Citocromos.

Carotenoides.

Fitocromos.

6. Calcule cuanta energia se necesitaria para producir por fotosintesis Cs, 3,8m
moles de Glucosa. ¢, Cual seria la diferencia si se produce la misma cantidad
de glucosa por fotosintesis C4?

AG® ATP= -7.300 cal /mol
PM Glucosa 180/g/mol-g

Revise las ecuaciones globales para fotosintesis Cz y Ca.
Autoevaluacion No. 14
1. Explique los principios generales que rigen las vias biosintéticas.

2. Cite dos reacciones (sin formulas)-que sirvan para ilustrar los principios
organizativos de la biosintesis.

3. Describa como tiene lugar la gluconeogénesis, indicando cuales son los pasos
diferentes a los.que ocurren en la glicolisis.

4. Establezca las analogias existentes entre la fosforilacion oxidativa y la etapa
luminosa de la fotosintesis.

5. Explique brevemente qué sucede en las diferentes etapas de la fotosintesis.

6. Establezca las diferencias existentes entre la fotosintesis de tipo C3 y la de tipo
Cs.

7. Compare las vias degradativas de la glucosa con sus vias biosintéticas
respecto a:
e Localizacion celular.
e Productos iniciales de cada una.
¢ Productos finales de cada una.
e Metabolitos usados como conectores con otras vias.



e Balance de coenzimas.
e Balance de ATP.

Lecturas recomendadas

Usted puede ampliar aspectos de los temas tratados consultando las siguientes
referencias:

1. The photosyntetic membrane / Kenneth R. Miller.- - Scientific American. - - Vol
241.1979.- p100.

2. How cells make ATP / Peter C. Hinkie, Richard, E. McCarty.- - Scientific
American-Vol 238, 1978.- - p104.

3. The absortion of light in photosyntesis/ Rajni Govindjee Govindjee. - - Scientific
American.- Vol 231, 1974.- - p68.

4. The path of carbon in photosyntesis / James A Bassham. -~ Scientific American.
- Vol 206, 1962.- - p88.



CAPITULO 3: METABOLISMO DE LIPIDOS

Objetivos

Ilustrar cdmo se realiza la degradaciéon de los triglicéridos, fosfoglicéridos y
esteroides.

Explicar las vias biosintéticas generales de las diferentes clases de lipidos.
Identificar en cada una de las vias metabdlicas su localizaciéon celular,
metabolitos iniciales, metabolitos intermedios comunes a otras vias,
metabolitos finales y las coenzimas que intervienen.

Establecer los balances de compuestos carbonados, coenzimas y ATP, cuando
sea el caso, producidos en el catabolismo y anabolismo ' de los diferentes tipos

de lipidos estudiados.

Comparar la biosintesis con la degradacién de los acidos grasos.



Autoevaluacion No. 15

1. ¢ Cdmo se clasifican los lipidos? Ilustre con un ejemplo cada uno de los tipos.

N

¢, Cuales fuentes carbonadas alimentan el ciclo de Krebs?

w

¢, Qué son las reacciones anapleréticas?

B

¢, Cuales son los productos de hidrdlisis acida y basica de los triglicéridos?
5. Mencione dos ejemplos de:

a. Acidos grasos saturados.

b. Acidos grasos mono insaturados.

c. Acidos grasos poli insaturados:

6. ¢Cuales son las principales funciones de la via de pentosas.fosfato?



1 Catabolismo de lipidos

El estudio del metabolismo de los lipidos ha recibido mayor atencion en los
organismos animales y es por ello que la informacién disponible en este campo
para procariotes y para vegetales es considerablemente menor. En la célula en
general los triglicéridos son considerados como material de reserva energética
mientras que los fosfolipidos y los esfingolipidos son constituyentes importantes
de las membranas.

En los animales superiores los triglicéridos son los componentes lipidicos mas
abundantes, alrededor de un 65% es tejido adiposo donde se realiza un activo
metabolismo tanto de tipo degradativo (glicdlisis, ciclo de Krebs y fosforilacion
oxidativa), como de tipo biosintético. En este tejido, se almacenan en forma de
triglicéridos, los acidos grasos transportados en su forma libre por la albumina
sérica (proteina muy abundante en la sangre) o por los quilomicrones como
triglicéridos.

Debido a su alto contenido en energia (del orden de 9 kcal /g), a la ausencia de
agua, al menor volumen-ocupado y a su disponibilidad, los-triglicéridos son la
forma mas eficiente en que la ‘célula-acumula reservas de energia. En un
triglicérido, alrededor del 95% de la energia biologicamente aprovechable,
proviene de las cadenas carbonadas del acido graso y sélo un 5% corresponde al
glicerol.

En drganos tales como el corazdon, higado y en el musculo esquelético, los
triglicéridos proveen cerca de la mitad de las necesidades energéticas. En ciertos
animales, particularmente aves migratorias y animales con periodos de
hibernacion, estos-lipidos son la fuente casiUnica de energia. Dependiendo del
tejido donde se encuentren los lipidos, su vida media es diferente. En el tejido
adiposo por ejemplo, su vida media es de 15-20 dias, en el cerebro es de 10-15
dias y en el higado es de1-2 dias. Algunos lipidos como los fosfoglicéridos
perduran en promedio desde 200 dias (en el cerebro) hasta solo 1 o 2 dias (en el
higado).

En general los lipidos son hidrolizados biolégicamente gracias a una gran variedad
de lipasas que se encuentran en el intestino delgado, en la superficie de los
adipocitos y en los lisosomas. Para cada tipo de lipido (ver la clasificacion de los
lipidos en el médulo de Quimica Organical), tenemos un grupo de lipasas muy
especificas respecto al enlace que atacan. La carencia de alguna de estas
enzimas, (en ocasiones debido a defectos genéticos), ocasiona enfermedades
mortales cuyas causas han sido bien establecidas especialmente en la
degradacion de los esfingolipidos.

1.1 Catabolismo de triglicéridos



Por las razones expuestas anteriormente, se centrara este estudio en la
degradacion de los triglicéridos. Se examinara su hidrdlisis por las lipasas, la
entrada de los acidos grasos a la mitocondria y su oxidacion completa hasta CO,
y H2O. Asi mismo, los rendimientos en ATP y las variantes existentes para los
acidos grasos insaturados serviran para comparar las rutas catabdlicas mas
importantes y generales.

Desde comienzos de siglo XX y gracias a los trabajos pioneros de Knoop, se ha
ido acumulando una enorme cantidad de evidencia quimica (lectura recomendada
#1), que aunada a los trabajos posteriores con los sistemas enzimaticos, han
permitido disponer de una vision detallada del proceso, que se describe
enseguida.

» Hidrdlisis y entrada de acidos grasos a la mitocondria
Los triglicéridos (grasas y aceites) ingeridos en la alimentacion, son hidrolizados

por las lipasas-intestinales hasta.glicerol.y-acidos.grasos libres segun la siguiente
reaccion:

H, —C -~ O —C — R, CH,OH R, COO
I I I
R, — C--0—C—H H,0 CHOH + R,COO
————)
[l Lipasas
© CH,OH
H, —C— 0 —C — R, R, COO
Il
0]

El glicerol es absorbido como tal y rapidamente sufre las siguientes
transformaciones:

CH,OH ATP ADP CH,CH  NAD* NADH+H* CH,OH
| ~—7 |
CHOH ————> CHOH —_— C=0
Deshidrogenasa

| Kinasa | |
CH,OH H,c—o —(P) He —o — (@)

Glicerol 3-P- glicerol 3-P-DHA



La 3-fosfo dihidroxiacetona (3 P DHA) formada, entra a la via glicolitica y se oxida
finalmente hasta piruvato que luego pasa a Acetil -CoA.

Los acidos grasos por su parte, se unen a los acidos biliares y pueden ser
transportados como tales por la albumina sérica, absorbidos, o nuevamente
esterificados para formar triacil glicéridos en los quilomicrones. En este caso, al
llegar a la célula las lipasas los hidrolizan hasta acidos grasos y de esta forma
llegan al citoplasma.

Debido a que los acidos grasos no pueden atravesar la membrana mitocondrial,
sufren una activacién y transferencias sobre diversos compuestos, para finalizar
como complejos acil-carnitina.

Esta activacion se realiza por medio de una tiokinasa y ATP segun esta reaccion:

0
Tiokinosa i
R-CH, - C-0" + ATP " & R-CHZ -0 -P=-0
¢ | SUEEE— " I
0 )
0 ®-6 tH,
[ 8
P IROFOSFATASA
2 Pl ACILADENILATO

Esta transferasa esta situada en la membrana externa de las mitocondrias y la
reaccion es facilmente reversible pues su AG* =-0,2 kcal/mal y solo la accion de
la pirofosfatasa hace que el equilibrio se desplace hacia la activacion del acido
graso. El AG* global es =-7,1 kcal/mol.

Los aciladenilatos asi formados son transferidos sobre HSCoA por medio de
transferasas que varian de acuerdo con la longitud de la cadena del acido graso
(grupo R, ver referencia especifica # 1).

Esta reaccion general es:



e
+HSCoA =R - CHy= LS Co

TRANS FERASA

ACIL - CoA
ACIL ADENILATO

Estos acil-CoA tampoco pueden atravesar la membrana mitocondrial y para ello
deben ser transformados en un derivado acilcarnitina por medio de una
transferasa localizada en la membrana externa.

CH

3
I
H,C —N'—CH, —CH—CH, — COO + R — CH,—C¥SCoA Transferasa
_—

| I |
CH, OH 0

Carnitina Acil-CoA



CH,

|
HC — N* — CH, — CH— CH, — COO'  + HSCoA

| I
CH @) Coenzima A

3

Acil carnitina

El proceso de entrada estd regulado por la accion de esta transferasa.
Posiblemente la naturaleza anfifatica - de la acilcamitina permite su paso a través
de la membrana de la mitocondria y una vez en su interior, el acido graso forma
nuevamente acil -CoA por medio de ofra transferasa situada en la membrana
interna.

Gracias a esta secuencia de reacciones, los diferentes acidos grasos llegan al
interior de la mitocondria donde sufriran un proceso degradativo conocido como 3-
oxidacion.



CH,

%
Transferasa

H,C — N° — CH,—CH—CH,— COO + H SCoA ———> Carnitina +

3
|

t
CH, 0

I

cC=0 R — CH, — C~ SCoA
| I

CH, 0]

I .

R Acil-CoA

» pB-oxidacion de acidos grasos pares y saturados.
La oxidacion de los acidos grasos se realiza en dos etapas.

En la primera, el carbono 3 (carbono-beta) es oxidado y se eliminan 2 atomos de
carbono de la cadena hidrocarbonada del 4cido, formandose Acetil-CoA.

En la segunda etapa, el Acetil-CoA es oxidado hasta CO, y H,0 a través del ciclo
de Krebs y la fosforilacion oxidativa.

Considere en primer término, como ocurre .la_(3-oxidacion de los acidos grasos
saturados y con un numero par de atomos de carbono. Como ejemplo se
empleara el acido palmitico(C1s) que al haber'sido transportado al interior de la
mitocondria esta en forma de palmitoil-CoA. La figura 54 esquematiza la primera
vuelta en la (3-oxidacion.

El acil-CoA (en este caso palmitoil-CoA), es oxidado en una primera reaccion por
una FAD-deshidrogenasa que remueve especificamente hidrogeno de los
carbonos 2 y 3 (ay B), dando lugar a un doble enlace trans (A 2,3). Dependiendo
de la longitud de la cadena, actuan diferentes deshidrogenasas en forma
especifica. En la segunda reaccion, una hidratasa adiciona una molécula de H0
sobre el doble enlace. Dado que este enlace es trans, se produce un B-hidroxiacil-
CoA de configuracion L (note que el carbono 3 es asimétrico), lo cual es
fundamental para que continue el proceso. Si el doble enlace fuese de tipo cis, la
hidratacién produciria un D-B-hidroxialcil-CoA.
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Figura 54: Esquema de la B-oxidacion de acidos grasos saturados

La deshidrogenasa que actua a continuacion (reaccion 3), es estereo especifica y
requiere que el B-hidroxiacil-CoA tenga la configuracion L.

La accion de esta enzima, origina que el grupo OH se oxide hasta quedar un
grupo C=0, apareciendo un B-cetoacil-CoA (B-cetopalmitoil-COA en este ejemplo)
y NADH + H".

En la cuarta y ultima reaccion de esta primera etapa, actua una transferasa
(Tiolasa), la cual al introducir una nueva molécula de HSCoA libre sobre el



compuesto p-cetoacil-CoA, ocasiona una ruptura del enlace entre los carbonos a
y B, produciéndose un acil-CoA con 2 atomos menos de carbono y otra molécula
de Acetil-CoA; este ultimo entra al ciclo de Krebs directamente (ya que se
encuentra al interior de la mitocondria) y se oxida completamente hasta 2 CO, y
H2O.

El nuevo acil-CoA tendra ahora 14 carbonos y entra en una segunda vuelta de -
oxidacion (linea punteada) y luego de sufrir las 4 reacciones enzimaticas, se
transforma en una nueva molécula de Acetil-CoA y un acil-CoA con 12 carbonos
(C12). Cada acil-CoA entra a una vuelta adicional de (3-oxidacion y después de un
numero de vueltas (n) que depende de la longitud inicial del acido graso se obtiene
luego de la reaccion 3 (repetida n veces) el compuesto aceto-acetil-CoA (C4 ), que
por la reaccion 4 se transforma en 2 moléculas de Acetil-CoA, de la siguiente
manera:

CH,—C — CH, — C SCoA  Tranferasa 2CH, — C  SCoA
—_—

[ I I
0 0 0

HSCoA

En el caso del acido palmitico (Ci¢) se requieren 7 vueltas para llegar a esta

situacion, dado que en general se requieren (n/z )-1 vueltas, si n es el numero de

carbonos iniciales. La ecuacion global-para la B-oxidacién del acido palmitico sera:
Palmitoil - CoA + 7FAD + 7NAD" +7HSCoA + 7H,0 — 8acetil - CoA + 7FADH, 7NADH + 7H*

Las 8 moléculas de acetil-CoA son oxidadas totalmente hasta CO, y H,0
produciendo uha cantidad considerable de ATP' en.la fosforilacién oxidativa
(considerar conjuntamente las figuras 42 y.44 del capitulo 6. Catabolismo de
carbohidratos).

Por su parte, las coenzimas reducidas (FADH, y NADH+ H") cuando son
reoxidadas en la fosforilacion oxidativa, generan también ATP. El balance de C y
energia se mostrara mas adelante.

» B-oxidacion de acidos grasos pares Insaturados

En la B-oxidacion de los acidos grasos de este tipo intervienen algunas enzimas
adicionales que permiten resolver los problemas planteados por la pre-existencia
de los dobles enlaces que por razones de biosintesis son de tipo cis. Se
consideraran los dos casos a los cuales se puede reducir el problema.



En el primer caso, se toma por ejemplo el acido oleico (C1g), en el cual existe un
doble enlace cis entre C9-C10 y luego de 3 vueltas de B-oxidacidon, con produccién
de 3 Acetil-CoA, 3 FADH, y 3 NADH + 3H", se llega al acil-CoA siguiente:
H
H |
C,-H

2

| H
" /CHZ\ /04\ | / \
\ C;
CH, CH, C ~s SCoA
I

O

Donde existe un A3, 4-cis-enoil-CoA que corresponde al A9, 1 O-cis original del
acido oleico.

Dado que ya existe la insaturacién, no actua la FAD-deshidrogenasa (reaccién 1
figura 54) y no se produce FADHy, interviene una isomerasa-que pasa el doble
enlace de 3,4 cis- a 2,3 trans- y la via continda sin ningun cambio adicional. La
diferencia en el balance global sera un FADH; menos que en la B-oxidacion del
acido estearico (Cqg saturado).

En el segundo caso, estan los acidos grasos poliinsaturados. Se analizara lo que
sucede con el linoleico (A9, 10, 12, 1 3-cis). Luego de 3 vueltas hay una situacion
analoga a la del oleico ya que el acil-CoA resultante seria:

H H

l I
CH,

\ CH/ 2\ |C/ \CH/ ‘\(IZ / 2\——0 n SC

4

OA

I
0

Al iniciar la cuarta vuelta, actua una isomerasa que pasa el doble enlace de 3,4-
cis- a 2,3-trans- para luego realizar las reacciones posteriores de la vuelta sin
produccién de FADH,. Al terminar la quinta vuelta tenemos el siguiente acil-CoA:
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En el cual existe un A2,3-cis- por lo cual no actua la FAD-deshidrogenasa y al ser
hidratado (reaccioén 2 figura 54), produce el D-B-hidroxiacil-CoA; puesto que la
NAD-deshidrogenasa es absolutamente especifica para L-B - hidroxiacil-CoA. Esta
enzima no actuara, paralizandose la B-oxidacion.

El problema se resuelve con la intervencién de una enzima isdmera (epimerasa)
que transforma el D=B- hidroxiacil-CoA-en-=L-B=hidroxiacil-CoA y la degradacion
continua.

Los acidos grasos poliinsaturados restantes (linolénico y ‘araquidonico,entre otros)
son degradados de manera similar recurriendo a estas isomerasas.

> B-oxidacion de acidos grasos de cadena impar o ramificada

Los acidos grasos de cadena impar o ramificada son poco frecuentes en la
naturaleza y mas bien aparecen como productos de la degradacion de algunos
compuestos (ejemplo: Val, Ile). Estos acidos son degradados de la manera usual
hasta que se llega a'la ramificacion o al radical propionil.

La secuencia de las reacciones que suceden de ahi en adelante se muestra en la
figura 55.
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Figura 55: Esquema de B-oxidacion de acidos grasos ramificados

En primer lugar actua una transferasa (reaccion 1) que al incorporar HSCoA
produce propionil-CoA este compuesto sufre una carboxilacion (reaccidon 2) que
requiere ATP y biotina (vitamina del grupo B) como coenzima; se produce
inicialmente D-metilmalonil-CoA que es isomerizado a L- metilmalonil-CoA que a
Su vez se isomeriza (reaccion 3) a succinil-CoA que por ser uno de los
intermediarios del ciclo de Krebs continia por esa via. Se tiene aqui un nuevo
ejemplo de una reaccion anaplerética y la posibilidad de degradar acidos grasos
poco comunes.



> Balance de la degradacion de acidos grasos

Con el objeto de ilustrar como se efectuan los balances de carbono y energia al
considerar el catabolismo de los acidos grasos, se presentan 2 casos:

e Catabolismo del acido estearico.

e Catabolismo del acido linoleico.

En el primer caso tenemos un acido graso con 18 carbonos, saturado. En su
activacion se consume 1 ATP y su B-oxidacion requiere 8 vueltas, es decir (18/2) -
1. Por tal motivo, se tomara como ecuacién global:

Estearil-CoA + 8FAD + 8NAD" + 8HSCoA + 8 H,O = 9 acetil-CoA + 8FADH, + 8NaDH + 8H"

Los 9 acetil-CoA al ser oxidados en Krebs producen:

9Acetil-CoA + 9ADP + 27NAD" + 9FAD = 18C0, + 9ATP + 27NADH + 27H" + 9 FADH,
(ver figura 42)

La reoxidacion de las coenzimas reducidas en la fosforilacion oxidativa producen 3
ATP por cada NADH + Hy 2 ATP por cada FADH; en consecuencia tendremos:
8NADH+8H" _ 27NADH +27 H*
p - oxidacion Krebs
8 FADH, _9FADH,
L -oxidacion Krebs

=35NADH+35H"

=17FADH,

105 ATP Reoxidacion NADH+ H*
34 ATP Reoxidacion FADH;
9 ATP Krebs. (fosforilacion a nivel sustrato)
Total ATP producidos: 148
Menos ATP gastados: ]
Produccién neta: 147 ATP

35x3
17 x 2

En resumen 1 mol de acido estearico (PM=284,5) al ser oxidado hasta CO, y H,O
nos produce 147 ATP o sea 1073100 cal (147x7300). Dado que el calor de
combustion de 1 mol de estearico es de 2.698 kcal, la recuperacioén de energia es
del 39,8%.

En el segundo caso, un acido graso de 18 carbonos con 3 insaturaciones, gasta
para su activacion 1 ATP y con las 8 vueltas necesarias su ecuacion global es:

Linolenil-CoA + 5FAD + 8NAD" + 8HSCoA + 8 H,O = 9 acetil-CoA + 5FADH, + 8NaDH + 8H"

En este caso, se producen 5 FADH; (comparados con los 8 FADH, producidos en
la B-oxidacién del estearico) debido a las 3 insaturaciones preexistentes. Los



calculos son similares a los efectuados para el estearico y luego de la oxidacion
por el ciclo de Krebs se obtiene:

8NADH+8H" N 27 NADH+27H"

— =35NADH+35H*
[ - oxidacion Krebs
SFADH,  9FADH, _ 14FADH,
- oxidacion Krebs
35x3 = 105 ATP Reoxidacion NADH + H*
14 x 2 = 28 ATP Reoxidacion FADH,

9 ATP Krebs (fosforilacion a nivel sustrato)
Total ATP producidos: 142
Menos ATP gastados: 1
Produccién neta: 141 ATP

Comparando con el estearico, el catabolismo del linolénico, y en general de los
insaturados, tiene un rendimiento en ATP algo mas bajo. Si el calor de combustion
de 1 mol de linoleico fuese de 2.625 kcal, la energia recuperada seria:

265 100%

141x73 X

X

39.2%

Entonces, la cantidad de energia (en términos de ATP) obtenida por la oxidacién
de los acidos grasos es muy superior a la obtenida de los carbohidratos. Esta es la
razon por la cual el organismo acumula triglicéridos como material de reserva
energética.

La cantidad de ATP proveniente de'la oxidacién completa de un triglicérido es
considerable obteniendo 3-moléculas de acidos grasos ademas del glicerol que a
través de la glicdlisis; ciclo de Krebs y fosfarilacion oxidativa, tambien contribuyen
a la produccién de ATP.

1.2 Catabolismo de fosfolipidos

Los fosfolipidos son constituyentes muy importantes de las membranas celulares
cuyas propiedades bioldgicas dependen en buena medida de la presencia y
composicion de esta clase de lipidos. Algunos de ellos como la esfingomielina son
especialmente abundantes en el tejido nervioso y en el cerebro.

Cuando se considera la estructura global de los fosfoglicéridos y de los
esfingolipidos (ver el médulo de Quimica Organica 1), es evidente la enorme
diversidad estructural que poseen estos lipidos. Por ello se presentaran solamente
los mecanismos mas generales para su degradacion.



En el catabolismo de los fosfolipidos intervienen hidrolasas que pueden ser
fosfolipasas, fosfodiesterasas y fosfomonoesterasas; cada una con un alto grado
de especificidad. Por ejemplo, cuatro tipos de enzimas fosfolipasas presentes en
los tejidos, producen especificamente los compuestos sefialados en la figura 56,
donde el sustrato es una lecitina.
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Figura 56: Productos resultantes de la degradacion de la Lecitina por fosfolipasas

Adicionalmente, una fosfodiesterasa puede liberar colina a partir de glicerolfosforil
colina (GPC) segun la reaccion:

CH,OH CH,OH
HO—(JJH HO - é —H
I O + GPC-diesterasa I o
HC — O — 'ILI — O —(CH,), —N(CH),—> H,LC—0 — ||=|l — O
0 0]

glicerol fosfato (GP)
GPC +

+
HO—CH, — CH, — N (CH,),
Colina

A su vez, una fosfomonoesterasa hidroliza el glicerol-fosfato (GP) a fosfato
inorganico (Pi) y glicerol que puede ser catabolizado por la via glicolitica:



CH,OH CH,OH

l |
HO —C — H Fostomonoesterasa H—C — OH + Pi

l | ’ Cl
| H,OH
HC— O — P — O

Glicerol fostato Glicerol

Otros fosfolipidos como fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, entre otros, son
catabolizados de manera semejante y en conjunto los diferentes productos
participan en un ciclo metabdlico por medio del cual se efectua también la
biosintesis de estos compuestos.

1.3 Catabolismo de colesterol

El colesterol presente en los organismos superiores (peces, aves, mamiferos) es
excretado en forma de esteroles neutros (con 27 atomos de carbono, C,7) 0 como
acidos biliares (Cas).

La figura 57, muestra las caracteristicas estructurales del colesterol.

HiC_ 2! 22

Figura 57: Estructura del colesterol

Los esteroides neutros presentes en las heces son una mezcla bastante compleja
y en el hombre constituyen un 30 - 80% de los esteroides excretados. Se ha
calculado que alrededor de 500 - 700 mg/dia de esteroides neutros son
excretados a través de la bilis; células de la mucosa intestinal y secreciones
intestinales; la cantidad varia con cada especie y con la dieta, siendo mayor para
dietas ricas en grasas insaturadas. El componente mayoritario de la mezcla es el
coprostanol (cuya estructura se muestra en la figura 58) acompanado de otros
esteroides saturados en las posiciones 5,6 y de esteroides de origen vegetal como
sitosterol y estigmaesterol.



Los acidos biliares mas abundantes son el acido codlico, el deoxicdlico y el
quenodeoxicolico cuya similitud estructural se aprecia en la figura 58.
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Figura 58: Principales productos del catabolismo del colesterol

El catabolismo de los acidos biliares incluye como transformaciones mas
importantes, la saturacion del doble enlace presente en los carbonos 5,6 del
colesterol, la isomerizacion del hidroxilo 3 B-a 3 a- la hidroxilacién (oxidacién) de
los carbonos 7 y/o 12 y la degradacion de la cadena lateral hasta obtener un
carboxilo en el carbono 24.

Las estructuras de los acidos biliares reflejan esta secuencia de reacciones, que
son discutidas en detalle en el articulo de Danielsson.

! Steroid metabolism/ H. Danielsson, T.T Tchen. — In: Metabolics Patways / David M. Greenberg. —
3 ed. — London: Academic Press, 1968. — Vol 2, p 132 — 168.



Los acidos biliares se conjugan con glicina o taurina para formar las sales biliares,
las cuales juegan un papel muy importante en la digestion y absorcion de los
lipidos por sus propiedades emulsificantes. La formacion de estas sales esta
influenciada por la dieta, por el estado de salud del individuo y por los niveles de
algunas hormonas.

En el tracto intestinal las sales de los acidos biliares se hidrolizan a su forma libre
y luego de sufrir oxidacion de los hidroxilos a grupos ceto, son reabsorbidas en la
parte inferior del ileon y pasan al higado donde luego de conjugarse con glicina o
taurina son reexcretados a la bilis y de alli pueden pasar a las heces; este
procesamiento esta controlado homeostaticamente por la concentracion de acidos
biliares en la sangre que va al higado por la vena porta.

2 Biosintesis de lipidos

En los organismos vivos la capacidad de almacenamiento de polisacaridos es
bastante limitada mientras que. los lipidos y..especialmente los triglicéridos
representan una fraccién considerable del peso. Un adulto de 70 kg puede
almacenar hasta 12 kg de triglicéridos, lo cual es suficiente-para mantener su
energia basal durante 8 semanas.

Los procesos de biosintesis de lipidos son particularmente activos en el higado y
en el tejido adiposo de los animales, mientras que en las plantas se localizan
principalmente en el fruto y semillas.

La mayoria de la discusion subsiguiente estara dedicada a la biosintesis de
triglicéridos, dada su importancia como material de reserva y luego se discutiran
los fosfoglicéridos; por ser-constituyentes de-la-membrana celular y los esteroides
por el papel hormonal que tienen algunos de ellos.

2.1 Biosintesis de triglicéridos
» Biosintesis de acidos grasos

Se estudiara en primer lugar como se sintetizan los acidos grasos. Los trabajos en
este campo han demostrado que el primer acido graso sintetizado es el palmitico
(C16) Y que a partir de él se derivan por alargamiento y formacion de dobles
enlaces, si es el caso, los otros acidos grasos.

Las reacciones tienen lugar en el citoplasma a donde es transportado el grupo
acetilo presente en las mitocondrias como AcetilCoA; éste metabolito proviene del
catabolismo de carbohidratos, de acidos grasos o de algunos aminoacidos y
cuando se encuentra en exceso (como resultado de este catabolismo) es
exportado al citoplasma empleando la secuencia de reacciones ilustrada en la
figura 59.
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Figura 59: Transporte de Acetil-CoA mitocondrial al citoplasma

La reaccion (1) corresponde a la primera reaccion del ciclo de Krebs y el citrato es
llevado al citoplasma por medio de un sistema transportador presente en la
membrana mitocondrial. En el citoplasma es degradado por una liasa para dar
oxalacetato y acetil CoA (reaccion 2); la energia necesaria para formar el enlace
éster proviene del ATP que se degrada. El Acetil-CoA citoplasmatico va a la
biosintesis de acidos grasos y el oxalacetato a través de la formacion de malato,
su entrada a la mitocondria y posterior reoxidacion (reacciones 3 y 4), regeneran el



oxalacetato gastado en la primera reaccion y el resultado neto es que el grupo
acetato inicialmente presente en la mitocondria esta ahora en el citoplasma donde
sufre una carboxilacion por medio de una sintetasa que requiere biotina (vitamina
del grupo B) y ATP.

La reaccidn es la siguiente:

COO-
Sintetasa |
CH, - CeSCoA + CO, +H,0 > CH,
I |
0 C v SCoA
|
ATP ADP+ Pi 0]
Malonil-CoA

Esta sintetasa es una enzima reguladora cuya actividad aumenta con citrato; por
consiguiente la velocidad global de la via-depende de la velocidad con que se
efectue esta carboxilacion.

Una vez que se ha formado el malonil-CoA, interviene en los pasos restantes un
complejo de siete enzimas (en células-animales); conocido como la sintetasa de
acidos grasos que se abreviara como E (de enzima) y que en forma esquematica
se considera constituido por las enzimas asociadas que se indican en el siguiente
esquema:
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3-cetoacil 3-hidroxi-acil
PTA-Reductasa PTA deshidratasa

El componente PTA (Proteina Transportadora de Acilos) es una enzima pequefa
(PM 9000) que tiene la 4-fosfopanteteina como grupo prostético; esta molécula
tiene en uno de sus extremos un grupo=SH que forma enlaces tio éster de manera
similar a como lo hace la HSCoA vy sirve asi como un transportador de grupos R-
(CO) (acilo); la enzima esta también presente en procariotes® donde el complejo
multienzimatico ha sido parcialmente estudiado.

La participacion de la sintetasa de acidos grasos en la biosintesis se lleva a cabo a
través de una serie de pasos esquematizados en la figura 60.

La primera enzima que actia es la acetil transferasa quelleva el grupo CH3(CO)-
sobre una cisteina de la sintetasa de acidos grasos (E) (reaccion 1) y luego el
grupo malonil (OOC — CH; — (CO) —) es colocado por la malonil transferasa
sobre el HS de la PTA (reaccién 2).

Como resultado, los 2 grupos acilo estdn muy cerca en la sintetasa (E) y en el
siguiente paso (reaccion 3) son condensados recibiendo el C* el grupo acetil y
saliendo como CO, el COO" marcado con **. Este mecanismo se establecio
gracias al empleo de "*C como marcador.

La proteina PTA, es quien ahora tiene el grupo 3-ceto acil.

? Lipid metabolism / W. J Lennarz, - Anual review in Biochemestry. — Vol 39, 1970. — p359.
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Este es reducido por una enzima que usa NADPH+H" como coenzima (reaccion
4); este dinucledtido proviene de la via de pentosas fosfato y esta reaccidon
regenera la forma reducida necesaria para la operacion de la via (ver capitulo 6,
Catabolismo de Carbohidratos de este médulo). El D-3- hidroxiacil PTA producido
pierde una molécula de H,0 por medio de una deshidratasa formandose un doble
enlace 2,3-trans- (reaccion 5) que es reducido por otra NADP- deshidrogenasa
(reaccion 6).

El butiril SPTA unido a la sintetasa (E), es transferido enzimaticamente sobre la
CySH (reaccién 7)

HS — CyS CH, - CH,-CH, - C¥S - CyS
N
E Transferasa 9] E
/
CH,-CH, - CH,- CvS - PTA 7 SH— PTA
Il
o)

En esta primera vuelta de la biosintesis, la reaccion global seria:

Acetil-SCoA+Malonil SCoA+2 NADPH+2H "+HSPTA - 2 NADP+Butiril- SPTA +2 HSCoA+CO,
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Figura 60: Esquema de las reacciones de biosintesis de acidos grasos



En la segunda vuelta, un nuevo malonil- CoA se transfiere al HS de la PTA
(reaccion 2) y luego se repiten las reacciones 3, 4, 5, 6 y 7 terminando el complejo
como:

CH, — CH, — CH, — CH, — CH, —?ms — CyS

HS —PTA

En cada vuelta se afiaden 2 carbones sobre el acilo ya formado, actuando el
malonil CoA como el donante de C.

El palmitico requiere 7 vueltas en total y la ecuacion global seria

7C0,+8Acetil CoA+14NADPH+14H+7ATP+7H,0. = Palmitico (C+¢)+7CO,+14NADP"+7ADP+7 Pi

El proceso de alargamiento de los acidos grasos se efecttia por. medio de sistemas
enzimaticos localizados en la mitocondria donde el Acetil-CoA es el donante del
par de carbonos recibidos por el acil-CoA; o también en el reticulo
endoplasmatico, donde en forma muy activa se adiciona malonil-COA sobre el acil-
CoA.

Para la biosintesis de los acidos grasos monoinsaturados, el palmitico y el
estearico sirven como precursores ya que por accion de una oxigenasa mixta
(emplea NADPH + H" y O,) se crea el doble enlace cis en la posicion 9,10.

Los acidos grasos poliinsaturados (linoleico, linolénico) no pueden ser sintetizados
por mamiferos, quienes no disponen de las_enzimas necesarias; por esta razon se
consideran como esenciales-y-deben ser ingeridos en la dieta.

Los procariotes y las plantas si pueden sintetizar los acidos grasos poliinsaturados
por medio de oxigenasas propias de cada tipo de organismo.

> Biosintesis de triglicéridos y fosfoglicéridos

Estos tipos de compuestos comparten en su biosintesis, varios intermediarios y
algunas reacciones. Los intermediarios comunes son acil-CoA vy glicerol-3-fosfato;
este ultimo puede provenir o de glicdlisis (ver figura 39) o de la fosforilacion del
glicerol asi:



CH,OH CH,OH

Hhé—OH + ATP H—&—-OH o +ADP
| Kinasa |
CH,OH HC — O — l!’ — O

d
Los acil-CoA se forman por la reaccion:

R— CH, —COO" + HSCoA + ATP — R —CH, — C~SCoA + AMP +(P) -

(4cido graso) Il i
O
2 Pi

Un esquema general de la biosintesis de triglicéridos y fosfoglicéridos se ilustra en
la figura 61, donde los triglicéridos y los fosfoglicéridos se biosintetizan gracias a
una secuencia de reacciones que incluyenla formacion de un acido fosfatidico a
partir de 2 moléculas de acil-CoA y glicerol-3- (10), una elimina del = poruna
hidrolasa (2) lo @I produce diacil-glicerol; hasta este punto la ruta biosintética es
comun para los dos tipos de lipidos.

Si la célula necesita triglicéridos, se lleva.a cabo la reaccion (3); si se requieren los
fosfoglicéridos el diacil-glicerol recibe un grupo fosfoetanolamina proveniente de
citidin-difosfatoetanolamina (CDP—O—CH;—CH,—NH,) por accion de una
transferasa (reaccién 4), apareciendo un primer tipo de fosfoglicérido.

Cuando se requiere sintetizar lecitinas, la fostatidiletanolamina sufre una
metilacion en la que un derivado de la metionina (S-adenosilmetionina) actua
como donante de los grupos CH3 (reaccion 5).

También, las lecitinas se pueden sintetizar por una via directa (reaccion 6) en la
que el diacil-glicerol recibe fosfocolina de un donante que es la CDP- colina.

Los otros fosfolipidos que estan en las membranas son sintetizadas en forma
similar empleando diacil glicerol y derivados del CDP".

En los animales el catabolismo y anabolismo de los triglicéridos ocurre
simultaneamente y ellos se encuentran en un estado estacionario en cantidades
mas 0 menos constantes. Si los carbohidratos, proteinas o grasas son ingeridos
en exceso respecto a los requerimientos energéticos y biosintéticos, las calorias
en exceso se almacenan como triglicéridos. Su biosintesis esta controlada por
hormonas como la insulina que la promueve, el glucagon y hormonas
adrenocorticales (cortisol) que la disminuyen.
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Figura 61: Esquema de la biosintesis de triglicéridos y fosfoglicéridos
2.2 Biosintesis de colesterol

Dada la importancia de este esteroide como precursor de otros esteroides
biolégicamente importantes como son los acidos biliares y las hormonas
esteroidales, su biosintesis ha sido objeto de un gran numero de trabajos y su
esclarecimiento por Bloch®, Lynen y Conforth les vali6 el Nobel en 1961.

® The biological sintesis of colesterol K. Bloch.-Science.-Vol 150, 1965.-p.19



Empleando 'C se ha establecido que la via biosintética se inicia con la
condensacion de 3 moléculas de acetil-CoA, produciéndose mevalonato que a su
vez es fosforilado y por pérdida de CO, e H genera isopentenilpirofosfato que es
una forma activa de una unidad isopreno. Luego 6 unidades isopreno se

ensamblan para producir el escualeno que por ciclizacién produce el lanosterol,
que es un esteroide y a partir de €l se obtiene el colesterol.

Las transformaciones anteriores son grupos de reacciones y la via en detalle es

una de las mas complejas que existen, por eso solo se indican los intermediarios
ya citados, en la figura 62.
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Figura 62: Principales intermediarios en la biosintesis del colesterol

Actividad 8



. Calcule para la B-oxidacion de 1 mol de acido estearico:

e Las vueltas que se requieren.

e La cantidad de ATP producido.

¢ El rendimiento energético si el calor de combustién es de 2.698 kcal/mol.
Recuerde que el estearico es un acido graso saturado con 18 atomos de C y
que AG® del ATP = -7.300 cal/mol

. Compare la energia recuperada al oxidar completamente 1 g de acido oleico
(PM=282,5) con la energia obtenida al oxidar la misma cantidad de sacarosa
(PM=342,3). Saque sus conclusiones respecto a cual es la mejor forma de
almacenar la energia en el organismo.

. Compare, haciendo una tabla, la B-oxidacion con la biosintesis de los acidos
grasos. ¢, Qué principio del metabolismo se demuestra con esta comparacién?

. Explique cdmo se produce la entrada de los acidos grasos a la mitocondria.
Recuerde el papel central de‘la carnitina-en este-proceso.

. llustre cémo actuan las-diferentes fosfolipasas. Considere“una lecitina como
sustrato inicial.

. Demuestre como se efectua el transporte de acetil-CoA mitocondrial hacia el
citoplasma. Consulte la figura 59.

. Explique como actua la sintetasa de acidos grasos en la biosintesis de los
mismos. Considere el esquema de la figura 60.



Autoevaluacion No. 16

1.

@

In Enzymology.- Vol 8, 1948. - p.443.
N /

Ilustre las reacciones por las cuales tiene lugar el catabolismo del acido
araquiddénico (Cy; A5, 6; 8, 9; 11, 12; 14,15) y efectue el balance de
coenzimas y de rendimiento energético si su calor de combustion = 2.920
kcal/mol.

. Describa las principales reacciones del catabolismo de los fosfoglicéridos.

Compare el catabolismo de los triglicéridos con el de los fosfoglicéridos en
cuanto a:

e Produccioén de energia.

e Empleo de metabolitos intermedios en las vias biosintéticas respectivas.

Explique cdmo se realiza el catabolismo del colesterol.

. Ilustre como se realiza la biosintesis de acidos grasos poliinsaturados en las

plantas, tomando el acido linolénico como ejemplo.

Compare la degradacion con la biosintesis del acido oleico.

\

ectura complementaria
Consulte la siguiente referencia:

1. The biochemistry of fatty acid catabolism/ F.L. Breusch.- Advances




CAPITULO 4: METABOLISMO DE AMINOACIDOS

Objetivos

Analizar las principales vias generales del catabolismo de los esqueletos
carbonados, grupos o-NH2 y a-COOH de los aminoacidos.

Describir las diferentes formas como se elimina el NH4, enfatizando el
mecanismo empleado por los vertebrados terrestres.

llustrar las diferencias de capacidad biosintética de aminoacidos que presentan
los diversos organismos.

llustrar comao se realiza la biosintesis de algunos aminoacidos.

Demostrar la forma como opera en |la biosintesis de aminoacidos el mecanismo
de control de retroinhibicion.



Autoevaluacion No.17

1.

Indique la correspondencia entre los compuestos de la columna A y el tipo de
compuesto sefialado en la columna B. Los términos de la columna B se
pueden utilizar dos veces o ninguna vez.

A B

1) Pepsina a) Lipasa

2) a-cetoglutarato b) Intermediario en el ciclo de Krebs

3) Deshidrogenasa glutamica c) Intermediarios de fosfatos de pentosa

4) NADP* d) Proteasa

5) Quimotripsina e) Aminoacido protéico

6) NAD* f) a-cetoacido

7) Piruvato g) Coenzima de la deshidrogenasa biosintética
8) Arginina h) Coenzima de la deshidrogenasa catabdlica

llustre las estructuras de los siguientes aminoacidos:
a) Asp. b) Ala. c) Thr. d) Phe.e)Met.f).Gln. g)Asn.

Describa brevemente como se realiza la gluconeogeénesis:

. Indique los compuestos que alimentan al Ciclo de Krebs. Explique (sin usar

estructuras quimicas) lo que sucede en esta via.

. ¢Qué son los lisosomas? ;Cuales clases de enzimas se encuentran

habitualmente en ellos?

¢ En cuales vias metabolicas se produce NADPH + H*? ;Cual es el papel de
este compuesto?



INTRODUCCION

Los aminoacidos realizan una serie de funciones muy vanadas en el organismo ya
que son usados como bloques constituyentes de proteinas, como precursores de
coenzimas, hormonas, nucleos porfirinicos, neurotransmisores, antibidticos, etc.
En condiciones especiales, cuando hay carencia de reservas energéticas, pueden
incluso ser utilizados como fuente de energia.

La rata de conversion metabdlica de los aminoacidos es considerable y se calcula
que un hombre de 70 kg, metaboliza alrededor de 400 g, diarios de proteinas, de
los cuales cerca de un 25% entran en degradaciones oxidativas que confluyen en
el ciclo de Krebs y en consecuencia, son catabolizados hasta CO; y NHs.

1 Catabolismo

Los aminoacidos pueden ser catabolizados en diferentes circunstancias

metabdlicas:

e Durante el proceso de renovacion normal de los tejidos, las proteinas son
degradadas hasta aminoacidos y si estos no se utilizan-para sintetizar otras
proteinas, son degradados oxidativamente.

e Si la dieta provee mas de los aminoacidos necesarios para satisfacer los
requerimientos de la sintesis de proteinas corporales, el exceso se cataboliza
pues el organismo no puede acumularios.

e En ciertas condiciones metabdlicas, en las cuales no se permite la utilizacion
adecuada de los carbohidratos (por ejemplo, diabetes mellitus) o en las cuales
no hay suficientes reservas de’ polisacaridos (ayuno), las proteinas son
utiizadas como- fuentes. de energia y. los aminoacidos son oxidados
degradativamente.

Generalmente, el catabolismo de los aminoacidos esta precedido por la hidrolisis
de las proteinas que en forma exdgena a los tejidos se realiza en el tracto
digestivo por la accion combinada de proteasas como la pepsina (jugo gastrico),
tripsina, quimotripsina, exopeptidasas (jugo pancreatico y glandulas del intestino
delgado); los aminoacidos libres resultantes son absorbidos en el intestino delgado
y transportados por la sangre hasta los diferentes tejidos.

La degradacién de las proteinas al interior de la célula (protedlisis enddégena) no
se conoce en detalle pero muy seguramente involucra las variadas proteasas
presentes en los lisosomas.

En contraste con lo ya discutido para la degradacion de carbohidratos y lipidos, no
es posible incluir todos los aminoacidos en esquemas generales de degradacion y



por el contrario existen cerca de 20 sistemas multienzimaticos, uno para cada
aminoacido, que entran en juego en el catabolismo de la cadena carbonada.

1.1 Catabolismo de los grupos a-NH; y a-COO"

Existen cuatro caminos por los cuales se modifican degradativamente los
aminoacidos a nivel de los grupos a-NH, 0 a-COO".

e Decarboxilaclon

Un cierto numero de decarboxilasas (clase liasas), catabolizan la siguiente
reaccion:

coo H
+ | Decarboxilasa + |
HN-C - H Fosfato de Piri- HN-C-H +CO,
| doxal |
R R

Estas enzimas, que utilizan el fosfato de piridoxal como coenzima, producen a
partir de ciertos aminoacidos aminas con una actividad biolégica muy fuerte
(histamina a partir de His, DOPA-amina a partir de dihidrofenilalanina) y cuya
existencia es muy breve en la célula ya que son destruidas por aminooxidasas.

¢ Deaminacién no oxidativa

Algunas enzimas presentes en ciertos microorganismos y en vegetales superiores,
catalizan la reaccion:

coo coo
+ | Deaminasa R |
HN-C-H Fosfato de piri- CH + NH,
| doxal Il
CH, CH
I I
R R

La enzima de este tipo mejor conocida es la aspartasa (clase liasa) que transforma
el acido aspartico en fumarato.

e Transaminacion



La reaccidén general catalizada por las transaminasas (transferasas) tiene como
objeto remover el grupo a-NH; de un aminoacido dado y transferirlo finalmente
sobre un aceptor comun (el o-cetoglutarato) y el producto posteriormente es
catabolizado. Podemos representar la reaccion asi:

CcOoO CoO
| + |
CcO0 C=0 CcooO H,N- C-H
+ | | Transaminasa _ | |
HN-C-H + CH, Fosfato de piri- C=0 + CH,
| | doxal | i
R CH, R CH,
l I
COO COO
AA o-cetoglutarato o—cetodcido Glu

La mayoria de las transaminasas son mas especificas para el a-cetoglutarato que
para el aminoacido donador del a-NH; y la reaccion es facilmente reversible pues
el AG” es cercano a cero. Con varios aminoacidos la reaccion produce a-
cetoacidos que son metabolitos del ciclo-de Krebs o facilmente llegan a serlo, tal
como se observa en las siguientes transaminaciones:

Ccoo CcoOo
I +
COO C=0 CcoO HN— C—H
+ | | Alamtransaminasa [ |
HN-C-—H + CH, Fosfato de piridoxal C=0 + CH,
I l l l
CH, CH, CH, CH,
t I
COO Ccoo
Ala a- cetoglutarato Piruvato Glu

Uno de los aspectos mas importantes de este tipo de reaccién es la canalizacion
de los grupos a-NH> de todos los aminoacidos hacia el a-cetoglutarato que actua
como un transportador comun en la forma de Glu.



CoO CoO
+ | I
HN —C —H Asp transaminasa C=0

7

| +0- cetoglutaralo g, go piridoxal | + Glu
CH, CH
| |

COO cOO

Oxalacetato

2

e Deamlnacién oxidativa

En este camino el grupo o-NH; del Glu es liberado como NH; por la
deshidrogenasa glutamica (oxido-reductasa) segun la reaccion:

COOo COoO
+ | |
HN— C — H Deshidrogenasa C=0
| Glutamica |
CH, + H,0 CH, +NH*,
| /\ |
CH, NAD + H* NAD* CH,
| |
COoO Ccoo

La enzima presente solo en la mitocondria  usa /el NAD como coenzima
produciendo NHj libre que es toxico y por lo tanto debe ser eliminado (lo cual se
vera mas adelante), y regenerando el a-cetoglutarato gastado en las reacciones de
transaminacion.

Esta reaccién junto con la transaminacion, ocupa un lugar clave en el catabolismo
de los aminoacidos y la actividad de la enzima esta modulada positivamente por
ADP e inhibida por GTP; en consecuencia, el funcionamiento del ciclo de Krebs
regula su actividad.

1.2 Catabolismo del esqueleto carbonado

El esqueleto carbonado resultante de la pérdida del o-NH, o del a-COQO’, es
degradado en cada caso (0 sea para cada aminoacido) por un sistema enzimatico
diferente que al fin de cuentas produce uno o dos intermediarios del ciclo de
Krebs. La figura 63 ilustra en forma general los puntos de entrada y los
metabolitos finales producidos en el catabolismo de estos esqueletos carbonados:
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Figura 63: Convergencia de los esqueletos carbonados de los AA al ciclo de Krebs.

En el caso de'aminoacidos con dos sitios'de-entrada (por ejemplo Phe; Tyr) ello se
debe a que durante el catabolismo se producen dos fragmentos que finalizan
como dos metabolitos diferentes del ciclo de Krebs.

Es interesante sefialar como solo son cinco los metabolitos que finalmente
aparecen y son frecuentemente aquellos que en otros procesos catabdlicos sirven
como puntos de conexion con otras vias. Por otra parte esta convergencia
refuerza el papel central del ciclo de Krebs en el metabolismo general de la célula.

Tomando como criterio los. sitios de entrada a Krebs, los aminoacidos que
producen Acetoacetil-CoA se llaman cetogénicos (por producir cuerpos ceténicos
en el higado) y el resto (unos 15 aminoacidos) son llamados glucogénicos ya que
por degradarse a piruvato, a-cetoglutarato, succinato u oxalacetato pueden dar
lugar a glucosa y a glicégeno por la via de la gluconeogénesis.

1.3 Eliminacion del NH,

El NH4" liberado en la deaminacién oxidativa de Glu debe ser eliminado pues su
toxicidad es muy elevada; ello parece deberse a que la pequefia fraccion (1%)
existente como NHj; penetra facilmente a la célula y en la mitocondria desplaza
hacia la izquierda la reaccién catalizada por la hidrogenasa glutamica.

Cuando esto ocurre, se sintetiza Glu a expensas de a-cetoglutarato y, por ser este
un intermediario del ciclo de Krebs, se disminuye la actividad de esta via y por



ende la oxidacion de la glucosa, que en el caso del cerebro, es practicamente la
unica fuente de energia.

COO Coo
+ I
HN— C — H Deshidrogenasa C=0
| <Glutémica I
CH, + H,0 CH, + NH*,
I I
CH, NAD* NADH + H* CH,
I |
coo COO

Para evitar estos problemas, el organismo posee mecanismos para transportar el
NH4 en una forma no toxica y luego deshacerse de él en la orina.

El transporte de NH;" se efectia usando diferentes mecanismos segun sea el
tejido donde se produce la deaminacién oxidativa.

En muchos tejidos periféricos incluyendorel cerebro, el NH,* producido se combina
con Glu para formar GIn que es transportada por la sangre hasta el higado o los

rinones; la reaccion es catalizada por la glutamin-sintetasa (clase ligasa) y
podemos representarla asi:

CcoO
CcCOO +
+ | Glutamin HN —~C —H
ATP + NH', +HN — C — H sintetasa ]
| - CH, +H* + ADP +Pi
CH, |
I CH,
CH, |
| C- NH,
COoO 1
o)
Glu Gin

En el tejido muscular, donde la actividad metabolica es considerable, tienen lugar
dos reacciones consecutivas. En la primera, que ilustramos como:



COoO

I
C=0

Ccoo

|
HN— C —H

| Deshidrogenasa |

NH*, + CH, + NADPH + H*
I
CH
l
COoO
o— cetoglutarato

2

CH, +NADP* +H,0
I

CH,

|

coo

Glu

Una NADP-deshidrogenasa reduce el NH;" hasta el a-NH, de Glu y en la segunda
reaccion se realiza una transaminacién usando como a-cetoacido el piruvato:

CoO
+
HN —C — H COO
[ | Alanina trans
CH, + C=0 aminasa
| | ——
CH, CH,
|
COoO
Glu Piruvato

Es interesante anotar que en esta secuencia:

coo
I
coo Cc=0
I |
HN—C—H +  CH,
| l

CH, CH,
|
coo
Ala a-cetoglutarato

e Seincorpora el NH;" como el grupo a-NH; de la Ala.

e Se utiliza como aceptor de a-NH; al Piruvato que es un metabolito abundante

en el musculo.

e Se regenera el a-cetoglutarato, lo cual es importante pues existe una cantidad

limitada del mismo.

La Ala asi formada transporta al nitrdgeno (proveniente del NH4") por el torrente

sanguineo hasta el higado.



La excrecion del nitrogeno proveniente de los grupos a-NH> de los aminoacidos se
realiza de tres maneras diferentes, segun la especie animal de que se trate:
e En el caso de los peces, la glutamina circulante en la sangre llega a las
branquias y alli se efectua la reaccién:

COO COoO
+ + |

HN—C—H H,N—C—H

I I

CH, Glutaminasa CH,

| ( Hidrolasa) |

CH, ? CH, + NHe,

I I

C-NH, coOo

Il

o

Gin Glu

El NH,4 se solubiliza rapidamente.en el agua que llega a las branquias y asi
es eliminado; los animales que usan este sistema de excrecion se llaman
amonotélicos (excretores de amoniaco).

e Las aves, los Insectos y los reptiles convierten el nitrégeno de los
aminoacidos y de las bases purinicas en acido® urico por un proceso
multienzimatico relativamente 'complejo. Por tal razén se conocen como
uricotélicos.

e Los vertebrados terrestres, excretan el nitrégeno de los aminoacidos
sintetizando urea en el higado por un proceso descubierto por Krebs y
Henselit que recibe el nombre de Ciclo de la Urea. Las reacciones que se
suceden, se ilustran en la figura 64.

El glutamico y/o la glutamina que vienen por la sangre, liberan NH, (reacciones 1y
2) al interior de la mitocondria hepatica por medio de la glutaminasa o de la
deshidrogenasa; este NH4 (que proviene, como ya vimos de los grupos a-NH; de
los aminoacidos) reacciona con ATP y HCO3 gracias a una sintetasa (reaccion 3)
para formar un compuesto de alta energia que es el Carbamil-fosfato.

Este se une con la ornitina (aminoacido no proteico) que proviene del citoplasma
(4) para formar citrulina, que es otro aminoacido no proteico, el cual sale del
citoplasma. Alli la citrulina se combina con una molécula de aspartico, generado
por las reacciones de transaminaciones que se vieron antes, para formar



argininosuccinato, estando catalizada la reaccion por una sintetasa que emplea
ATP como coenzima (reaccion 5).

Gin

I",, ~
69 GLUTAMINASA 3
6Ly
N,
.
HayN_ ,NH HaN—C - NH, DE SHIDROGENASA ® "
Te? i H o CETOGLUTARA-
N / UREA m;’ why
| (;\ '
A — .
e /-"4 —al'2f T MM NADPH
A CHz “MIDRO M i
v e i 2ATP + HCOG
" " o :
n g H=C=-NH3 H SINTETASA|™2ADP+ P| +H
- ] ]
co0 co0- M K -c-Ting
]
]
CICLO DEKREBS ORNITINA . \Glﬂz eeno
\ coo- ‘I""z h ®
e W -c-finy © CARBANIL
¢ . Joo FOSFATO
CH . S0~
r ©
coo”
ORNITINA TRANSFERASA
FUMARATO
cuol” ~r,
Lo Wk
PofT e F N
ICH;;\\ " f=°
bl
0
€00 Top, b N
1 ?‘%
":Hz CHy CITRULINA
ARBININO y cHz
SUCCINATO f 2 " 'f'""a
.
H=C = NHj3 Lo
1
00 MITOCONDRIA
L
., 7 __/
SINTE TASA
AMP + (P)-(F =)
® O‘l\ — con- Tﬂz
+ 1
HaN-C- K c:o
o o | CITRULINA
CHz ugtl:-u-u
coo” + cH
e
T CHy CITOPLAS MA
[
TRANSANINACION H=C~ NHy
|

OXALACETATO coo~-
+GLUTaAMICO

TRANSAMINACION
okNH; DE &A

+ o~ CETOGLUTARATO.

Figura 64: Ciclo de la Urea

Este compuesto se rompe (en el enlace marcado con la linea punteada) por
accién de una liasa (6) y produce Fumarato que va al ciclo de Krebs y Arginina;
ésta se degrada a su vez (7) produciendo urea y ornitina.



La ornitina regenerada penetra a la mitocondria y el ciclo esta listo para
recomenzar; la urea es transportada por la sangre hasta el riidn para ser
excretada en la orina.

En este ciclo se ve como hay una cooperacion de enzimas mitocondriales y cito
plasmaticas para eliminar dos productos de desecho como son el NH4 y el HCOs.

El costo energético es alto pues el balance de ATP muestra que por molécula de
urea producida se consumen dos ATP en la reaccién 3 y que en la reaccion 5 se
produce una de AMP mas pirofosfato a partir de un ATP, lo cual significa que en
ultimo término el consumo total es de cuatro ATP por molécula de urea
sintetizada.

Se ha calculado que alrededor de un 15% de la energia obtenida por el
catabolismo del esqueleto carbonado de los aminoacidos, se invierte en la
produccién de la urea como forma de excrecion del grupo a-NHa.

2 Biosintesis

De manera analoga a/lo que ocurre en.la-degradaciéon de los aminoacidos, su
biosintesis se lleva a cabo por medio de variadas rutas metabdlicas cada una de
las cuales es propia de un determinado aminoacido; en algunos casos (lisina,
isoleucina) hay hasta unas dos o tres rutas diferentes para cada uno.

Los organismos vivientes difieren ampliamente respecto a su capacidad y respecto
a la fuente de nitrégeno que emplean.

El hombre posee-los sistemas ‘enzimaticos que le permiten.la biosintesis a partir
de NH; de solo diez aminoacidos, que ‘corresponden a los aminoacidos no
esenciales, los aminoacidos restantes (esenciales) deben ser ingeridos en la dieta;
los nitritos o nitratos no pueden ser utilizados como fuente de nitrégeno proteinico.

Los rumiantes aunque no sintetizan por si mismos sino los aminoacidos no
esenciales, pueden emplear el NO, o el NO3 como fuente, gracias a la accién de
los microorganismos presentes en el rumen que reducen estos compuestos a NHs.

Las plantas superiores sintetizan todos los aminoacidos y emplean NH3, NO> o
NO3;  como fuente de nitrogeno proteinico; algunas de ellas (las leguminosas)
pueden inclusive fijar el nitrégeno atmosférico a través de un proceso simbibtico
con bacterias del género Rhlzobium.

Los microorganismos por su parte difieren muchisimo en su capacidad biosintética
de aminoacidos y es asi como la Escherichia coli puede elaborar todos sus
aminoacidos, mientras que ciertos Lactobacillus solo fabrican de cuatro a cinco
aminoacidos.



La tabla 19 indica cuales aminoacidos son esenciales o no para el hombre:

Aminoacidos No Esenciales

Aminoacidos Esenciales

Glutamico
Glutamina
Alanina
Aspartico
Asparagina
Prolina
Glicina
Serina
TiroSina*
Cisteina*

Leucina
Isoleucina
Lisina
Metionina
Fenilalanina
Treonina
Triptéfano
Valina
Arginina
Histidina

*Requieren de Phe y Met respectivamente para su biosintesis, por lo cual se consideran como semiesenciales
Tabla 19: Clasificacion de los AA esenciales o no, en humanos

Dada la particularidad de rutas existentes para la biosintesis de cada aminoacido,
es muy dificil generalizar. En principio las rutas son mas sencillas para los
aminoacidos no esenciales que para los esenciales; ademas, la biosintesis de
estos ultimos esta regulada casi siempre por mecanismos de retroinhibicion
bastante eficientes.

Para ilustrar lo anterior consideramos la sintesis de algunos aminoacidos no
esenciales y la de dos esenciales.

El Glu, Asp y Ala se sintetizan a partir de los a-cetoacidos correspondientes, que
se encuentran en a célula como intermediarios del ciclo de Krebs por reacciones
de transaminacion.o de aminacion inversas alas que ocurren en su catabolismo.

En el caso de la Ala, la reaccion es la siguiente:
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Figura 65: Biosintesis de Thr y Met



El acido glutamico se sintetiza por una reaccion que transfiere el NH,4 sobre el a-
cetoglutarato y es catalizada por una deshidrogenasa que emplea como coenzima

el NADPH.
COO CcoO
I I
C=0 Deshidrogenasa HN —C —H
| . I
CH, + NH', + NADPH + H+€ i CH, + HO
I I
CH, CH,
| I
CoO Ccoo

La Asn y GIn se forman por accion de sintetasa que incorporan NH;" a los
aminoacidos respectivos (Asp, Glu) consumiendo energia; en el caso de Asn, la
reaccion es:

CoO ololoy
+ | + |
HN —C —H HN —C —H
| + NH*, +ATP  Sintetasa | + ADP + Pi
CH, CH,
| : |
o00) C—NH,
I
o
Asp Asn

En contraste con las biosintesis anteriores, que solo involucran una a dos
reacciones, la formacion de Met o de Thr ocurre a través de una via compleja
(figura 65) que ilustra muy bien algunas de las caracteristicas de la biosintesis de
los aminoacidos esenciales.

Se puede apreciar que en la biosintesis de Thr y Met se realiza a partir de Asp por
medio de varias reacciones comunes, lo cual no es frecuente en la biosintesis de
aminoacidos, (1 a 3) que producen homoserina, punto en el cual cada via
transcurre por caminos diferentes.

La biosintesis de Thr es algo mas sencilla (reacciones 4 a 7) y el producto final
(Thr) actua como un inhibidor reversible de la primera reaccion de la via, cuando
se sintetiza mas Thr de la necesaria; este tipo de inhibicion se conoce como
retroinhibiclon y es un excelente ejemplo que ilustra el principio metabdlico de una



maxima economia ya que al bloquearse la primera reaccién no se sintetizan
metabolitos intermediarios innecesarios.

La biosintesis de Metionina requiere la presencia de cisteina (reaccion 9) para
formar el cistation que se rompe (en los sitios indicados por las lineas curvas) por
accion de una liasa (10) y nos da homocisteina, piruvato y NH,".

La homocisteina sufre una metilacién, catalizada por una transferasa (11) que
emplea como coenzima el metiltetrahidrofolato, formandose la metionina; este
aminodacido regula su propia biosintesis por un mecanismo de retroinhibicion que
bloquea la reaccion de la homoserina con Succinil-CoA (reaccion 8).

La biosintesis de aminoacidos con anillos en su cadena lateral (His, Phe, Trp) es
aun mas compleja y produce, en el caso del Trp, metabolitos que sirven como
intermediarios en la sintesis de productos secundarios (ligninas) en plantas.

Actividad 9

1. Esquematice el camino recorrido por el grupo a-NH; de los aminoacidos
durante su metabolismo. No es necesario escribir la secuencia de-reacciones
que tienen lugar durante el proceso.

2. Analizando el ciclo de la urea, senale los principios generales del metabolismo
que usted pueda reconocer.

3. llustre sobre el ciclo de Krebs cuales son los puntos de entrada de los
productos del catabolismo de los esqueletos carbonades de los aminoacidos.
Esquematice el-ciclo-deKrebs empleando los nombres (no las estructuras) de
sus intermediarios.

4. Explique por qué el organismo debe eliminar el NHs producido durante el
catabolismo de los aminoacidos. ¢ Cuales diferencias existen entre los distintos
organismos respecto al mecanismo de excrecion?

5. llustre las reacciones por las cuales se biosintetizan el Asp y el Glu. Recuerde
como se sintetiza la Ala y establezca las analogias correspondientes.

6. llustre como se sintetiza GIn. Recuerde la biosintesis de Asn y deduzca las
reacciones que tienen lugar.

7. Revise la biosintesis de Thr y Met como un ejemplo de biosintesis de los
aminoacidos esenciales.

Autoevaluacion No. 18



5.

6.

. llustre por medio de reacciones generales, las principales vias degradativas de

los grupos o-NH; y a-COOH de los aminoacidos.

. Esquematice la convergencia de los esqueletos carbonados de los

aminoacidos en el ciclo de Krebs.

. Esquematice como se realiza el ciclo de la urea. ¢Por qué es importante esta

via?

. Explique en qué se basa la clasificacion de los aminoacidos en esenciales y no

esenciales. Sefale las diferencias existentes a este respecto entre los diversos
organismos.

Demuestre con las reacciones apropiadas, como se sintetizan Glu, Asn y Ala.

Explique como opera la retroinhibicién. ¢ Cual es su importancia?

Lecturas recomendadas

Usted puede profundizar algunos aspectos-tratados en este capitulo.consultando
las siguientes referencias:

1.

2.

Aminoacid biosynthesis and its regulation / H.E. Unbarger.- - Annual Revlew In
Biochemlstry.- - VoL 47, 1978.- - p533-606.
Regulation of aminoacid metabollsm-/ HE. Umbarger. - - Annual Revlew In
Biochemlstry. - - Vol 38, 1969.- - p323-370.



INFORMACION DE RETORNO

Autoevaluacion No. 1

1.
H COOH
I : l
R—C — COOH, 0 también HN—C—H
| I
NH, R

Caracteristicas:
e alfa-aminoacidos.
e Opticamente activos.
e configuracion L.

2.a) (3); b) (6);.¢) (1); d) (5); e) (2); ) (3); 9) (1)-

4. Es un enlace amida, formado entre el grupo ea-amino de un aminoacido y el
grupo a-carboxilo de otro aminoacido. Se representa asi:
H H R
! I I
HN—C—C—N— C—COOH
ol

2

R, O
5. a) (2); b) (1); c) (4); d).(3).
Autoevaluacion'No.2
1.
Grupos Ejemplos

a) Aminoacidos no polares |Valina, Leucina, Alanina, Triptéfano, Isoleucina,
Fenilalanina, Metionina.

b) Aminoacidos polares Glicina, Serina, Treonina, Cisteina, Tirosina,
Asparagina, Glutamina.

¢) Aminoacidos acidos Glutamico pK, =4.2
Aspartico pK, = 3.9

d) Aminoacidos basicos Lisina pK, = 10.5

Histidina pK; = 6.0
Arginina pK, = 12.5

2. Curva de disociacion.



8 p Kz L-NHp)

PKy(R")

pK, ¥ -COOH)

i 1 ! A I de
Qa5 1.0 1.5 20 25 30

EQUIVALENTE BASE

Se observa que presenta una zona en la regién de pH 6,0 donde cambia muy
poco el pH al adicionar base.

6.
Actividad Ejemplo Péptido
Hormonal Oxitocina, vasopresina, ACTH
Antibidtico Penicilina, Gramicidina
Hipertensora Angiotensinas
Hipotensoras Bradikininas
Oxido-reductora Glutatiéon

Autoevaluacion No. 3

1. a) Fibrosas y Globulares
b) Simples.y. Conjugadas
2. Primaria
Secundaria
Terciaria

Cuaternaria (presente sélo en algunas proteinas)

o Optimamente activas por estar constituidas por AA que gozan de esta
propiedad.

e Solubles en solventes acuosos en funcién de su composicién en AA, del pH de
la solucion, de la temperatura y de la eventual presencia de solventes
organicos.

o Desnaturalizables con valores extremos de pH o temperatura, presentandose
insolubilizacion.

¢ Anféteras.



a) El grupo a-NH; de los AA reacciona con dos moléculas de Ninhidrina para dar
un complejo purpura. Se determinan AA libres y oligopéptidos.

b) Se forma un complejo de coordinacion entre el Cu™® en medio basico y los
enlaces peptidicos, se determinan péptidos con mas de tres enlaces
peptidicos y proteinas.

Autoevaluacion No. 4

5.
Proteina Organizacién Estructural | Clasificacién Funcién
Insulina Estructura 12, 28y 32, Proteina globular | Hormona
Fibroma Estructura 12, 22, y 32, Proteina fibrosa Estructural
Hemoglobina | Estructura 12, 22, 32 y 42, Proteina globular | Transporte de O,
Colageno Estructura.1?, 28,y 32. Proteina fibrosa Estructural
Queratina Estructura 12, 22y 32, Proteina fibrosa Estructural

8

Los cambios extremos en'los factores que afectan la solubilidad (pH, temperatura,
tuerza ionica, constante dieléctrica).

Presencia de metales pesados (Hg'?, Pb*?, Ag*).

Detergentes.

Autoevaluacion No.5

3.
b) AG = AG® + RT.InK
En el equilibrio AG = 0, luego AG® = - RTIn K.

4.
a. Disminuyen la energia de activacion necesaria para que tenga lugar una
reaccion.
b. Incrementan notablemente la velocidad de la reaccion.
c. En el caso de reacciones en equilibrio:
e Aumentan la velocidad con que se alcanza el equilibrio.
¢ No cambian el valor de la constante de equilibrio (K).
Para una ampliacién consulte. Fisicoquimica / Luis Evaristo Ayuso Martinez.- -
Bogota : Unisur, 1989.- - p.464-467.

6. Consulte el capitulo 6 de este mddulo.
Autoevaluaciéon No.6

6. Resuma las caracteristicas de las inhibiciones competitiva, no competitiva e
incompetitiva y sus respectivas representaciones graficas.



7

Sitios Activos Enzima

a. Proteasas a Ser con sistema relay Ser, | Quimotripsina, tripsina, trombina
His, Asp.

b. Metaloenzimas Carboxipeptidasa (Zn*? en el sitio activo)
c. Glicosidasas con Asp, Glu Lisozima
d. d. Proteasas con CySH Papaina

Autoevaluacion No. 7

6. Consulte el glosario de términos de este modulo y las paginas 112 y siguientes
de este capitulo.
7. Consulte el capitulo 2 de este mddulo.

Autoevaluacion No. 8

1. Consulte la tabla 13.

3.
1cona,byd.
2 con b.

3 cone.

4 con a.
5cona,b,c,e.

4. Revise y compare las figuras 28 y 31.
5. Analice la figura 30.

Autoevaluacion No. 9
3. La ecuacion es:
AG = AG® + RT.InK
en el equilibrio AG = 0 luego
AG® =-RT In K o sea AG® = -2,303 RT.log K

4. AG = -nF.AE



Donde:

Autoevaluacion No. 10

2.

a. Requerimientos energéticos.
b. Condiciones reguladoras de la actividad enzimatica.
c. Enzimas reguladoras.
d. Control genético.

e. Actividad hormonal.

8. La reaccion a. porque:
e EI PTG del 1,3-DP-Glicerato - 3-P-Glicerato-es mayor:que el del par ATP-

ADP (ver tabla 14).

n = numero de electrones transferidos.
F = faradays involucrados en la reaccion.
AE= diferencia de potenciales de reduccion.

e Elreceptor del es el ADP (forma defosforilada).
e Hay undonor y un receptor de®del' mismo lado de la reaccion.

Autoevaluacion No. 11

1. Consulte el capitulo 5.

modulo.

8. Consulte el capitulo 5.

modulo

Autoevaluacion No: 12

Introduccién al metabolismo y bioenergética de este

Introduccion al metabolismo y bioenergética de este

1.
Via Localizacion | Metabolitos Metabolitos Metabolitos Balance (No.
catabdllca celular Iniciales Finales Conectores ATP).
Glicdlisis Citoplasma Monosacaridos | Piruvato 3P Gal Produccion 2
Disacaridos o Etanol + CO, | 3 PDHA ATP por
Polisacaridos o Lactato Glc-6-P Glucosa
Piruvato Oxidada.
Ciclo Krebs Mitocondria Piruvato CO, Casi todos. | Produccion 1
NADH + H* Ejemplo: ATP por
FADH, Oxalacetato Piruvato
Malonato, Oxidado.
Succinato  o-
cetoglutarato
Fosforilaciéon Mitocondria NADH + H* H,O Coenzimas, Produccion 3
oxidativa FADH, NAD" sustratos a ser | ATP por par de
FAD oxidados e transferidos




desde NADH +
H+
Pentosas Citoplasma Glc-6-P CO, + Glc-6-P | Ribosa-5-P Nulo.
fosfato NADPH + H* | 3P Gal,
Eritrosa-4-P
Frc-6-P
Glicerol-3-P Citoplasma y|NADH + H(Cit) | NAD" (Cit) 3P Gal Nulo en la via.
Mitocondria 3 P Gal 3PDHA
Glicerol-3-P

Cit = citoplasmatico

2. La oxidacién de un metabolito estd acompanada con la produccién de
compuestos ricos en energia.

3. Entre las respuestas posibles tenemos:

a. Los glucidos fosforilados no atraviesan la membrana celular; por ello los
intermediarios de la glicdlisis estan confinados en el citoplasma y se
mantiene la integridad de la via.

b. EI NAD y NADP citoplasmaticos (oxidados o reducidos) no atraviesan la
membrana mitocondrial; por eso para su reoxidacion debe emplearse la via
del glicerol-3-fosfato.

c. Las coenzimas presentes al interior de la mitocondria no pueden salir al
citoplasma. La consecuencia es que su reoxidacién debe hacerse por
medio de la fosforilacion oxidativa.

d. En la via del glicerol-3-P éste penetra a la mitocondria mientras que la 3-P-
DHA no lo hace; inversamente la 3-P-DHA sale al citoplasma mientras que
el glicerol-3-P no. Esta situacion ' posibilita la produccién del FADH
mitocondrial en la oxidacion de glicerol-3-P a 3-P-DHA.

4.

Universalidad: Glicélisis y Pentosas fosfato > Krebs, F.O. Glicerol.

Produccion metabolitos comunes: Krebs- Glicdlisis- pentosas fosfato.

Capacidad produccion ATP: F.O.- Glicdlisis-Krebs.

Complejidad: Krebs, las restantes son similares en complejidad salvo la via del
Glicerol-3-P que es muy sencilla.

7. Fosforilacion a nivel de sustrato: EI ATP no se produce como consecuencia de
la reoxidacién de NADH + H* o de FADH,. Ejemplos: Succinil-CoA = Succinato:
Ciclo de Krebs: figura 42. PEP =» Piruvato: Glicdlisis: figura 39.

Autoevaluacion No. 13

1. Las respuestas posibles serian:
a.




CHO o

| Pi I
H— C — OH \ . C—0—
| |
cHo —(P) /_\ H—C— OH
NAD* NADH-+ H+ '
cH,—o—(P)
3-P-Gal deshidrogenasa 1,3-di P-Gato PTG =11,8
coO coo
| I
H—c —o—P) c—o—(p)
| Il
H—C—OH Liasa CH,
| >
- HO PEP
2-P-Gato PTG =14.8
CH, — COOr coo
I |
H—C—H CH,
| HSCoA |
C — CO0 N i CH, + CO,
0 NAD+ NADH + H+ C~ SCoA
Il
0

Complejo Multienziméatico Succinil-CoA



CH, — COOr coo
I |

H—C—H CH,
I HSCoA |
C — CO0 N > CH, + CO,
(0] NAD+ NADH + H+ C~ SCoA
|
o)
Complejo Multienzimatico Succinil-CoA
a- Cetoglutarato PTG= 8,5 aprox.

La respuesta es correcta con o sin las formulas de los compuestos.

2.

®PQ20oTo

b.

e.

f.

Oxidacion de piruvato hasta CO, y H,O, produccién NADH + H" y FADH..
Degradacion de hexosas y produccion de NADPH + H™:

Reoxidacion de NADH + H* citoplasmatico.

Oxidacion anaerobia de glucosa con produccion de ATP.

Reoxidacion de coenzimas reducidas_con produccion de ATP.

Oxidacion-reduccion: glicdlisis, ciclo de Krebs, fosforilacion oxidativa,
glicerol-3-fosfato.
Decarboxilacién o transferencia: ciclo de Krebs, pentosas fosfato.

c. Transferencia de grupos: ciclo de Krebs.
d.

Oxidacion-reduccion: ciclo de Krebs; fosforilacion oxidativa, Glicerol-3-
fosfato.

Oxidacion-reduccion: biosintesis.

Oxidacion-reduccion: fosforilacion oxidativa.

4. Consulte el capitulo 6.
5. Consulte la figura 42.
6. Consulte el capitulo 6.

Autoevaluacion No. 14

2.

La formacion de PEP a partir de piruvato en la gluconeogénesis. Se
consumen dos enlaces ricos en energia por un enlace formado.

El paso de piruvato a oxalacetato en la glucogénesis. La enzima reguladora
estd modulada por la presencia de acetil en forma de Acetil-CoA.



4. Tenga en cuenta los siguientes aspectos:
a. Ordenamiento de los transportadores de e-.
b. Requerimientos para produccion de ATP.
c. Direccion del transporte de e'.
d. Propiedades de las membranas respectivas.
e. Mecanismo quimiosmatico.

7. Analice las figuras 39, 42, 47, 48, 52 y 53.
Autoevaluacion No. 15

2. Consulte el capitulo 6 de este mddulo.

3. Consulte el capitulo 6 de este modulo.

5.
a. Acidos palmitico (C16), estearico, (C18).
b. Acidos palmitoleicos(C16, 9-10) y oleico (C18, \9-10):
c. Acidos linaleico (C18, z9-10, M2,13).y-linolénico (C18, A9-10,-M2-13, &15-
16).
6. Consulte el capitulo 6 de este mddulo.

Autoevaluacion No. 16

1. Consulte la figura 54.
2. Consulte la figura 56.
3. Consulte las figuras 54 y-56.
4. Consulte la figura 58.
5. Consulte la figura 60.

Autoevaluacion No. 17

1.
. con d)

. con b) y con f)
. con ninguno

. con g)ycon c)
.con d)
.con h)
.con 1)
.cone)

O~NOO OGO, WN -~

2 Consulte el capitulo 1 de este médulo.



3. Consulte el capitulo 7 de este mddulo.

4. Consulte el capitulo 6 de este modulo.

6. En la via de fosfatos de pentosa y en la fotosintesis. Es una coenzima de
deshidrogenasa que frecuentemente catalizan oxido-reducciones en vias
biosintéticas

Autoevaluacion No. 18

3. Consulte la figura 64.



GUIAS PARA PRACTICA$ DE LABORATORIO DE
BIOQUIMICA

INTRODUCCION

Una de las asignaturas fundamentales que se incluyen en el curriculo de
formacion de un buen ingeniero de alimentos es la Bioquimica ya que le permite
comprender los mecanismos de formacion y transformacién de los nutrientes que
componen un determinado alimento. Por esta razon esta asignatura es teodrico-
practica; el presente manual de laboratorio contiene una serie de experimentos
basicos que complementan los conceptos fundamentales ya tratados en la teoria.

Se han incluido practicas que le permiten conocer y aplicar técnicas como las de
fraccionamiento de un tejido animal en sus componentes principales como
carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos, comparar métodos comunes
de determinacion de proteinas como son el de Kjeldahl y el de Biuret; utilizar la
espectrofotometria visible en la cuantificacion de vitaminas en alimentos y en la
caracterizacion de la actividad catalitica de una enzima o detectar factores
antinutricionales presentes en las leguminosas.

El trabajo de laboratorio utiliza como materiales de experimentacion, materias
primas de uso comun en el campo de la techologia de alimentos como harinas de
cereales y leguminosas, féculas, frutas'y verduras, tejidos de origen animal, que
ayudan al estudiante a asimilar las técnicas de uso comun en la investigacion
bioquimica con fuentes alimenticias o potencialmente alimenticias.

La investigacion no es completa sino se divulgan los resultados obtenidos en la
experiencia. Es importante_que el estudiante aprenda la_forma de reportar sus
datos y a saber interpretar las conclusiones obtenidas por otros investigadores,
con el fin de evaluar su propia investigacion; esto hace necesario que elabore un
informe donde presente sus datos, resultados y conclusiones obtenidos durante el
trabajo experimental.



PRACTICA No. 1: Fraccionamiento de tejidos en sus principales
constituyentes: carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos

Objetivos

e Utilizar las técnicas de solubilidad diferencial y de centrifugacién en el
fraccionamiento de un tejido animal en sus principales constituyentes.

e Comparar los tejidos tratados de acuerdo con sus componentes principales.

1 Fundamento teérico

Debido a las diferencias quimicas que existen entre las moléculas de
carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos, éstas presentan diferente
solubilidad en solventes organicos y ademas en acidos semejantes al
tricloroacético (ATA) de acuerdo con la temperatura. Es posible entonces utilizar
tales solubilidades diferenciales para separarlos, una vez que los tejidos han sido
triturados y se han roto sus membranas.

1.1 Accién del acido tricloroacético a baja temperatura
1.1.1 Sobre carbohidratos

A baja temperatura los monosacaridos son estables en medio acido, mientras que
si se tratan en caliente, sufren deshidratacion produciéndose los furfurales.

Los polisacaridos en medio acido sufren hidrolisis del enlace glicosidico, reaccion
que aumenta su velocidad a medida que se eleva la temperatura. A temperaturas
interiores a 4°C, la velocidad de hidrdlisis es tan lenta que para fines practicos se
considera que no ocurre reaccion.

En general se puede decir que los carbohidratos son solubles en solucion de acido
tricioroacético al 20% a temperaturas inferiores a 4°C y que no sufren cambios
quimicos en estas condiciones.

1.1.2 Sobre lipidos

Segun sus propiedades fisicoquimicas, estos compuestos son poco solubles en
soluciones acuosas y no son extraidos si se trata el tejido con soluciones acuosas
de acido tricloroacético.

1.1.3. Sobre proteinas

Forman sales insolubles en acidos como tricloroacético o perclorico, por tanto no
son solubles en soluciones de acido tricloroacético al 20% en frio.



1.1.4 Sobre acidos nucleicos

Lo mismo que las proteinas, estos acidos son insolubles en soluciones frias de
acido tricloroacético. Por otra parte el acido deoxirribonucleico (DNA) esta unido a
histonas, lo cual lo hace mas insoluble en estas condiciones.

En conclusién, al tratar un tejido previamente triturado con acido tricloroacético al
20% y a 4°C y someter a centrifugacion la suspension resultante, en el
sobrenadante se obtienen los azucares, mientras que los lipidos, proteinas y
acidos nucleicos quedan en el residuo.

1.2 Accién del etanol-éter-cloroformo (2: 2: 1 v/v)

Si el residuo de la extraccién con acido tricloroacético a 4°C, se trata con solucion
de etanol-éter-cloroformo, al solvente solo pasan los lipidos, mientras que las
proteinas y los acidos nucleicos quedan en la fase sélida.

1.3 Accion del cloruro de sodio al 10% en caliente

Si el residuo anterior se suspende en una-solucion de NaCl al 10%-y-se calienta
en bafio maria (92°C) durante 40 minutos, se desnaturalizan las proteinas, en
tanto que los acidos nucleicos, principalmente el ribonucleico (RNA), quedan en
solucién. Por este procedimiento es posible separar las proteinas de los acidos
nucleicos. Si al sobre nadante se le agrega ahora etanol absoluto en un volumen
igual al doble de la solucién original y se enfria en bafio de hielo durante 10
minutos, se obtiene un precipitado que puede ser separado por centrifugacion y
que contiene los acidos nucleicos.

2 Reactivos

ATA al 10% Arena‘lavada

Etanol del 95% etanol éter cloroformo (2: 2:1)
NaCl al 10%

Tejidos: higado, corazdn, pancreas de un animal utilizado en el trabajo
experimental.

3 Procedimiento

Cada grupo hara el fraccionamiento quimico sobre un tejido determinado. Para
comparar los diferentes tejidos desde el punto de vista del contenido de
carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos, debera confrontar sus
resultados con los obtenidos por los otros grupos.

NOTA: Las diferentes fracciones obtenidas en esta practica, deben guardarse para
la siguiente sesidn de laboratorio.



A cada grupo se le entregara una muestra de tejido en ATA al 10% con los
siguientes datos:

e peso del tejido.

e origen del tejido.

e ATA al 10% adicionado (1,5 ml/g de tejido).

Este tejido se tratara conforme al diagrama esquematico del método para
fraccionar un tejido en sus constituyentes que se encuentra en la siguiente pagina.
Cada grupo recibira cinco frascos donde guardara y marcara adecuadamente
cada fraccion que obtenga.

Cuando tenga que evaporar las fracciones, lo hara en una plancha de
calentamiento sobre una malla de asbesto; para secar, debe utilizar la estufa.

4 Expresion de resultados

Compare sus resultados con los obtenidos por los demas grupos y con los datos
bibliograficos. De acuerdo-con la funcion fisiologica y con-los resultados, diga
cuales son los tejidos que cualitativamente contienen mas proteinas, lipidos,
acidos nucleicos y carbohidratos.

Cuestionario

1. ¢Por qué se recomienda mantener los tejidos que se fraccionan a baja
temperatura?

2. ¢Qué sucede al contenido celular si'la temperatura-a que se mantiene es de
37°C?

3. ¢Cual es el fundamento de la centrifugacién? Haga una explicacién breve de
los principios.



TEJIDO A O°C

Cortar en trozos pequefios. Adicionar
. aprox, 0,5 gramos arena lavada
v macerar y centrifugar a 2500 rpm, 10 min.

2da. Extraccién
[+ ATA 10%, 1,5 mig

v

RESIDUO
(Lipidos, proteinas, acidos nudiéicos, arena)

la extraccién con etanol- eter
cloroformo {2:2:1)
2a Centrifugar 2500 rpm Smin

FIELDUO SOBRENADANTE
{Aados nucleicos, {Lipidos)
Proteina, arena) 10.Evaporar al bafc
maria, guardar,
3

1° Extraccién con Na Cl 10%, 80°C
En bafio maria 40 min (1 ml solucién/g
tejido original)

2° Centrifugar, 8000 rpm,10min

’

SOBRENADANTE
(Carbohidratos, mono y polisacaridos).

1°. Adicionar etanol 95% 2 vols
2°, Enfriar a 4°C 5 minutos
3°. Centrifugar 4°C 10min

v '

RESIDUO SOBRENADANTE

(Glicégeno) {Mono y polisacaridos).

Secar y guardar Evaporar y guardar.
M, M,

'

RESIDUO

{Proteinas desnaturalizadas,
arena) secar y guardar

M4

‘

SOBRENADANTE (Acidos Nucleicos)

1®. Adicionar etanol 85% 0°C
2 vols, 10 min.
2°. Centrifugar 8000 rpm 10 min

RE SI‘DUO SOBRE NA*DANTE
Acidos nucleicos (desechar)
Secar, guardar.

5



PRACTICA No. 2: Caracterizacion de las fracciones obtenidas a partir de
diferentes tejidos

Objetivo

Investigar la presencia de carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos en
las tracciones obtenidas de diferentes tejidos del animal empleado, utilizando para
ello reacciones caracteristicas para cada uno de los componentes anteriores.

1 Fundamento teérico
1.1 Carbohidratos

Los organismos vivos contienen carbohidratos que pueden estar formando
polisacaridos de reserva, pueden ser componentes estructurales o pueden estar
participando en el metabolismo en forma monomérica.

Las propiedades quimicas de tales compuestos permiten diferenciarlos, asi:
e Los polisacaridos ~son solubles en soluciones acuosas acidas, pero
insolubles en etanol.
e Los polisacaridos como el almidon, el glicogeno y los dextranos, forman
compuestos coloreados caracteristicos cuando se combinan con yodo
molecular.

A pesar de que la naturaleza de estos complejos no estd bien definida, la
evidencia disponible indica a formacion de complejos de absorcion entre las
cadenas helicoidales del polisacarido y el yodo. Para que haya estructura
helicoidal se necesital por 160 menos una cadena.con. ocho unidades de
monosacarido.

Los polisacaridos que “a todo lo largo de“su molécula muestran estructura
helicoidal, dan coloracion azul intensa, ej. la amilosa. Aquellos que son
ramificados con hélices interrumpidas, producen coloraciones menos intensas, e€j.
la amilopectina. Los altamente ramificados con segmentos cortos de ramificacion,
producen color pardo o rojizo, €j. el glicégeno.

1.1.1 Reaccién de Molisch

Un azucar tratado con a-naftol y &acido sulfurico concentrado, produce una
coloracion violeta. Se presume que el acido sulfurico actia como deshidratante
formando derivados del tipo de los furfurales que reaccionan con el a-naftol para
dar productos coloreados.

1.1.2 Reaccion de Benedict



Azucares reductores tratados con solucion alcalina suave (citrato-carbonato de
sodio) de idn cuprico, lo reducen a 6xido cuproso de color ladrillo.

1.2 Lipidos

En cuanto a solubilidad, los lipidos son insolubles en agua pero solubles en
solventes organicos.

Los triglicéridos forman un complejo coloreado (vino tinto) con el acido
hidroxamico y el hierro en medio acido y oxidante.

Los hidroxiesteroides con insaturacion en la posicidén 5 reaccionan con el anhidrido
acético para dar ésteres, que en medio sulfurico se deshidratan produciendo una
coloracién verde.

Los fosfolipidos por accion .del--NaOH. . se hidrolizan produciendo fosfatos
inorganicos, que con el acido molibdico dan fosfomolibdato y estos, por accion de
reductores como /el acido 1,2,4-aminonaftolsulfénico o/ el acido ascorbico,
producen complejos de/6xidos de molibdeno.de color azul.

Si los jabones resultantes de la hidrdlisis alcalina se someten a la accion del éter,
los jabones se sedimentan y en el sobrenadante queda el glicerol. Los
compuestos que en su estructura tienen-grupos ( > CHOH), forman complejos con
iones metalicos como el Cu*? por tanto si el sobrenadante anterior se evapora al
bafio de maria el residuo se disuelve en agua caliente y se acidifica con HCI; si los
jabones no se habian separado totalmente, los acidos grases de estos se separan
en una capa insoluble enagua: Después de evaporar la-capa acuosa, el residuo
se disuelve en etanol y por la adicién de solucion de sulfato de cobre se formara
un quelato de cobre de color verde, luego de agregar NaOH 0.1 N.

H,COH HC —Q —H
! l \
2H— C—OH +CuSO, +2NaOH > H—C—0—Cu—0—CH,
| I N
H,C OH H,C —OH H—0—CH
I
CH,OH

1.3 Acidos nucleicos

1.3.1 Hidrélisis



Los alcalis diluidos (0.3 a 1.0 N) hidrolizan los enlaces éster del acido ribonucleico.
En cambio los enlaces éster del acido deoxirribonucleico son relativamente
estables, lo mismo que los enlaces N-glicosidicos de DNA y RNA. La facilidad de
hidrélisis en el RNA parece estar asociada a la presencia de hidroxilos en los
carbonos 2’ y3’, lo cual permite la formacion de intermedios ciclicos 2’, 3’-
fosfonucledtidos, que finalmente dan los complejos monofosfonucledétidos- 2° o 3'.
Como la deoxirribosa del DNA no forma tales intermediarios, es relativamente
estable en presencia de alcali diluido. La acidificaciéon de la solucion después del
tratamiento alcalino precipita las moléculas de DNA intactas.

Los nucledtidos obtenidos en la hidrdlisis anterior fluorecen a la luz ultravioleta.
1.3.2 Con orcinol

Los nucleétidos del RNA, debido a la presencia de ribosa, reaccionan con el
reactivo acido de orcinol (cloruro férrico en HCI concentrado + solucion alcohdlica
de orcinol), dando coloracién verdosa.

1.4 Proteinas

1.4.1 Desnaturalizacion

Por accién de pHs extremos se destruyen los puentes de hidrogeno que
mantienen la estructura secundaria de'las proteinas. Las proteinas a temperaturas
mayores de 50°C precipitan, por formacion de agregados que resultan de la
destruccion de la estructura secundaria y terciaria.

1.4.2 Millon

Las proteinas que contienen tirosina reaccionan con ‘mercurio disuelto en acido
nitrico, produciendo nitroderivados mercuriales-de color rojo:

1.4.3 Ninhidrina

Los grupos amino terminales de las proteinas reaccionan con la ninhidrina en
caliente, dando complejos de color violeta. En ellos, el amoniaco desprendido
reacciona con una molécula de ninhidrina en estado oxidado y con otra en estado
reducido.

+H2N ~CH- c ~0H — +NH3+ c c- OH
k
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1.4.4 Biuret

Los nitrogenos del enlace peptidico forman complejos coloreados con los iones
cupricos en medio alcalino.
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1.4.5 Reaccion Xantoproteica

Esta reaccion se basa en la nitracion del anillo bencénico por el HNO;
concentrado, dando derivados amarillos de nitrobenceno. Las proteinas que
contienen tirosina y triptéfano dan esta reaccion, pero el color amarillo resultante
se transforma en naranja si se le adiciona,NH4OH. Para nitrar la fenilalanina se
requiere H,SO,4 como catalizador.

2 Reactivos
Etanol FeCl; al 5%
HCI 2N Cloroformo
Solucion de lugol Anhidrido acético
Reactivo de Molisch AcOH 10%. Fenolftaleina
Acido sulfurico concentrado Acido molibdico
Reactivo de Benedict Acido 1,2,4-aminonaftolsulfénico
Eter etilico o acido ascorbico (150 mg/100 ml)
NaOH al 15% y 50% Bencidina al 4% en ac. acético
Hidroxilamina al 10% Triglicéridos
KOH 2N Colesterol
Reactivo de Millon Lecitina
Ninhidrina al 0.2% Albumina
Reactivo de Biuret Reineckato de amonio al 2% en etanol
Acido nitrico concentrado Glicina
Hidroxido de amonio concentrado | Tirosina
Almidon Solucion de pentosa
Glucosa




3 Procedimiento

Con las muestras M4, My, M3, My y Ms obtenidas en la practica anterior, se haran
las siguientes pruebas de caracterizacion.

3.1 Carbohidratos
Muestras My, M, y patrones de mono y polisacaridos.
3.1.1 Lugol

A una fraccion de cada una de las muestras agregarles 3 gotas de solucion de
Lugol. Observar las coloraciones. A otras porciones iguales de estos compuestos,
adicioflanes 1 ml de HCI 2N y colocarlos al baflo maria durante 25 minutos. Dejar
enfriar y agregarles nuevamente Lugol. Obsérvese los resultados y expliquelos en
el informe.

3.1.2 Molisch

A una nueva fraccion de los compuestos.anteriores, agrégueles 1.ml de agua
destilada, 2 gotas de reactivo de Molisch. Mezcle cuidadosamente y con los tubos
inclinados agregue 1 ml de acido sulfurico concentrado de manera que se forme
una capa de acido debajo de la fase acuosa. Anote el color del anillo formado en
la interfase.

3.1.3 Benedict

Coloque al bafo'maria durante 2 minutos, fracciones de-las.muestras y patrones,
con 2 ml de solucién de Benedict. Observe los resultados y continue calentando
por 15 minutos. De nuevo observe los tubos.

3.2 Lipidos
Muestra M3 y patrones de lecitina, colesterol y triglicéridos.
3.2.1 Acidos hidroxamicos

A una fraccion de las muestras, agregue 1 ml de hidroxilamina al 10% a la cual se
le ha incorporado 0.01% del indicador timolftaleina. Adicione lentamente solucion
de NaOH al 10% hasta color azul permanente. Caliente en bafio maria por 10
minutos, enfrie al chorro y adicione HCI al 10% lentamente y con agitacion, hasta
desaparicion del color azul. Agregue unas 2 gotas del mismo acido en exceso. Por
ultimo adicione 0.5 ml de solucion de FeCl; al 5%. Observe los cambios de
coloracion que ocurren y anote los resultados.



3.2.2 Prueba de Lieberman-Burchard

Tome una fraccién de cada una de las muestras, agrégueles 3 ml de cloroformo,
mezcle bien. Agregue después 1 ml de anhidrido acético, agite y adicione con
cuidado 3 gotas de acido sulfurico, por las paredes del tubo. Observe la coloracion
en la interfase al minuto y a los 15 minutos. Explique.

3.2.3 Saponificacion

A una cantidad analoga a la anterior de las fracciones, agregue 3 ml de NaOH al
15% coloque en la boca del tubo una estera de vidrio y ponga al bafio maria
durante 20 minutos. Afnada 15 ml de éter etilico y filtre los jabones resultantes.
Después de la hidrdlisis neutralizar con acido acético al 10% usando fenolftaleina
como indicador.

3.2.4 Colina

A 10 ml del filtrado anterior afiadir 6 ml de Reineckato de amonio al 2% en etanol y
colocarlo en nevera por 30-minutos hasta que cristalice.

3.3 Acidos nucleicos

Muestra Ms

Tome una traccién de la correspondiente a los acidos nucleicos, adicione 3 ml de
KOH 2 N y coloque en la boca del tubo una esfera de vidrio. Ponga el tubo al bafo
maria durante 30 minutos. Acidifique la solucion con HCl.y observe si se forma
precipitado. Separe éste por-centrifugacion.

3.3.1 Pentosas

A 0,5 ml del sobrenadante anterior adicione 0,5 ml de solucién de bencidina al
0,4% en acido acético caliente la solucion al bafo maria durante 10 minutos,
colocando una bola de vidrio en la boca del tubo. Observe la coloracion. Repita la
experiencia con 0,5 ml de solucién patron de pentosa.

3.3.2 Fosfatos

A 1 ml del mismo sobrenadante acidificado, agregar 1 ml de acido molibdico,
mezcle bien y después de dejar en reposo 10 minutos adicione 0,5 ml de acido
1,2,4-aminonaftolsulfénico o 1 ml de acido ascoérbico. Observe la coloracion.

3.4 Proteinas

Muestra M4 y patrones de proteina y de aminoacidos.



3.4.1 Millon

A una traccion de la muestra y de los patrones, suspendidas en 1 ml de agua,
agregue 3 gotas del reactivo de Millon; caliente durante unos minutos al bafio
maria; observe el precipitado.

3.4.2 Ninhidrina

A una fraccion de la muestra y los patrones agregue 1 ml de la solucién de
ninhidrina al 0,2%. Caliente al bafio maria durante 10 minutos y observe el color.

3.4.3 Biuret

Tome una fracciéon de la muestra y de los patrones, agregue 1 ml del reactivo de
Biuret. Mezcle, espere 10 minutos y observe el color.

3.4.4 Xantoproteica

Caliente una traccién de la muestra y de-los patrones con 1 ml de.acido nitrico
concentrado, enfrie y observe el color. Agregue cuidadosamente un exceso de
hidréxido de amonio concentrado. Observe la interfase.

4 Expresioén de resultados

De acuerdo con los resultados, deduzca qué tipo de polisacaridos, aminoacidos en
las proteinas, lipidos y acidos nucleicos estan presentes en.el tejido.

Cuestionario

1. Explique la reaccioncon el reactivo *de Lugol,~de las fracciones de
carbohidratos y patrones, antes y después del tratamiento con HCI 2N.

2. ¢Por qué el colesterol no es saponificable?

3. Escriba las reacciones de las diferentes pruebas realizadas en esta practica.

4. ;En qué tejidos se almacena el glicogeno? y ¢ cual es su funcion?

5. Si en su muestra de proteinas estan presentes sales de amonio, ¢;Cual de las

reacciones de reconocimiento de aminoacidos no se debe usar? Dé sus
razones.



PRACTICA No. 3: Extraccién de la yema de lipidos del huevo
Objetivo

o Extraer y caracterizar los fosfolipidos, colesterol y triglicéridos presentes en la
yema de huevo.

1 Fundamento tedrico

La separacion de los lipidos es extremadamente dificil por extraccion con vanos
solventes organicos puros. Se hace uso de la propiedad que tienen la mayoria de
los lipidos de ser solubles en mezclas de etanol: éter o etanol: cloroformo. La
yema de huevo contiene buenas cantidades de grasas neutras, lecitinas y
colesterol.

Las lecitinas tienen un pH aproximadamente neutro, ya que contienen grupos
acidos (HPO4?) vy :basicos (Colina) formando-zwitteriones: muy polares. Se
dispersan coloidalmente en agua en contraste con las grasas nheutras que no se
emulsionan. Las lecitinas se precipitan a partir de una solucion-etérea por adicion
de acetona y 'su reconocimiento se basa-en-un test para saponificacion y en un
test para Colina. Las esfingomielinas también tienen Colina pero son solubles en
éter y se presentan en cantidades despreciables en el huevo crudo.

El colesterol no precipita por tratamiento con acetona de una solucion etérea y
como no es saponificable después del tratamiento con KOH puede extraerse con
éter, en tanto que los triglicéridos se han saponificado dando jabones solubles en
agua. Para el reconocimiento del colesterol se aplica el test de Liebermann-
Burchard. El colesterol requiere de 15 a 20 minutos para el desarrollo de un color
verde profundo, precedido de un color lila.

Se requieren condiciones completamente anhidras para esta reaccion.

2 Reactivos
Yema de huevo cocida Fenolftaleina
Mezcla de alcohol-éter (2:1) | Reineckato de amonio 2%
Eter etilico KOH alcohdlico 10%
Acetona Cloroformo anhidro
Ba(OH), saturado Anhidrido acético
Acido acético al 10% H,SO,4 concentrado

3. Procedimiento

Trate la muestra como se indica en el esquema de extraccion:



ESQUEMA DE EXTRACCION
PESAR /2 YEMA DE HUEVO

fa. EXTRACCION
ADICIONAR 40ml ETANOL: ETER(2:1)

MACERAR
T 20 EXTRACCION
ADICICNAR 10mi

FILTRAR
ETANOL: ETER(20)
1

_l RESIDUO I Fu_rmnos ly27
= )

v =
UDESCARTAR EVAPORAR BANO
MARIA EN CAPSULA
PESADA.

PESAR
LIPMIDOS TOTALES

DISOLVER EN Smi: ETER

PRECIPITAR CON
I13mi ACETONA

1
l FILTRAR j
1 1
SOLUCION ETER : FESAR
}——- PRUEBA
ACETONA EVAPO- LECITINA
RAR A SEQUEDAD - l" S LOL Iy
HIDROLIZA R 20mi de BalONlz
PESAR REFLUJO 30min.
l TRIGLICERIDOS + COLESTEROL 1) NEUTRALIZAR CON AcOM I0%
+ FENOLFTA
ADICIONAR 10mL = =4
DE KOH 10% ETANOL 2) FILTRAR
I REFLUJO 30 mln,—l
RY A |
o R g hDicIoN AR RESID VO l_m.ﬂuoo
DESCARTA
o O TvEms Pam
= |
RN I
i ﬂfsmuo_] FILTRADO
DESCARTAR
1A BONES EVAPORAR
A SEQUEDAD
DISOLVER EN 3mi ETANGL
Y LUEGO EN 3 mi
CE NTRIFUGAR
2500 rpm IOmin.
L
o
DESCARTAR
PRECIPITAR CON
H,0 GOTA AGOTA
CENTRIFUBAR
250C rpm 10 min.
I
v j
SOB RENADANTE PESAR PRUEBA
DESCARTAR COLESTEROL |~ LIEBERMAN-
BURCHARD

3.1 Preparacion de Lecitina



Amasar la yema de huevo cocido y mezclarla con 40 ml de la mezcla de alcohol-
éter (2:1). Dejar reposar 10 minutos con agitacion ocasional, filtrar con papel
humedecido con alcohol. Remover el residuo del papel filtro y mezclarlo con otros
10 ml de la mezcla de alcohol-éter y filtrar. Combinar los dos filtrados en una
capsula previamente pesada.

El filtrado se evapora hasta sequedad en un bafio maria. Pesar y disolver el
residuo en 5 ml de éter y agregar esta solucién lentamente y con agitaciéon a 15 ml
de acetona y con ayuda de un policia agitar de manera que las particulas de
lecitina se aglomeren y formen una bola. Guardar la solucidon de éter-acetona para
la segunda parte.

3.1.1 Solubilidad

Mezclar un poco de lecitina con agua. Observar que se dispersa formando un
coloide.

3.1.2 Hidrdlisis

Agregar 20 ml de Ba(OH), saturado al resto de lecitina y luego hidrolizar durante
30 mm en un erlenmeyer con varilla para reflujo.

Después de la hidrdlisis neutralizar con:CH3;COOH al 10% usando fenolftaleina
como indicador. Filtrar y descartar el residuo. Al filirado afiadir 6 ml de reineckato
de amonio al 2% en etanol y colocarlo en la nevera por 20 6 30 minutos hasta que
cristalice.

3.2 Preparacion del Colesterol

La soluciéon de éter-acetona obtenida durante |la preparacion de la lecitina,
evaporarla en un bafio de vapor hasta obtener una pasta. (El residuo no debe o’er
a éter o acetona). Enfriar y pesar. Adadir 10 ml de KOH alcohdlico al 10%, perlas
de vidrio y colocar en reflujo por 30 mm. Enfriar y luego afadir 30 ml de éter. Filtrar
el precipitado de jabdn si se forma. La solucion de éter contiene entonces el
colesterol.

Evaporar hasta sequedad en un vidrio de reloj, descartar los restos de agua o
secar con un papel de filtro.

Extraer el colesterol calentando el residuo con 5 ml de alcohol en un bafio de
vapor y pasar la solucion a un tubo de centrifuga de 15 ml. Al residuo sobre el
papel agregar otros 3 ml. de alcohol con el fin de lograr una extraccion completa,
combinar los dos extractos alcohdlicos, centrifugar durante 5 minutos. Pasar el
liguido sobrenadante que contiene el colesterol a otro tubo de centrifuga y afadir



agua gota a gota hasta que no se forme mas precipitado. Dejar en reposo durante
15 minutos y centrifugar. Decantar el liquido sobrenadante.

Si se desea, el colesterol puede purificarse por recristalizacidon con unos pocos
mililitros de alcohol caliente. Cuando esté frio, la adicién de unas gotas de agua
asegura la cristalizacién. Centrifugar. Dejar secar el precipitado y sobre el
producto seco realizar el test de Liebermann-Burchard asi: en un tubo de ensayo
seco colocar unos pocos mg de colesterol, 1,5 ml de cloroformo anhidro, 0,5 ml de
anhidrido acético y 2 gotas de acido sulfurico concentrado. El desarrollo del color
generalmente demora de 15 a 30 minutos y durante este tiempo debe colocarse
en la oscuridad.

4 Expresion de resultados

Calcular el porcentaje de lipidos totales, lecitina, colesterol y triglicéridos presentes
en la yema de huevo.

Comparar con los valores reportados en la bibliografia.

Escribir las reacciones de caracterizacion.de.cada uno de los lipidos extraidos.
Cuestionario

1. ¢Cudles son los productos de hidrélisis completa de la lecitina?

2. Si la extraccion del colesterol no se realiza en condiciones anhidras ¢qué
resultado esperaria?

3. ¢Por qué la lecitina forma una emulsion en presencia de HyO?
4. ;Es el colesterol saponificable? Explique surespuesta:

5. Escriba las estructuras del colesterol, acido desoxicolico, estradiol,
progesterona, vitaminas Ay D ¢ Qué similitud estructural encuentra entre ellas?

6. ¢Cuales son las ventajas y desventajas del método de extraccién utilizado?



PRACTICA No. 4: Hidrélisis de polisacaridos
Objetivo

e Comparar tres métodos de hidrolisis de polisacaridos, determinando la
cantidad de azucar reductor formado mediante la reaccion de la glucosa con
3,5-dinitrosalicilato de sodio.

1 Fundamento teérico

Los polisacaridos almidon, glicégeno y celulosa, son polimeros de la glucosa, de
elevado peso molecular y por hidrélisis dan un numero grande y muy variable de
moléculas de oligosacaridos segun el tipo de carbohidrato.

El almidon es el carbohidrato de reserva de las plantas y se encuentra
almacenado en todos los granos, semillas, raices y tubérculos. Esta formado por
dos fracciones: un componente- cristalino-soluble; la-amilosa (10-20%) y un
componente amorfo insoluble, la amilopectina (80-90%).

La amilosa esta formada por largas cadenas sin ramificaciones en las-cuales todas
las unidades de D-glucosa estan enlazadas por uniones a-1 ,4. La amilopectina es
altamente ramificada por uniones glicosidicas a-1,6 que se presentan mas o
menos cada 12 residuos de glucosa.

La hidrdlisis de una macromolécula puede llevarse a cabo usando diversos
procedimientos: Empleando acidos y/o bases fuertes, con catalizadores
inorganicos u organicos o mediante enzimas hidroliticas adecuadas.

El almidon por ejemplo puede ser hidrolizade enzimaticamente por dos clases de
enzimas. La a-amilasa sintetizada principalmente por las glandulas salivares y el
pancreas; hidroliza las uniones glicosidicas a-1,4 presentes-en la estructura interna
de la molécula de polisacaridos; esta hidrélisis no sigue orden alguno lo que la
diferencia de las f-amilasas vegetales, cuya hidrdlisis se verifica desde el final no
reductor de la cadena hidrocarbonada. Como consecuencia de la hidrdlisis final
por la a-amilasa resultan entonces: glucosa, maltosa e isomaltosa y en etapas
intermedias se forman dextrinas ramificadas de peso molecular menor y
oligosacaridos.

La hidrélisis de los polisacaridos puede seguirse midiendo el incremento en
azucares reductores mediante el reactivo 3,5-dinitrosalicilato en solucion alcalina.
El acido 3,5-dinitrosalicilico (de color amarillo) se reduce a acido 3-amino-5
nitrosalicilico, (rojizo oscuro) produciendo una coloracibn que se mide
espectrofotométricamerite a 540 nm.



La reaccién de la glucosa con el 3,5-dinitro salicilato de sodio es:

0O
C, - coo
~H (ofele)
OH -
N OH
- ON NH2
CH,OM CH0M
2 3,5-dinitro - .
Glucoso Salicilato coo” A glucdnico
(amarillo)
OH
+
ON NH,
3Amino, S-nitro-
Salici{ ofo

(rojizo oscuro)

La extension o porcentaje de hidrdlisis se determina comparando la cantidad de
azucar reductor presente en cualquier tiempo, con la cantidad de azucar presente
después de la hidrdlisis acida total.

La hidrdlisis de los polisacaridos también puede efectuarse por medios quimicos.
Los acidos fuertes diluidos catalizan el rompimiento indiscriminado de los enlaces
glicosidicos, dando como producto final glucosa.

La estructura polisacarida se demuestra en este experimento, ya que el numero de
grupos reductores en el medio de reaccion aumenta a medida que transcurre la
hidrdlisis. El progreso de la hidrélisis se mide de la misma forma que en la
hidrdlisis enzimatica.

2 Reactivos

e Solucién de almidon soluble (6 mg/ml) en buffer fosfato de sodio 0.02 M y pH

6.9
e NaOHy 4 N
e HCI4N

e Reactivo 3,5-dinitro salicilato de sodio: (disolver 5 g de acido 3,5-dinitro
salicilico en 100 ml de NaOH 2N, calentar. Por separado, adicionar 150 g de
tatrato de sodio y potasio a 250 ml de HyO, calentar. Mezclar las dos
soluciones y completar a 500 ml)

o Buffer fosfato de sodio 0.02 M pH 6.9 en NaCl 0.005 M.

e NaOH 20%

e Reactivo de Lucas. (134 g de ZnCl; en 89 ml de HCI concentrado)

3 Procedimiento



El profesor en el momento de la practica distribuira el trabajo de tal manera que
cada grupo realice una hidrdlisis diferente sobre el mismo polisacarido; por
ejemplo el grupo 1 efectuara hidrdlisis acida sobre almidon proveniente de
maizena y el grupo 2 efectuara la hidrdlisis enzimatica sobre la misma muestra a
fin de que puedan comparar los resultados.

La solucioén del polisacarido tendra una concentracion de 6 mg/ml y se preparara
en Buffer fosfato de sodio 0.02 M pH = 6,9.

Todos los grupos realizaran la hidrdlisis acida de la celulosa en presencia de ZnCl,
(o reactivo de Lucas)

3.1 Hidroélisis acida

Rotular ocho tubos de ensayo y agregar en orden los siguientes reactivos:

Condiciones Typos

B 0 1 2 3 4 5 6
Solucién almidon, ml — |04 (0404|0404 ]|04]| 04
Agua destilada, ml 04 | — || —|—| — | —|—|—
NaOH, 2.4 N 1 1 —_ |- — | = | = | —
HCI 4N, ml 06 |06 |06 | 06|06 |06 |06| 0.6

Colocar los tubos 1 a 6 en un bano maria a ebullicion y dejarlos en los
siguientes tiempos:

Tiempo de incubacién, minutos | 0 | 0 [ 3 [ 6 | 9 |12 ] 15[ 25
Finalizado el tiempo de incubacion, sacar cada tubo y detener la hidrélisis
agregando:

NaOH, 2.4N, mi — | — [ 1 1 1 1 1 1
Reactivo 3,5-dinitrosalicilato, ml 1 1 1 1 1 1 1 1

Introducir todos-los tubos-en el bafio a ebullicion durante cinco minutos, enfriar
y agregar 7 ml de agua destilada. /Agitar yimedir transmitancia a 540 nm. Utilice
el B para ajustar el 100% de transmitancia.

3.2 Hidroélisis enzimatica

Recoger 2 ml de saliva en un vaso de precipitados. Cuando esté todo listo para la
hidrolisis enzimatica, diluya la saliva original tomando 0.3 ml de saliva y 19.7 ml de
buffer de fosfato de sodio pH 6.9 en NaCl 0.005 M. Use inmediatamente la saliva
diluida.

Si la velocidad de hidrélisis es muy rapida para obtener una rata lineal en los
primeros minutos o demasiado lenta, para observar una rata apreciable, repita el
ensayo usando otra dilucién de saliva.

Rotular ocho tubos de ensayo y agregar los siguientes reactivos:



Tubos

Condiciones

B 0 1 2 3 4 5 6
Solucién almidén, ml — | 04 04|04/ 04 0404|004
Agua destilada, mi o4 | — | — | —| — | — | — | —
Saliva diluida, ml 06 | 06 |06)06/06 06]06]| 06
Inmediatamente adicione la saliva a los tubos B y 0, agregue el siguiente
reactivo:
Reactivo 3,5-dinitrosalicilato,ml | 1 | 1 | — | —[ — [ — | — | —

Agite todos los tubos y deje incubar a temperatura ambiente:

Tiempo de incubacién, minutos | 0 | 0 [ 3 [ 6| 9 [12] 1525
Luego de terminar la incubacion, agregue:

Reactivo 3,5-dinitrosalicilato,ml [ — | — [ 1 |1 [ 1 [ 1 ] 1] 1
Coloque todos los tubos en un bafio a ebullicion durante cinco minutos, enfrie y
agregue 8 ml de agua destilada. Mida la transmitancia a 540 nm y use el tubo
B para ajustar el 100% de transmitancia.

3.3 Hidrdlisis acida de la celulosa en presencia de ZnCl,

Colocar en una capsula untrozo de algodén bien desmenuzado o vanos pedacitos
pequenos de papel de filtro. Agregue 3 mldel reactivo de Lucas y caliente durante
tres minutos, agitando energéticamente. Deje enfriar y neutralice rapidamente con
NaOH al 20%. Si se forma un precipitado centrifugue a 2.500 rpm durante 10
minutos y luego pase 0.5 ml del sobrenadante a un tubo, adicione 1 ml de NaOH
2,4 N y 1 ml del reactivo, 3,5-dinitro salicilato y proceda en igual forma a la
utilizada en las hidrdlisis anteriores. Repita el procedimiento calentando durante 6
minutos.

4. Expresion de resultados
La glucosa libre que queda después de la hidrdlisis completa del almidén, (tubo
No. 6 de la hidrdlisis acida), representa el 100% de conversion del polisacarido en

glucosa.

Tomando el valor de absorbancia de este tubo como el 100% de hidrdlisis, calcule
el porcentaje de hidrdlisis en los demas tubos de las diferentes hidrodlisis.

Grafique el porcentaje de hidrdlisis o formacion de azucar reductor vs tiempo para
la hidrolisis acida y enzimatica del almidon.

Compare el porcentaje de hidrdlisis a los 3 minutos de cada polisacarido para la
hidrdlisis acida, la hidrdlisis acida en presencia de ZnCl; e hidrdlisis enzimatica.

Cuestionario



¢ Cuales son los productos de la hidrélisis enzimatica parcial y total del
almidon, del glicogeno y de la celulosa?

¢, Cual es el efecto de la adicion de NaCl al buffer fosfato usado para diluir la
saliva?

Explique la diferencia estructural entre la celulosa y el almidén. ;Cémo puede
degradarse enzimaticamente la celulosa?

¢ Qué son los compuestos llamados dextrinas y cual es su importancia en la
elaboraciéon de alimentos?



PRACTICA No. 5: Fraccionamiento de proteinas en semillas de leguminosas
y cereales por solubilidad

Objetivos

e Realizar la extraccion fraccionada de los componentes proteinicos de las
semillas de leguminosas y cereales, utilizando para ello la diferencia de
solubilidades de los diferentes tipos de proteinas.

e Cuantificar cada una de las fracciones obtenidas utilizando el método de Biuret.
1 Fundamento teérico
1.1 Solubilidad y precipitacion de las proteinas

La solubilidad de una buena cantidad de proteinas es funcién de la fuerza lénica,
el pH y la concentracion de solventes-organicos:

A bajas concentraciones-salinas del solvente, las proteinas-(como electrolitos
multivalentes que son)/se comportan de-manera muy similar a los iones simples,
es decir cumplen la teoria de Debye-Huckel, o sea en esta region de
concentraciones de sal, el aumento de ésta estabiliza los grupos cargados sobre
la proteina y por lo tanto aumenta su solubilidad (solubilizacién por salado: salting-
In). El fendmeno contrario (precipitacién por salado: salting-out) que se observa a
altas fuerzas ionicas, es probablemente el resultado de la competencia entre la
proteina y los iones de la al por las moléculas de agua del medio para solvatarse.

Esto quiere decir que a concentraciones de sal suficientemente altas, la
concentracion efectiva de las moléculas de agua (solvente) disminuye y son
insuficientes para la solvatacion total de la proteina, por lo tanto la interaccion
proteina-proteina predomina sobre la" interaccion proteina-agua y ocurre la
precipitacion. En esta region la solubilidad de la proteina estd a menudo
relacionada en una forma logaritmica con la fuerza Iénica y se rige por la ecuacion:
logS=p-Ks.u

donde:

S = Solubilidad

B’ =log. de la solubilidad hipotética a fuerza lénica (ji) igual a cero.

Ks* = Constante de precipitacion por salado, que varia considerablemente

con la naturaleza de la sal y muy poco con la naturaleza de la proteina.

La solubilidad de la mayoria de las proteinas a una fuerza iénica constante,
presenta un minimo cerca del punto isoeléctrico. A este pH, las repulsiones
electrostaticas intermoleculares entre las moléculas de soluto estan en su minimo,



lo mismo que las interacciones electrostaticas entre los grupos polares cargados y
el agua, por lo tanto las proteinas precipitan mas facilmente.

La mayoria de los solventes organicos son buenos precipitantes pues en general
tienen baja constante dieléctrica. El dimetilsulfoxido y la formamida, con
constantes dieléctricas relativamente altas, son buenos solventes.

1.2 Clasificacion de Osborne de las proteinas, por el criterio de solubilidad

La clasificacion comunmente usada no se basa en aspectos estructurales de éstas
sino principalmente en su solubilidad frente a diferentes solventes.

Desafortunadamente entre los grupos clasificados no existe un limite fijo, pero de
todas maneras permite el fraccionamiento de las proteinas provenientes de una
misma fuente. Segun Osborne, las proteinas vegetales pueden clasificarse segun
su solubilidad en: albuminas, globulinas y glutelinas. Las albuminas corresponden
al grupo de proteinas que.son solubles, en.agua destilada y en soluciones salinas
diluidas.

Las globulinas son insolubles (euglobulinas).o muy ligeramente solubles en agua
destilada pero son solubles en soluciones salinas diluidas. Con base en las
propiedades de solubilidad no es posible distinguir entre albuminas vy
seudoglobulinas.

Si se aplican los conceptos de precipitaciéon por salado, se observa que las
globulinas precipitan en soluciones de sulfato de amonio del 50% de saturacion,
mientras que las albuminas lo hacen a concentraciones-mayores del 75% de
saturacion. Estas precipitaciones son:mejores si se hacena pHs cercanos a sus
puntos isoeléctricos.

Las prolaminas son insolubles en agua pero se disuelven-en soluciones acuosas
de alcoholes de bajo peso molecular, en concentraciones entre el 50 y el 90%.

Las glutelinas son insolubles en los solventes anteriores pero se solubilizan en
soluciones diluidas de acido o bases.

Estos dos ultimos grupos solo se encuentran en materiales vegetales, mientras
que las proteinas animales estan constituidas basicamente por albuminas y
globulinas.

1.2.1 Método Biuret

La reaccion de Biuret es una medida del numero de enlaces peptidicos presentes.
Los compuestos que contienen dos o mas enlaces peptidicos entre ellos péptidos



y proteinas dan un color rosado o lila caracteristico cuando se tratan con sulfato
de cobre diluido en solucion alcalina.

El color se debe al complejo de coordinacion que se forma entre el atomo de cobre
y cuatro atomos de nitrégeno provenientes de enlaces peptidicos (dos de cada
péptido).

La estructura del complejo es la siguiente:

H,0
o—‘ : <|:o
AN b
—C// \\\ | ///N\
R—CH ~o |-~ CH-R
| ~gu? |
0=C ,’ﬁl\\ C=0
/// I \\
N— | ™S NH
R—K | \CH-R
| H,0 |

Los espectros de absorcion de los complejos de cobre formados con diferentes
proteinas, son similares aunque no idénticos. Por consiguiente, es posible utilizar
cualquier proteina como patrén de coloracion. Esta es bastante reproducible, para
una proteina dada, aunque se requiere de cantidades relativamente grandes de
proteina (de 1 a 20 mg por ml) para obtener coloracion. Por otra parte, no es
necesaria una digestion previa de la muestra.

2 Reactivos

H.O desmineralizada, NaCl-al 1%, Etanol al"75%, NaOH 0.1 N, reactivo Biuret,
solucion patron de albumina de huevo de concentracion conocida.

3 Procedimiento

Recordar que el tratamiento de la harina, con cada uno de los siguientes
solventes, extrae la fraccion indicada asi:

Solvente Extractor Fraccion Extraida
Agua desmineralizada Albuminas

Cloruro de sodio al 1% Globulinas

Etanol al 75% Prolaminas
Hidroxido de sodio 0.1 N Glutelinas

3.1 Preparacion de la muestra



Pesar 2.0 g de muestra (en cada caso sera una de las harinas de: arveja, soya,
frijol, haba, trigo, cebada, etc.); pasarla a un tubo de ensayo, agregar 10 ml de
H.O desmineralizada, agitar manualmente durante 10 minutos y centrifugar la
suspension a 2500 rpm por 3 minutos. Vaciar el sobrenadante a un balén aforado
de 25 ml. Al residuo agregar de nuevo otros 10 ml de H,O desmineralizada y
repetir exactamente el proceso anterior.

Después de centrifugar, el sobrenadante de esta segunda extraccion se adiciona
al balén que contiene al primer sobrenadante. Se completa su volumen a 25 ml
con H,O desmineralizada hasta el enrase. Asi se tiene separada la fraccion de las
albuminas.

Proceso de Extraccion

2 g. HARINA
—» 1°. Extraer con H,0 desmineralizada
relacion (1:5)ph
2da. 2°, Agitar 10 min.
EXTRACCION 3¢.Centrifugar
L ] *
RESIDUO SOBRENADANTE 1y 2
| Llevar a 25 ml con H,O
1°, Extraer con NaCl 1% dasmineralizada.
2da, rolacion (1:5) pv ALBUMINAS
EXTRACCION 2°. Agitar 10 min.
3°. Centrifugar.
*‘ v
ESIDUO SOBRENADANTE 3y 4
1°. Extraer con ETOH 75% LLevar a 25 ml. con NaCl 1%
relacién (1:5) p/v GLOBULINAS
2°. Agitar 10 min.
2da. 3°. Cantrif
EXTRACCION - ~wenirifugar
' v
HIESIDUO SOBRENADANTE 5 y 6
1°. Extraer con NaOH 0,1N Llevar a 25 ml. con etanoi
relacion (1:5) piv 75%
2da. 2°. Agitar 10 min. PROLAMINAS
EXTR. 3¢. Centrifugar
RESIDUO SOBRENADANTE 7 Y 8
DESECHAR Llevar a 25 ml. con NaOH
0,1N
GLUTELINAS

Sobre el residuo que queda de la separacion de las albuminas, se repite ahora
todo el proceso anterior, pero agregando esta vez NaCl al 1%. Después de



centrifugar, los sobrenadantes de la primera y segunda extraccion con NaCl al 1%,
se llevan a otro balon aforado de 25 ml y se completa hasta el enrase con el
mismo NaCl al 1%. Esta es la fraccién de las globulinas.

Sobre el residuo anterior se extrae en idéntica forma la fraccion de las prolaminas,
usando esta vez alcohol etilico al 75% y una temperatura de extraccion cercana a
60°C.

Por ultimo sobre el mismo residuo, con la adicién de solucion de NaOH 0.1 N y
aplicando el mismo procedimiento general, se separa la fraccion de las glutelinas.

3.2 Método de Biuret

Sobre cada uno de los extractos que contienen las diferentes fracciones cada
grupo procedera a la determinacion de proteinas, aplicando el método de Biuret.

La curva de calibracion se hara utilizando-.como-patrén una solucion de albumina
de huevo de concentracion conocida.

Para las muestras de/ soya, arveja y frijol;, de las fracciones de-.albuminas y
glutelinas debera tomarse para cada una y por aparte, una alicuota de 0,5 ml y
llevarse a un volumen de 5 ml (dilucidon 1 a 10) con agua desmineralizada para las
albuminas y con NaOH 0,1 N para las glutelinas. Estas diluciones se usaran como
extractos problemas para dichas fracciones.

En 15 tubos de ensayo rotulados pipetear en c/u las cantidades de reactivos que
se indican en el siguiente cuadro.

Mezclar bien y dejar en reposo por 30 minutos a temperatura ambiente o introducir
los tubos en un bano de agua a 30°C durante 10 minutos para desarrollo del color.
Leer en cada tubo porcentaje de transmitancia'a 540 nm-usando el tubo B para
ajustar el 100% de transmitancia.

4 Calculos y resultados

Consultar tablas de conversién para pasar porcentajes de transmitancia a los
correspondientes valores de absorbancia o calculelos utilizando la férmula:
A=2-log (%T)

Trazar en papel milimetrado la grafica de calibracion (absorbancia en ordenadas
vs. concentracion (mg/ml) en abcisas) e interpolar las absorbancias de los tubos
problemas; proceder, teniendo en cuenta las diluciones de cada caso, a calcular
los porcentajes de cada fraccion proteinica.



Condiciones

14

Sol. patron
albumina, ml

0.1

0.3

0.5

0.7

0.9

1.2

Fraccion
albuminas, ml

Fraccion
globulinas, ml

Fraccion
prolaminas,
mi

0.5

1.0

Fraccion
glutelinas, ml

0.5

1.0

H>O
destilada, ml

1.9

1.7

1.5

1.3

1.1

0.8

1.5

1.0

1.5

1.0

1.5

1.0

1.5

1.0

Reactivo de Biuret en todos los tubos: 4 ml

Deberan compararse:los valores.obtenidos-con-los que-se hallen en la literatura

consultada.

Calcular también'los rendimientos de las extracciones, los cuales se deducen de la
comparacion con los porcentajes de proteina total, obtenidos por micro Kjeldahl,

en la siguiente practica (No.6).

Cuestionario

1. ¢Qué se entiende por pl de una proteina? Explique por qué las proteinas
precipitan en este punto.

2. Discuta un método colorimétrico alternativo para la determinacién de proteinas

indicando en que se fundamenta.

3. ¢Como se clasifican las proteinas de origen animal de acuerdo con su

solubilidad?

4. ;Qué ventajas en panificacion ofrece el hecho de que una harina de
leguminosa tenga mayor o menor contenido de glutelinas y de prolaminas?




PRACTICA No.6: Determinacion cuantitativa de proteinas en harinas de
leguminosas y cereales por el método de Micro Kjeldahl

Objetivo

e Determinar el contenido total de nitrébgeno en harinas de leguminosas y
cereales utilizando el método de micro Kjeldhal.

1 Fundamentos tedricos
1.1 Método Kjeldahl

Este método, disefiado para la determinacion de nitrégeno total, puede aplicarse al
analisis de proteina bruta de una muestra o de proteina verdadera, haciendo una
extraccion previa de ésta o también determinando el nitrdgeno no proteinico.

El resultado .de los andlisis rporKjeldahl: se expresa como proteina bruta,
multiplicando el porcentaje de nitrégeno en la muestra por 6.25. Esta conversion
se basa en el contenido promedio de nitrogeno del 16% de -muchas proteinas.
Aunque este promedio puede no ser valido para proteinas especificas purificadas,
es suficientemente exacto para la mayoria de propositos.

Para la determinacién del nitrdgeno presente en la muestra, es necesario hacer la
digestion del compuesto hasta CO, e“iones NH,”, por tratamiento en caliente con
H.SO4 concentrado y en presencia de mezcla catalizadora. Cuando se trata de
determinar el nitrogeno de compuestos que contengan enlaces N-N, NO y NO,,
previamente debe practicarse tratamiento con agentes reductores para
convertirlos en grupos amina.

La cantidad de amonio producido se determina agregando un exceso de alcali a la
solucién acida que los contiene, con lo cual se desplazan-tales iones del bisulfato
amonico y en la forma de hidroxido de amonio son arrastrados por una corriente
de vapor de agua a un sistema cerrado y absorbidos en una solucién de acido de
concentracion conocida.

El exceso de acido que queda en la solucion, después de haber recogido todo el
amoniaco desprendido, se valora con un alcali de titulo conocido.

También el amonio desprendido puede recogerse sobre una solucion de acido
bdrico, y el borato acido de amonio producido se titula por retroceso con solucion
de un acido fuerte de concentracion conocida.

El método que se usa en la realidad se ha ajustado a la técnica micro.

Las reacciones que ocurren durante todo el proceso son:



e Digestion:

N +H,80, —————»NH,S0, +CO, +S0, +S0,

organico Mezcla Caral
e Destilacion:

NH,HSO, + NaOH NH,OH + NaHSO,

Arrastre con Vapor

e Absorcion:
NH,OH + H;BO; — NH,H,BO; + H,0

e Titulacion:
NH,H,BO; + HCl— NH,Cl+ H;BO,

La suma miembro a miembro de las ecuaciones de absorcion y titulacion, da la
ecuacion definitiva de titulacion:
NH,OH+HCl ————> NH,Cl+H,0

Indicador

El método es reproducible, requiere el tratamiento de muestras con un contenido
de proteina mayor de 3 mg y puede calificarse como consumidor._de.tiempo y
dispendioso en general. Sin embargo, como es posible conocer el contenido de
nitrdgeno no proteinico (haciendo una extraccién previa de este y determinandolo
en la solucion de extraccién), se obtienen entonces valores bastante exactos del
contenido real de proteina.

Se recomienda usarlo para determinar proteina en mezclas crudas y relativamente
grandes, pero no es rapido ni muy aconsejable para aplicarlo a gran numero de
muestras de proteina soluble relativamente pura.

2 Reactivos

e Mezcla catalizadora Sysoev: K;SO4 100 g, CuSO4 25 g, KMnO4 7.5 g y Se
metalico 0.5 g.

e HySO,4 concentrado, del 98% y d = 1.84 g/ml

e Solucidn de acido bérico al 4%.

e Indicador “Taschiro”: rojo de metilo (al 0.2% en Etanol) 1 volumen + verde de
bromocresol (al 0.2% en Etanol) 5 volumenes.

e NaOH al 50%.

e HCI0.01N.

3 Procedimiento

3.1 Digestion



En un baldn de digestién marcado colocar en su orden lo siguiente:

e Muestra de harina de leguminosa, 30 a 35 mg; o en su defecto muestra de
harina de cereal, 45 a 50 mg

¢ Mezcla catalizadora, aproximadamente 100 mg.

e H,SO,4 concentrado, 1 ml.

Para todo el grupo se correran unicamente dos blancos. En tales balones se
coloca lo mismo a excepcién de la muestra.

Llevar los balones al digestor, calentar al principio suavemente-aproximadamente
durante 15 minutos-con el fin de sacar por evaporacion la mayor parte de la
humedad que acompana a la muestra. Aumentar luego gradualmente el calor
hasta una temperatura tal, que los vapores de SOj; (precaucion: estos son
producidos por descomposicion del H,SO4, causan irritacion y producen tos de no
hacerse la operacion en vitrina) no alcancen sino la mitad del cuello del balon de
digestion.

Mantener estas condiciones aproximadamente por una hora, hasta obtener una
solucion de color verde esmeralda. Dejar enfriar los balones al-aire.

3.2 Destilacién y absorcion

En la figura 66 se muestra el aparato correspondiente. Al balén del generador de
vapor se agregan perlas de vidrio o trozos de corcho o vidrio para ayudar a regular
la ebullicion.

Operar el generador de vapor hasta alcanzar un flujo constante de vapor, lo que
se consigue aumentando o disminuyendo el calor. Entre tanto, la llave de doble
paso debe conducir-el vapor.al vertedero. Agregar con cuidado un poco de agua
destilada al baldén de digestion y agitar para disolver la suspensién. Transferir
totalmente la mezcla digerida al balén de destilacion que tiene cuello esmerilado.

Lavar unas tres veces el balén de digestidbn con pequefas porciones de agua
destilada y agregar estas aguas de lavado al balén de destilacion.

Medir 10 ml de H3BO3 al 4% en un erlenmeyer de 125 ml, agregar 3 gotas de
indicador y colocarlo debajo del refrigerante, de modo que la punta del tubo interior
del mismo quede sumergida en el acido borico, ver figura 66.

Coloca el balén de destilacidon que contiene la mezcla digerida en el extremo del
tubo que conduce el vapor y asegurarse que quede perfectamente ajustado para
prevenir escapes. Levantar la tapa del embudo (cuidando de dejar un pequefo
nivel en el mismo para que actue como sello) para permitir el paso de
aproximadamente unos 5 ml de NaOH del 50%. Tapar rapidamente el embudo y



operar la llave de doble paso para que el vapor penetre al balén de destilacion al
cual se le acaba de agregar la soda concentrada.

LLAVE DE DOBLE

GENERADOR
DE VAPOR

REFRIGERANTE

f — —
HyBO, 4%
Figura 66: Montaje para destilaciéon en el método de Micro Kjeldahl

A partir del momento en que empiecen a condensarse vapores de NH; en la parte
superior del refrigerante, lo cual se conoce porque la solucién de acido boérico vira
a un violeta o azul, cronometre cinco minutos. Transcurrido este tiempo, baje el
erlenmeyer de modo que el extremo del tubo interior del refrigerante quede por
encima del nivel del liquido en el erlenmeyer. Hecha la anterior operacién, esperar
tres minutos mas-para que el-refrigerante escurra y se lave.

Con el frasco lavador, lave la punta del refrigerante y reciba estas aguas de lavado
en el erlenmeyer. Desmontar-el balén de destilacion y dejar pasar el vapor para
efectos de lavado. Operar enseguida la llave de doble paso para dirigir el vapor
hacia el vertedero.

Por ultimo, con el frasco lavador, lavar también el extremo del tubo que conduce el
vapor al baléon de destilacion, con el fin de dejarlo limpio para la préxima
destilacion.

3.3 Titulacion

Titular el destilado del blanco recogido sobre el acido bérico, con el HCI estandar,
hasta alcanzar la misma coloracién que tenia antes de recibir el destilado.



El destilado de cada muestra recogido sobre el acido bérico, que por efecto del
NH; absorbido ha tomado color azul, se titula con el mismo acido, hasta obtener
una coloracion final igual a la alcanzada con el blanco.

4 Expresion de resultados

A partir de los volumenes de acido gastados en las titulaciones de la muestra (Vm)

y el blanco (Vb), calcular el porcentaje de nitrégeno total con la ecuacion:
(Vm—Vb)x N ey x14x100

Peso Muestra en mg

%N =

Donde:
Nt = nitrégeno total
Vm = Volumen de HCI gastado en la muestra
Vb = Volumen de HCI gastado en el blanco
N = Normalidad del HCI

y el porcentaje de proteina bruta;aplicando la ecuacion:

100
% Pr oteina Bruta=9%Nt x 1076

% Pr oteina Bruta = %Nt x 6.25

Comparar los valores obtenidos con los que se hallen en la literatura consultada
para la leguminosa o el cereal analizado.

Incluir en su informe el contenido de proteinas en: soya, maiz, trigo, cebada, frijol,
arveja, lenteja, garbanzo, papa y leche.

Cuestionario

1. ¢ Qué se conoce con el nombre de proteina bruta?, ;de proteina real? ;Coémo
se determinaria cada una utilizando el método de micro-Kjeldahl?

2. Al comparar los métodos de Biuret y Kjeldahl ;qué ventajas y desventajas
encontraria en cada uno?

3. Explique porqué el contenido total de proteina determinado sobre una muestra
de harina vegetal, no es el mismo que se determina sobre un extracto de la
misma harina con NaCl 1%.

4. El factor de conversion usado (6,25) es valido cuando se determina el
contenido de proteina en leches? Explique su respuesta.



PRACTICA No. 7: Estudio cinético de la ureasa
Objetivos

e Determinar el efecto del pH, la concentracion del sustrato y la temperatura
sobre la velocidad de la reaccién enzimatica de la ureasa.

e Determinar la presencia de ureasa en leguminosas y tortas de oleaginosas
midiendo su actividad bioldgica.

1 Fundamento teodrico

El estudio cinético persigue la caracterizacion de la actividad catalitica de la
enzima, determinando las condiciones optimas bajo las cuales presentan la mayor
actividad.

La ureasa es una enzima muy-difundida-en el-reino vegetal especialmente en
semillas de leguminosas (soya, canavalia). Esta enzima /cataliza la siguiente
reaccion:

o]

Il
HN — C — NH, + HO - CO, + 2NH,

Un buen método para seguir el curso de la hidrélisis es la titulacion del NH3
producido con un acido de normalidad conocida y en presencia de un indicador
adecuado.

Esta enzima tuvo mucha importancia en el desarrollo de la enzimologia moderna
ya que merced a los trabajos de Summer fue la primera aislada y cristalizada. La
ureasa tiene un PM de 483000, consta de 6 subunidades estructurales iguales y
es de las enzimas que exhibe especificidad absoluta por su sustrato.

Las investigaciones sobre la ureasa también permitieron deducir un principio
importante de las reacciones enzimaticas como es la funcién de los grupos -SH
(sulfidrilo) en ciertas enzimas. La ureasa posee 3 o 4 grupos sulfidrilos activos,
siendo un representante de un gran numero de enzimas cuya actividad depende
de la existencia de grupos -SH intactos formando parte de la cadena peptidica de
la enzima como cisteina.

La oxidacion de estos grupos puede ocasionar una inactivacion reversible de la

enzima. Por ejemplo:
Oxd
2E-SH———>E-S-S-E + 2H"

Forma activa Forma inactiva



Estas formas E—S—S—E inactivas muy probablemente pueden ser reactivadas
mediante el efecto de compuestos ricos en -SH, como el glutation o la cisteina.
E-S-S-E + 2GSH——G-SS-G + ESH
Inactiva Glutation Glutation Activa
reducido oxidado

Una alteracién mas estable, en particular en el caso de la ureasa, es la reaccion
de los grupos -SH con ciertos iones de metales pesados como Hg**, Ag" o Cu™,
formando una mercaptida:

E-SH + Ag'——>E-SAg + H'

Activa Mercatiptida de placa inactiva
2 Reactivos
e Solucion de Ureasa en buffer fosfato 0.05 My pH 6.3
o Buffer fosfato 0.05 M, a pH 5.0; 6.0; 7.2; 8.0 y 10.0.
e Solucion de Urea 0.25 M
e Solucion de HgCl;z al 1%
¢ Indicador de tashiro
e Solucién de HCI aproximadamente 0.1 N (titulada exactamente)

3 Procedimiento

El trabajo experimental se hara en dos sesiones consecutivas de laboratorio asi:
e En la primera sesion se determinara el efecto del:.pH, concentracion de
sustrato, temperatura sobre la velocidad de la reaccion enzimatica.

e En la segunda sesion se determinara la presencia de ureasa en leguminosas y
tortas de oleaginosas midiendo su actividad por el mismo método utilizado en
la sesion anterior.

3.1 Primera sesién
3.1.1 Determinacion de la actividad a diferentes pH

Preparese 2 series de 5 tubos: 5 serviran como blanco y 5 para determinar el
efecto de pH. (Tubos p) rotulados claramente. Agregue lo indicado en el cuadro,
incubandolos como se indica. Terminada la incubacion transfiera el contenido de
cada tubo a un erlenmeyer diferente, agregando a cada uno 3 gotas de indicador
de tashiro; finalmente titule con HCI de normalidad conocida.



Primera Serie TUBOS BLANCO

. . Tubo
Condiciones 7 5 3 7 5
Urea 0.25 M, ml 5 5 5 5 5
Buffer Fosfato pH 5, ml 45| — | — | — | —
Buffer Fosfato pH 6, ml — 45| — | — | —
Buffer Fosfato pH 7.2, ml — | — 45| — | —
Buffer Fosfato pH 8, ml — | — | — | 45| —
Buffer Fosfato pH 10, ml — | — | — | — | 45
HgCl, 1%, gotas 4 4 4 4 4
Incubar a 50 °C durante cinco minutos agitando.

Extracto de Ureasa, ml | 05]05]05]05]05
Incubar a 50 °C durante 25 minutos. Titular con HCI 0.1 N
Volumen de HCI gastado en la titulacién | | | | |
Segunda Serie TUBOS PROBLEMA

Condiciones TubgRP

1p| 2p | 3p | 4p | 5p
Urea 0.25 M, ml 5 5 5 5 5
Buffer Fosfato pH 5, ml 45 — | — | — | —
Buffer Fosfato pH 6, ml — 45| — | — | —
Buffer Fosfato pH 7.2, ml — | — 45| — | —
Buffer Fosfato pH 8, ml — | — | — |45 | —
Buffer Fosfato pH 10, ml — | — | — | — |45
Extracto de Ureasa, ml 050505 |05]|0.5
Incubar a 50 °C durante 30 minutos. Titular con HCI 0.1 N
HgCl, 1%, gotas | 4 1 4] 4] 4] 4
Titular con-HCI 01N

Expresion de resultados

Tabular los resultados obtenidos asi:
Tubo numero | ml de HCI gastado | Titulacion corregida | Micromoles/ml de
HCI gastado

El valor corregido de la titulacion es la diferencia entre el volumen de HCI 0.1 N
gastado en el blanco y el gastado en el problema (p) al mismo pH.

Exprese graficamente (grafica 1 de su informe) en papel milimetrado, los
micromoles de urea hidrolizados (en las ordenadas) vs el pH (en las abscisas). De



acuerdo con los resultados de su grafica, deduzca el pH 6ptimo, con el cual va a
trabajar en las siguientes etapas.

Tubo nimero | Micromoles de urea hidrolizada pH correspondiente

3.1.2 Efecto de la concentracion de sustrato en la velocidad de reaccion
enzimatica

En 8 tubos de ensayo marcados, pipetear en cada uno las cantidades de reactivos
que a continuacién se indican:

Condiciones Tupos

B 1 2 3 4 5 6 7
Urea 0.25 M, ml 5 1.0 |15] 20| 3.0 |6.0]8.0]| 9.5
Buffer de fosfato pH optimo, mli 5 85|80 |75|65|35|15| —
HgCl,, gotas 4 — | - - = | = | — | —

Colocar todos los tubos en un bafio-maria a 50 °C por cinco minutos y sin
sacarlos agregar:

Ureasa, ml | 05 05]05[05|/05[05][05][05
Dejar en bafo maria a 50 °C durante 25 minutos y al final agregar:
HgCl, 1%, gotas | 4 [ 4 ] 4] 4] 4]4]4]4

Mezclar y sacar los tubos del bafio

Transferir cuantitativamente el contenido de cada tubo a un erlenmeyer marcado,
agregar a cada uno 3 gotas de indicador, titular con el HCI (normalidad conocida)
y comparar las diferentes titulaciones con el blanco.

Expresion de resultados

Tabular los resultados obtenidos asi:

Tubo Micromoles |ml de HCI|Titulaciéon |Micromoles de
numero |de urea gastados corregida | HCI gastados

1

2

3

4

5

6

7

Titulacion corregida, corresponde a: ml de HCI gastados - ml de HCI del blanco.



Tubo Micromoles |Velocidad 1v [S] moles de 1/[S]
numero |de urea|en urea
hidrolizada |moles/min inicia/ml

1

2

3

4

5

6

7

En papel milimetrado y con datos de la tabla anterior construir las siguientes

graficas:

e Grafica No. 2 de su informe: En ordenadas datos de y o sea micromoles de
urea hidrolizados por minuto. En abscisas datos de [S] o sea micromoles de
urea iniciales/ml.

e Gréfica No. 3 de su informe: Siguiendo el procedimiento Lineweaver-Burk, en
ordenadas datos de 1/v y en abscisas 1/ {S].

De estas dos graficas, deducir la constante de Michaelis y la velocidad maxima
para esta reaccién. El valor de K, (constante de Michaelis) debe expresarse en
moles/litro.

3.1.3 Determinacion de la actividad a diferentes temperaturas.

Se usaran cinco banos de agua a diferentes temperaturas y cada tubo se incubara
como se indica a continuacion:

Tubo niumero |Incubar en:

bafio de agua con hielo

bafo de agua a temperatura ambiente aproximadamente 16 °C
bano de agua a 37 °C

bano de agua a 60 °C

bafio maria (92 °C)

AP WN -

Luego proceda a agregar los reactivos y a mantener las condiciones que se
indican enseguida:



Condiciones

B 1 2 3 4 5
Urea 0.25 M, ml 5 5 5 5 5
Buffer de fosfato pH optimo, ml | 45 | 45 | 45| 45 | 45 | 4.5
HgCl,, gotas 4 — |- — | — | —

Temperatura de incubacion, °C 16 0 16 37 | 60 | 92
Colocar cada tubo en bafo de agua a la temperatura indicada por
cinco minutos y sin sacarlos agregar.

Solucién de ureasa, ml | 05 [ 05[05]05][05]05
Agitar e incubar por 25 minutos a la temperatura correspondiente
HgCl, 1%, gotas | — 1 4[4 ] 4] 4] 4

Titular con HCI (normalidad conocida)
Resultados, ml de HCI | | | | | |

Expresion de resultados

Con los resultados de la anterior serie de temperaturas y el obtenido a 50 °C (ver
determinacion de la actividad a diferentes pH, tubo No. 3p), grafique en papel
milimetrado (grafica No. 4 de su informe). los micromoles de urea hidrolizada
(ordenadas) vs temperatura °C (abscisas). Explique el efecto de cada temperatura
en la actividad de la ureasa.

3.2 Segunda sesién
3.2.1 Extraccion de la ureasa

Pesar 5 g de muestra (en cada caso sera una de las harinas de leguminosas o de
las tortas de oleaginosas), pasarla a un erlenmeyer, agregar 10 ml de NaCl 1%;
agitar mecanicamente durante 15 minutos y centrifugara suspension a 2.500 rpm
por 15 minutos; transferir-el-sobrenadante a un:baldon aforado de 25 ml. Al residuo
agregar de nuevo otros 10 ml de NaCl 1% 'y repetir exactamente el procedimiento
anterior.

Reunir los dos sobrenadantes y completar a 25 ml con NaCl 1%. Este es el
extracto que contiene ureasa.

En 5 tubos de ensayo marcados pipetear en cada uno las cantidades de reactivos
como en la tabla siguiente se indica.

Mezclar y sacar los tubos del bafio. Transferir cuantitativamente el contenido de
cada tubo a un erlenmeyer marcado, titular con el HCI (normalidad conocida) y
comparar las diferentes titulaciones con el blanco.



Tubos

Condiciones

Urea 0.25 M, ml 5 5 5 5 5
Buffer de PO, pH 6ptimo, ml 5 5 |45 4 2.5
HgCl, 1%, gotas 4 — | —= | — | —

Colocar todos los tubos en bafio maria a 50 °C por cinco
minutos y sin sacarlos agregar:

Extracto de ureasa, ml lo5]05] 1 [15] 3
Dejar en bafio maria a 50 °C durante 25 minutos vy al final
agregar:

HgCl, 1%, gotas | — [ 4 ]4] 4] 4

Nota: Si la actividad de la enzima es muy baja con las alicuotas utilizadas, repetir
el ensayo usando una alicuota del extracto de ureasa mayor. Por el contrario si la
enzima presenta una actividad afta repita el ensayo utilizando una dilucion del
extracto de ureasa (por ejemplo: 1:5 v/v).

Expresion de resultados

Determine la actividad ureasica de la leguminosa o la torta analizada,
expresandola como micromoles de urea hidrolizado / ml del extracto de ureasa.

Compare la actividad ureasica de su-extracto con los obtenidos por los demas
grupos y con los datos bibliograficos.

Cuestionario

1. ¢Qué tipo de inhibicion enzimatica se presenta con el uso de metales
pesados?

2. ;Qué representan los valores de Vi, y Kn?

3. ¢Qué entiende por metalo-enzimas? Dé ejemplos.

4. ;Qué sucederia si se reemplaza el HgCl, por CaCl,? Explique su respuesta.

5. ¢Todas las enzimas tienen CySH en su sitio activo? Especifique cuales son los
aminoacidos presentes en el sitio activo de las enzimas cuyos sitios activos

usted conoce.

6. ¢Para qué se utiliza generalmente el test de la ureasa?



PRACTICA No. 8: Determinacién de vitamina C en frutas y verduras
Objetivo

e Determinar el contenido de esta vitamina en frutas y verduras utilizando el
método de Moor.

1 Fundamento tedrico

Las vitaminas son factores dietarios esenciales requeridos por los organismos en
pequeia cantidad y cuya deficiencia produce ciertas enfermedades. Hay
organismos que pueden sintetizar algunas de ellas, por lo tanto el tipo y cantidad
de vitaminas que necesitan los diferentes seres vivos no es igual para todos.

La vitamina C es esencial para la formacion del tejido conjuntivo, huesos,
cartilagos, dentina y también para el mantenimiento de la funcién normal de dichos
tejidos. Ademas la vitamina C ;estimula las funciones de defensa del organismo
(actividad fagocitaria de los leucocitos, formacion de anticuerpos).

Como el acido ascorbico se oxida facilmente a &cido dehidroascérbico y éste
puede volver a reducirse a acido ascorbico, se ha propuesto que la vitamina C,
como sistema de oOxido-reduccion, participe en procesos de oxidacion celular,
interviniendo en la hidroxilacion de hormonas esteroidales (principalmente, las
sintetizadas en las suprarrenales y aminoacidos aromaticos).

Se ha relacionado la inhibicién de la formacion de sustancia intercelular de los
tejidos de sostén por carencia de vitamina C, con los trastornos de la hidroxilacién
de la prolina en hidroxiprolina, constituyente fundamental del.colageno!

La forma oxidada, acido dehidroascorbico, puede ser reducida nuevamente por el
glutation en forma reducida (GSH).

o] 2H* (o)
¢ J__
| |
HO—C O ==C
[ ]
HO—C (0] O =—¢C (o)
| |
H—C H— C
| /_\ |
HO —C GSSG 2GSH OH—— C

! o
CH,OH CH,0H



Por tratamiento con la 2-nitroanilina diazotada, el acido ascorbico la convierte en la
2-nitrofenilhidrazida del acido oxalico, la cual en presencia de un exceso de
hidroxido de sodio forma la sal sédica de coloracién rojo-violeta que presenta un
maximo de absorcion a 540 mm.
NH, N=N
NOe HCl NO

0 0 0]
/ i 2/ M
IC/‘ N=N+ |C_C_'{|_;%
! NO, |
HO -C? \‘ o] NOz NgOH
i 0 + ——’H-I—é//o ¢
Ho -C? 0 \
! 0
" H-eh
HO-C:H '?_C 2
| OH
6CH0H _
O\ /O
NO2 N

0O 0 M I
T ] - . - (,i C:H £-Cg .
0O-C~C-N-—N — «2Nag —» |[0-C-C N—N=C\ /C e 2Ng

c=C

- Complejo violeta rojizo

Para el analisis de la vitamina C total (acido ascorbico + acido dehidroascérbico)
es necesario reducir primero el acido dehidroascorbico; esto se logra tratando la
muestra con acido sulfhidrico ya que este no presenta interferencia con el método.

2 Reactivos

2-nitroanilina 0.16%. en acético — HCI

Nitrito de sodio 0,08% en H,O

Etanol 96%

Acido oxalico 0.15%

Solucion de vitamina C, recién preparada (0.2 mg/ml)

3 Procedimiento

Cada grupo traera una fruta y una verdura de acuerdo con lo convenido
previamente con el profesor.

Para obtener el extracto problema se procede de la siguiente manera: En el caso
de las frutas citricas se toma 1 ml de jugo, se pesa y luego se agregan 4 ml de
acido oxalico al 0,15%, se mezcla bien y se filtra, el filtrado se conserva para hacer
la determinacion colorimétrica.



Para otras frutas y verduras, se pesa Ig que se macera en mortero lo mejor posible
con 4 ml de solucién de acido oxalico al 0,15%. Después de filtrar completar el
filtrado con la solucién de oxalico hasta un volumen final de 5 ml. De ahi tomar 1
ml de cada extracto problema para tubos D¢ (fruta) y D2 (verdura).

Si la extraccion se va a hacer en licuadora, se recomienda pesar 6 g y adicionar
30 ml de acido oxalico al 0.15%.

Si el extracto exhibe coloracion se recomienda adicionar una pequena cantidad de
carbon activado (aproximadamente 1 g por cada 10 ml de extracto coloreado) se
agita y luego se centrifuga a 2500 rpm durante 10 minutos. La solucion patron de
acido ascorbico contiene 0.2 mg/ml y debe estar recientemente preparada.

El nitrito de sodio también debe estar fresco y debe asegurarse que la 2-nitro
anilina se diazotice bien. Esto se logra cuando al mezclar esta con el nitrito se
decolora la solucion.

Rotular 9 tubos de ensayo y adicionar los siguientes reactivos:

Tubos

Condiciones B 1 2 3 4 5 6 | Fruta] Verdura

D D,
2-nitroanilina, ml 0.1 01 0.1 |0i1]0.1 |[0.1 |0.1 0.1 0.1
Nitrito de sodio, ml 0.1 0.1./0.10.11]0.1 |0.1 |0.1 0.1 0.1
Mezclar y esperar la decoloracion
Etanol 96%, ml 3.8 138 138 |3.8|3.8 |3.8 |3.8 3.8 3.8
Patrén vitamina C, ml — 1010204/ 06 |08]|10| — —
Acido oxalico, ml 10 {09 [08|06]| 04 |02 | — | — —
Extracto problema, ml — — | — | = = | —| — 1.0 1.0
Mezclar bien y dejaren reposo cinco minutos
NaOH 10%, mi 12112 |12 (1212 [1.2 |12 1.2 1.2
Agua destilada, ml 38 |38 |38 |3.8|3.8 |38 |3.8 3.8 3.8

Se mezcla bien el contenido de cada tubo y se lee en el espectrofotometro las
absorbancias correspondientes a una longitud de onda de 540 nm.

Elabore la curva de calibracién e interpole las absorbancias de sus muestras.

4 Expresion de resultados

De acuerdo con los resultados calcular el contenido de vitamina C en la fruta y
verdura correspondiente, expresandolo como mg/100 g de fruta o verdura o como

mg/100 ml de jugo. Finalmente compararlo con el valor reportado en la
bibliografia.




Cuestionario

1. Compare el método que utilizé con otro método de determinacién de la misma
vitamina.

2. ¢Qué ocurriria si no se decolora por completo la solucién de 2-nitroanilina al
adicionar nitrito de sodio?

3. ¢Cual es la funcion del hidréxido de sodio en la determinacion de la vitamina
C?

4. ;Como se afectaria la determinacion si la muestra ha sido tratada previamente
con calor?

5. ¢Cbomo se encuentra la vitamina C generalmente en los materiales vegetales?

6. Cite seis -alimentos (verduras, frutas, leguminosas, tubérculos) ricos en
vitamina C.



PRACTICA No. 9: Determinacion de actividad de inhibidores de tripsina en
leguminosas

Objetivos

e Determinar la actividad catalitica de la tripsina utilizando como sustrato
caseina.

o Determinar el efecto de los inhibidores de tripsina presentes en extractos de
leguminosas o fracciones proteinicas de leguminosas.

1 Fundamento tedrico

La tripsina y la quimotripsina pertenecen a un grupo de enzimas del tubo digestivo
que también incluye la pepsina, producida por la mucosa gastrica. La tripsina y la
quimotripsina son secretadas por el pancreas en forma de precursores inactivos o
zimogenos que adquieren su forma-activa-inmediatamente antes de actuar.

El tripsindgeno esta constituido por una cadena de 249 aminoacidos de secuencia
conocida; se ‘convierte en tripsina por accion 'de la enteroquinasa, una enzima
segregada por el intestino, quien remueve un hexapéptido del extremo amino
terminal del zimégeno.

La tripsina que se encuentra en el jugo pancreatico, actua sobre las proteinas y
péptidos provenientes de la digestion parcial realizada en el estbmago originando
péptidos que son mas facilmente atacados por otras enzimas, para facilitar la
asimilacién de los aminoacidos producidos, contribuyendo asi a la digestién de las
proteinas.

La tripsina ataca del lado del grupo carboxilo de la usina y la arginina unido a un
grupo amino de cualquier aminoacido o algrupo hidréxilo de un alcohol; su
especificidad es muy alta y esto ha sido aprovechado para ayudar a elucidar
secuencias de aminodacidos en proteinas.

En la busqueda de fuentes vegetales de proteinas es importante considerar la
familia de las leguminosas que en general presentan un alto contenido de
proteina; sin embargo en ensayos bioldgicos se ha encontrado una baja calidad
debido a la presencia de factores antinutricionales tales como los inhibidores de
tripsina, hemaglutininas, alcaloides y otros.

Los inhibidores de tripsina estan ampliamente distribuidos no solo en el reino
vegetal sino también en el reino animal como proteinas de bajo peso molecular.



En el reino vegetal se conocen como buenas fuentes de inhibidores de tripsina, las
semillas de las leguminosas y los tubérculos de las solanaceas.

Las plantas mas estudiadas son entre otras: leguminosas como soya, haba, frijol,
garbanzo, solanaceas como la papa; gramineas como sorgo, maiz opaco, trigo y
cebada.

La actividad de la tripsina y su inhibicibn se pueden conocer faciimente
determinando el porcentaje de caseina hidrolizada. En este método se utiliza
caseina como sustrato el cual se somete a la digestion triptica por un tiempo
determinado a 37 °C, luego se detiene la reaccion con acido tricloro acético y la
caseina no hidrolizada se remueve por centrifugacién. La cantidad de aminoacidos
libres en el sobrenadante se determina colorimétricamente con ninhidrina.

2 Reactivos

Solucién de caseinato de sodio 1% en Buffer PO4.pH.7.6.

Solucién de tripsina'de concentracion conocida (4-5 mg/100 ml) en HCI 0.001 M
Acido tricloroacético (ATA).5%

Solucion de ninhidrina (etanol) al 1%

NaOH 10 M

3 Procedimiento

Cada grupo recibird dos soluciones de inhibidores de tripsina de concentracion
conocida las cuales fueron extraidas previamente a partir de harinas de
leguminosas.

3.1 Determinacién de la actividad de la tripsina y los inhibidores

Marcar nueve tubos de ensayo y agregar los siguientes reactivos:

Condiciones - Tubos

B Bi 1 2 3 4 5 6 7
Solucién tripsina, ml 1 — | 0.2 0.5 1 1 1 1 1
Buffer PO, 0.1 M, pH 7.6, ml 1 1 1.8 | 1.5 1 05 | — 05| —

Solucién inhibidor 1 05| 1.0 — —

Solucién inhibidor 2 — — — — | — — — | 05| 1.0

Mezclar e introducir los tubos en bano termostatazo a 37 °C por cinco minutos.

ATA 5%, ml 4 — | - = — | — | — — | —

Solucién caseina 1%, ml 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Incubar por 20 minutos a 37 °C. Luego adicionar:

ATA 5%, ml | — 1 4] 4] 4] 4] 4]a] a] 4




Centrifugar a 2500 rpm por 10 minutos y con el sobrenadante efectue la reaccion
colorimétrica siguiente.

3.2 Determinacion del porcentaje de hidrolisis

Marque 9 tubos de ensayo y adicione los siguientes reactivos.

Condiciones Tubos

B 1 2 3 4 5 6
Sobrenadante, ml — 1 1 1 1 1 1 1
Llevar a neutralidad con NaOH 10 M
Solucién de Ninhidrina1%, ml [ 1 | 1 [ 1 [ 1 | 1 [ 1 [ 1] 1
Calentar a ebulliciéon en bafio maria por 10 minutos. Deje enfriar y adicione:
Agua destilada, ml | 8| 8| 8] 8| 8| 8] 8| 8
Leer las absorbancias a 540 nm usando el blanco para ajustar el 100% de
transmitancia.

4 Resultados

Los AA libres que 'quedan después de la hidrélisis de la caseina, en ausencia del
inhibidor y con mayor concentracion de tnpsina (tubo No. 3), representan el
maximo porcentaje de conversion de caseina en AA, libres en las condiciones
experimentales usadas. Igualando el-valor de absorbancia de este tubo al 100%
de hidrdlisis, calcular el porcentaje de hidrdlisis en los demas tubos.

Comparar la actividad de los inhibidores (disminucion del porcentaje de hidrolisis)
de las leguminosas utilizadas con los otros grupos de laboratorio.

Cuestionario
1. ¢En qué consiste la reaccion de'la ninhidrina?
2. ¢Cual es el pH 6ptimo de actividad de la tripsina, quimotripsina y pepsina?

3. ¢Como difieren en su accidén catalitica la pepsina y la quimotripsina de la
tripsina?

4. ;Cual es el efecto del ATA sobre la caseina digerida y no digerida?

5. ¢Como podria eliminarse la accion de los inhibidores de tripsina de las
leguminosas?

6. ¢Qué otros factores antinutricionales se encuentran presentes en las
leguminosas?



7. Investigue un método de extraccion de inhibidores de tripsina.

MATERIAL
EN
REVISION



GLOSARIO

ADIPOCITO: Célula constitutiva del tejido adiposo. También recibe el nombre de
célula grasa.

ANABOLISMO: Se refiere al metabolismo biosintético.

ANFIFATICO: Molécula que posee simultdneamente regiones hidrofobicas vy
regiones muy polares o cargadas.

APOENZIMA: Se refiere al componente no proteinico de una enzima que no esta
unido covalentemente a la proteina.

ANTIBIOTICOS: Compuestos que inhiben la proliferacion de bacterias.

BIOMOLECULAS: Compuestos de naturaleza organica que intervienen en la
estructura, funcion o regulacion de la célula.

CAPACIDAD BUFFER: Habilidad que posee una sustancia para regular el pH de
una solucion.

CATABOLISMO: Se refiere al metabolismo degradativo.
CLIVAJE: Ruptura de un enlace.

CONFORMACION: Estructura tridimensional de una molécula. Esta dada por la
posicion relativa en-el espacio de cada uno de'sus grupos.

CORTISOL: Hormona esteroidal perteneciente al grupo de los glucocorticoides u
hormonas producidas por la corteza de las glandulas suprarrenales.

CROMATINA: Material nuclear amorfo que por condensacion durante la mitosis
origina los cromosomas.

DALTON: Unidad arbitraria de peso atomico que equivale a 1/16 del peso atémico
del oxigeno. Su valor es entonces igual a 1,00000.

DIMERO: Molécula formada por dos unidades (mondémeros) iguales o diferentes.

DOPA AMINA: Amina precursora de la adrenalina.



ELECTROFORESIS: Técnica basada en la migracion de una molécula cargada
por la accion de un campo eléctrico.

ENDOGENO: Proveniente del interior del organismo o tejido.

ENLACE N-GLICOSIDICO: Enlace formado entre el hidroxilo hemiacetalico de un
carbohidrato y un atomo de N de una base o de un AA.

ENZIMAS: Catalizadores biolégicos que poseen un alto grado de especificidad.

ESPECTRO VISIBLE: Zona del espectro electromagnético cuyo rango de longitud
de onda va de 400 a 900 nm.

ESTERO ESPECIFICIDAD: Especificidad debida a la conformacién espacial de
los compuestos que intervienen en una reaccion.

FERMENTACION: Término genérico-que-designa-la.transformacion anaerobia de
los carbohidratos en productos tales como alcohol, acido lactico, acido citrico, etc.

FERREDOXINAS: Proteinas que tienen-Fe.y S en su sitio activo. Intervienen en
reacciones redox.

FITOCROMOS: Pigmentos con estructura similar a las clorofilas.

FORMAS PARA CRISTALINAS: Cristales cuya celda unitaria cambia debido a
diferentes contenidos de agua, dependiendo del método de preparacion.

FOSFATO DE| PIRIDOXAL:~Coenzima; de-metil transferasas ique actua como
donador de grupos de metilo. Su precursor, el acido félico, se incluye en el grupo
de las vitaminas.

FOSFORILACION: Reaccion que involucra la transferencia de un grupo fosfato.

GLUCAGON: Hormona peptidica secretada en los islotes pancreaticos. Su accion
es opuesta a la de la insulina.

GRUPO ACILO: Grupo proveniente de un acido organico, al que se le ha
eliminado el grupo OH del carboxilo.

GRUPO CROMOFORO: Compuesto, generalmente de naturaleza organica, que a
causa de su estructura absorbe en el espectro visible.

GRUPO PROSTETICO: Es el componente no protéico de una enzima, que se
encuentra unido por enlaces covalentes a la proteina.



HIDROFOBICO: Que tiene poca tendencia a estar en contacto con el agua.
HIPERTENSORES: Sustancias que aumentan la presion arterial.

HIPOFISIS: Glandula situada en la parte inferior del cerebro, formada por un
I6bulo anterior y uno posterior.

HIPOTENSORES: Sustancias que disminuyen la presion arterial.
HISTAMINA: Amina con elevada actividad vaso-dilatadora.

HISTONAS: Proteinas de caracter marcadamente basico, debido a la presencia de
un alto numero de residuos de Lys y Arg, que se asocian con el DNA cromosomial
de células eucaridticas.

HOLOENZIMA: Sinénimo de enzima. Se aplica a las enzimas que son proteinas
conjugadas. Holoenzima .= apoenzima..+. coenzima = apoenzima + grupo
prostético.

HORMONAS: Biomoléculas presentes en-muy bajas concentraciones;.que ejercen
una funcion reguladora en el organismo.

IMPEDIMENTO ESTERICO: Obstaculo presentado por grupos voluminosos que
les impide estar muy préximos entre si:

ILEON: Parte distal del intestino delgado que desemboca en el ciego.

LABIL: Poco estable:

LISOSOMA: Organelo celular situado en._el citoplasma y constituido por una
especie de vesicula o ‘bolsa donde abundan hidrolasas de distintas clases

(peptidasa, lipasas, glicosidasas, etc.).

METABOLISMO: Conjunto de reacciones degradativas y biosintéticas que
permiten la conservacion y propagacion de las células y los organismos.

OLIGONUCLEICO: Molécula constituida por varios nucleétidos unidos a través de
enlaces tosfodiester-pentosa.

OXIDACION ANAEROBIA: Proceso en el cual los electrones resultantes de la
oxidacién de un compuesto son aceptados por moléculas diferentes al O-.

PIROFOSFATASA: Hidrolasa que degrada el pirofosfato en dos moléculas de
fosfato inorganico (Pi).



POLI ELECTROLITO: Molécula que posee simultaneamente cargas positivas y
negativas, en cuantia determinada por el pH de la solucién.

POLIMEROS: Compuestos de alto peso molecular, integrados por un elevado
numero de unidades (moléculas monémeras).

POLIPEPTIDO: Péptido compuesto por mas de 20 a 50 aminoacidos.

PLASTOCIANINAS: Metaloproteinas con Cu*?, que actlian en la etapa luminosa
de la totosintesis como transportadores de €.

PLASTOQUINONAS: Quinonas (del tipo de las benzoquinonas) con 6 a 10
unidades isopreno.

PRECURSOR: Compuesto a partir del cual se forman biomoléculas.
PROTEASAS: Grupo de enzimas que hidrolizan total. o parcialmente las proteinas.
QUILOMICRONES: Particulas en suspension en el plasma sanguineo formadas
por triglicéridos 1 (96%) y pequerias ' cantidades de proteina, fosfolipidos vy
colesterol.

REACCION ENDERGONICA: Reaccién que consume energia el AG® es positivo.
REACCION EXERGONICA: Reaccién que libera energia, el AG® es negativo.

SECUENCIA: Orden en que estan colocadas las moléculas o las unidades
repetitivos de un-polimero:

SISTEMA MULTIENZIMATICO: Sistema integrado por un elevado numero de
enzimas que funcionan coordinadamente en el-espacio y en‘el tiempo.

SUPRA MACROMOLECULAR: Se refiere a la estructura espacial que resulta de la
asociaciéon de varias macromoléculas.

SUPRARRENALES: Glandulas localizadas en la parte superior del rifidn.
SUSTRATO: Compuesto que es modificado por una enzima.

TEJIDO ADIPOSO: Tejido que tiene como funcién servir de deposito de grasas en
el organismo.

TETRAMERO: Molécula formada por cuatro monémeros, iguales o no.

TRIOSA Carbohidrato con tres atomos de carbono.



UNIDAD DE REPETICION: Estructura a partir de la cual empieza a repetirse la

distribucién de los grupos en el espacio.
VITAMINA: Compuesto que generalmente forma parte de la estructura de una
coenzima y que se requiere para el funcionamiento normal de las vias

metabdlicas.

ZIMOGENO: Proteina inactiva que por degradacién parcial da lugar a una enzima.
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