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P REPFACIO

Los experimentos presentados en este Manual de Pricticas, han i
| sido seleccionados partiendo de metodologfas utilizadas por difarentes au {0
tores, los cuales son citados en la bibliograffa que se acampana al final ’ J

| de cada ensayo. Dichos experimentos se han modificado y adaptado al cur- |

‘ | so de Bioqufmica para tratar de complementar los tépicos que serdn cubler
tos en la clase tebrica.

f
|
1‘\
H
Las diferentes secciones en que se encuentran leldldos los - = :|
‘I experimentos son: \

l
! INTRODUCCION e |
i OBJETIVO i
il it |
MATERTAL Y REACTTVOS _ Ift§
fi PARTE EXPERIMENTAL il
i RESULTADOS o
DISCUSION il
CONCLUSIONES l !
; SECCION DE PREGUNTAS A& il
BIBLIOGRAFTA CONSULTADA s
%“ . iy} 4
| } En la INTRODUCCION prentendemos poner en contacto al alumno- il |
ﬁ ; con el tema a desarrollar, proporcionindole los antecedentes y la informa
il | cifn necesaria para una camprensién amplia de los OBJETIVOS fijados al - it
| I - realizar el experimento. r
IL | El FUNDAMENTO de cada practica ayudard a la interpretacién i (
F\ , ] correcta de los acontecimientos que estdn ocurriendo en cada uno de los- | }|
| | pasos mencionados en la PARTE EXPERIMENTAL, ! | !
| [ I |
' Para facilitar la r&pida ejecucién del experimento, este De h ‘ ‘
j partamento de Bioguimica, les proporcionard todos los REACTIVOS necesarios \ ] i .
i . Ya preparados, pero es menester que el alumo conozca los calculos y pro- | “ 3
i{ cedimientos indispensables para la preparacién de los mismos. Il
I . il I |
| También damos la lista del MATERTAL que se usard en el trans il{
| | curso del ensayo, tamando en cuenta que cada equipo de trabajo consistir4 fidi
1 h de cuatro- alumnos, “_! |
I \ . | ‘_\3
1 Parte importante de este manual son las CONCIUSIONES a las I M |
‘ I ' que se llega al final del experimento, una vez hecha la DISCUSION de los L
- RESULTADOS ocurridos durante el ensayo. las ' CONCLUSIONES deberdn concor I
dar con los OBJETIVOS planteados al inicio de la préctica. ‘w‘] s
I
10
I
| !
E
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i DEDICATORTIA ‘E;l
i ' Este Manual de Prédcticas de Bioquimica lo dedico ’Eyﬂ
g a mi esposa Q.B.P., POLA BECERRIL MONTES, a mis - %"
r . : hijos CESAR RAUL y LILIA; asf como a todos aque- iﬂ:
$ llos auxiliares e instructores del Area de Qufmi \ﬁa

ca como un reconocimiento a su labor.
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| Incluimos una SECCION DE PREGUNTAS scbre el tema las cuales i

se referirén al procedimiento utilizado asi camo también serén comple- i

' mentarias al tema. Para contestar dichas interrogantes, se podrd con— l ‘ |
r

sultar diferentes textos, mismos que deberd citar en el espacio denomi {1
nado BIBLIOGRAFIA CONSULTADA. il

Al final de cada experimento hemos incluido una lista de - \
“‘ | fichas bibliogréficas revisadas para la elaboracifén de cada uno de los ‘
‘ experimentos que se presentan en este Manual, éstas le serén de utili- !
{i 3 dad para consultar las preguntas que se le planteen. | \“
|
|

Esperamos que el Manual contribuya al mejor entendimiento - J |
s de la Bioquimica y estimule a los estudiantes a interesarse en ella. |

i ‘ ' ATENTAMENTE

’ 0.B.P. JUAN ANTONIO RODRIGUEZ ARZAVE ]
\ : . Jefe del Laboratorio de Bioquimica




1 PREPARACION DE SOLUCIONES REGULADORAS

| INTRODUCCION il

‘ Las soluciones reguladoras pueden definirse como una mezcla en equilibrio ‘| ’ |

\ de un par dcido de Bronsted + Base Conjugada, la cual es capaz de resistir la adi ‘| ]
\ cién de &cidos 6 bases fuertes, manteniendo el pH constante 6 con cambios muy li- il

i geros. i1 1
‘ -

.

w . En este experimento pretendemos preparar una solucién reguladora de acuer
} do a cdlculos quimicos previamente realizados, y verificar su pH en el potencié— }
i 0. I

FUNDAMENTO |
Ia preparacidén de soluciones reguladoras a pértir de sus materias primas, }
se puede ‘hacer empleando cualcuiera de los tres mé&todos siguientes: |

il a)Pesar los gramos de HA y A separadamente y luego disolverlos en el I"
volumen apropiado de agua. bicd

ol “
‘ : b)Mezclar los volumenes necesarios de HA y A, y aforar con agua des ,1
I tilada si se requiere . b

|

!

] disolverlos en una pequena cantidad de agua; agregar el volumen nece-- !
‘. - ' sario de &cido fuerte 6 de base fuerte y completar con agua destilada i
hasta el volumen deseado.

i c)Pesar los gramos del compuesto que nos proporcionard tanto HA como A_, -‘i

cillos si seguimos detenidamente los siguientes ejeamplos: j '{

\‘ li

i L o

I k Los cdlculos para la preparacién de dichas soluciones reguladoras son sen e \
¥

REGULADOR TIPO 1 i |

| ' Preparar 800 ml de un Regulador de Benzoatos 0.1 M pH=5, a partir de Acido Benzoico
| s6lido (P.M.= 122) y Benzoato de Sodio s6lido (P.M.= 144). El pKa del Acido Benzoico
es 4,18,

. ]’.
| ler PASO:DETERMINAR IA REIACION A / HA QUE HABRA EN EL REGULADOR, aplicando para {0
’ ello la Ecuacifén de Henderson-Hasselbach : g‘l "‘ﬁ

| | 3 |

\f‘; | pH' = pia + log LPTAZ}—] lA;= antilog ( 5 - 4.18 ) “_Hﬁ |

| 1L
|

|

|

5 ) Il pH - pka = log [A]
| _

é%h antilog 0.82 \\B
!

| - Tﬁf\%[ Al - antilog (pH - pKa ) [A’] S e e l
‘ i & [HA] ’ '




20. PASO: CALCULAR IOS % DE CADA COMPONENTE ! i
Dado que en el regulador la relacién [AJ/[HA:|= 6.6 entonces tendremos: i

6.60 partes de A~ |
1.00 partes de HA | ‘

7.60 partes totales I

+

\

Si 7.60 partes totales es el 100% de partes que constituyen al regula--— i ‘
dor, entonces los porcentajes de ambos componentes se pueden calcular directamente il
de la siguiente manera: |

i1
% -
| oE [a] 2 IE [ i
\ 7.60 partes totales -—— 100% 7.60 partes totales —— 100% | ‘i
J 6.60 partes de A -— X 1.00 partes de HA -— X e
i %= (6.60 partes A7) ( 100 % ) X (1.00 parte HA ) ( 100 % ) !]
‘ = |
i | (7.60 partes totales) . (7.60 partes totales) (THi
| : il
Il (‘ . = ; |
| | ! -86.8% de A =13.2% de W i
b i) |
f |
i I 3er PASO: TRANSFORMAR IOS % _a moles/_ litro : - ‘ ‘
i Si sabemos que [REGUIADOI{] = EIA] + [A_] ,entonces la concen—- il
‘ _ tracién del regulador se puede considerar como un 100%, y directamente podemos cal f‘,,\i T
il cular los moles/1 de cada especie, como sigue: o |1
| bl |
:“"I moles/l de A~ moles/1 de HA u;‘;
"‘ ?‘f‘
I "‘ : 0.1 moles/1 —-- 100% _ 0.1 moles/1 ———— 100% &l
"[w _ | X -—- 86.8% de A X, . e A3.2%:de HA «
|
i I
| I X= (0.1 moles/1 ) (86.8%) X_ (0.1 moles/1 ) (13.2% ) T
{{\' — .:' |
h ( 100 & ) (100 % ) 18
i : = i
r = 0.0868 moles/1 de [n] = 0.0132 moles/1 de [ l

I I i

l ‘\

| Los gramos de cada componente se pueden calcular empleando la f6rmula - , L
(} | de Molaridad, como se ilustra enseguida:
|

i | 9= (M) (PM.,.) ( litro) Gen

i (0.0868 mol/l) (144 g/mol) (0.8 1) ' (0.0132 mol/1) (122 g/mol) (0.8 1) il

r -

: 50. PASO: PREPARACION DEL REGULADOR
| En 100 ml de agua destilada disolver 9.9999 gramos de Benzoato de Sodio I ‘ !
\ y 1.2883 gramos de Acido Benzoico, y aforar a 800 ml con agua destilada.

{
F 40. PASO: TRANSFORMAR IOS moles/1 a GRAMOS. ]ﬂ‘
( MHA) ( P'M'HA) (1itro) (1A i

9.9999 GRAMOS DE BENZOATO 1.2883 GRAMOS DE ACIDO BENZOICO e
DE SODIO ~ MI‘:;;




#3

REGULADOR TIPO 2

. Para la preparacién de un regulador del segundo tipo, por ejemplo:
Preparar 800 ml de un Regulador de Benzoatos 0.1 M pH=5 a partir de Acido Benzoi-
co 1 M y Benzoato de Sodio 1 M; se siguen los primeros tres pasos mencionados en
el problema anterior que fueron:

1.-CAICULAR IA REIACION [A7]/ [mA}
2.-CAICULAR IOS $ DE A" Y HA
3.-TRANSFORMAR IOS ¢ A moles/l , y el

4o0. PASO:CALCUIAR IOS MILILITROS DE HA y A, utilizando para ello la siguiente -
ecuacion: _
Vl Cl = V2 C2
Si sabemos que en el regulador la |A] = 0.0868 moles/ly la - =- -
[HZQ = 0.0132 moles/l, entonces los mililitros requeridos de cada componente se
calculan sustituyendo en la ecuacién anterior de la siguiente manera:

mililitros de A mililitros de HA

(Xml) (1M)= (800ml) (0.0868 M) (X ml) (1 M)= (800ml) (0.0132M)

X= (800 ml) (0.0868 M) X = (800 ml) (0.0132 M)
(1M (1M)

= 69.44 ml de BENZOATO DE SODIO 10.56 ml DE ACIDO BENZOICO
50. PASO: PREPARACION DEL REGUIADOR: Mezclar 69.44 ml de Benzoato de Sodio 1 M

y 10.56 ml de Acido Benzoico 1M  y aforar

a 800 ml con agua destilada.

REGULADOR TIPO 3

Preparar 800 ml de un regulador de Benzoatos 0.1 M pH=5 si disponemos de Acido -
Benzoico cristalino, HCl &M y NaOH 4M.

Dado que solamente disponemos del acido débil, la base conjugada la pode
mos formar agregando una base fuerte a la solucién de acido débil, de acuerdo a -
la siguiente reaccién: ’

5 m—rt

ler PASO:CALCULAR ILOS GRAMOS DE ACIDO BENZOICO. Camo el &cido benzoico nos pro—
porcionard tanto HA como A , entonces REGUIADOR = ACIDO BENZOICO , por lo
que los gramos de &cido benzoico se pueden conocer directamente a partir de la -
siguiente ecuacifén: : s

g (M) ((P.M.) (litro)
(0.1M) (122g/mol) (0.8 1)

1]

9.76 gramos de ACIDO BENZOICO -
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20. PASO: CAICULAR LOS MILILITROS DE BASE FUERTE

camo el volumen de NaOH dependerd directamente de la A que se nece-
sita en el regulador, entonces tenemos que calcular los moles/1 de HA siguien-
do los pasos anteriormente mencionados que fueron:

1.-DETERMINAR 1A RELACION [a7] /[

2.-CAICUIAR EL % DE A_ | ol

3.-TRANSFORMAR EL $ A a moles/1 DE A

De acuerdo a estos pasos, la [_A_] = 0.0868 moles/l. Para formar esta cantidad -
de[Aj, deberén reaccionar estequiométricamente 0.0868 moles/l de Acido Benzoico
con 0.0868 moles/1 de NaCH

por lo que en el regulador, la concentracién de NaOH seréd de 0.0868M. Los milili
tros de NaOH 4M que se deberdn tomar para preparar el regulador, se calcularédn -
de acuerdo a la siguiente ecuacifn: ,

Vl Cl = V2 C2

(Xml) (4 M) = (800ml ) ( 0.0868 M )

X _ _(800ml) (0.0868 M)
(4M)

= 17.36 ml de NaOH 4 M.

3er. PASO: PREPARACION DEL REGUIADOR: Disolver 9.76 gramos de Acido Benzoico en
100 ml de agua destilada, ahadir 17.36 ml
de NaOH 4 M, y aforar a 800 ml con agua -
destilada.

MATERIAL POR EQUIPO DE CUATRC PERSONAS

2 vasos de precipitados

1 probeta graduada

1 pipeta de 5 ml

1 matraz de aforaci6én de 250 ml
1 agitador de vidrio

1 piceta con agua destilada

PARTE EXPERIMENTAL

1.-Cada equipo preparard 250 ml de una solucitn requladora de acuerdo con las -
indicaciones dada por el instructor. Haga los cilculos necesarios en la si—

guiente hoja:
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2.-Prepare su soluci6én reguladora de acuerdo a los resultados matemdticos
obtenidos.
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i it
| | 3, -CALIBRACION DEL POTENCIOMETRO: Conecte el potencifmetro, durante 10 minutos "
; mantenga el botén de pH en la posici6én stand-by. Saque los electrodos de la I
I solucién donde se encuentran y livelos con agua destilada. Séquelos e intro- 1 “
I F ddzcalos en una solucién reguladora de pH conocido; mueva el botén a pH , y (l
il con el botén de estandarizar lleve la aguja hasta el pH deseado. Regrese el i
‘ botén a stand by. ILave los electrodos, séquelos y i Ya estén listos para — tl1
I l usarsey 1l
| | |
| 4.-Determine el pH de la Solucién Reguladora que prepar6. ‘ l
| i
1 I I
| RESULTADOS l ‘
‘ En la siguiente tabla anote las cantidades de cada componente empleado . en la - i
! preparaci6n del regulador. | {
‘ ¢! i
1“: — v Bl
l COMPONENTE A COMPONENTE B Hilt
:g ! d ‘ |
H i
I ‘.\'14 ‘
;g ’é \‘ “;
4 Wl
‘ IP lrJ V
i 1
| ' Anote el pH de la solucién reguladora determinado potencicmétricamente: H “
I |
I V I |
il l I
i il
| 1!: |
| DISCUSION DE LOS RESULTADOS . i
" \““‘ll {
l‘\ “\ | ‘
| i
‘ i
(| i
| | I |
u i
a i
|| i
\: “ ‘ \
I } il }\
1R
il |
“1 .‘ I ;
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SOLUCIONES REGULADORAS
INTRODUCCION
El funcionamiento correcto de los sistemas biolégicos requiere un control

efectivo del pH, ya que los procesos metabSlicos se inactivan fuera de ciertos 1f
mites de acidez. El pH Sptimo de las enzimas es un factor importante para estable
cer el rango de pH que podria tener un campartimiento intra 6 extracelular. lLas
células mantienen una concentracibn de hidr6genos dada, aGn cuando puedan ser pro
ducidos &cidos 6 bases internamente, oqueelpHdelmedmamb:.entepuedacamblar
Este control es efectuado por s:.stemas amortiguadores de pH denaminado "Buffers”,
"amortiguadores”™ & "Soluciones Reguladoras”.

OBJETIVO
Determinar la actividad de las soluciones reguladoras frente a los &cidos

fuertes y bases fuertes, y ademds probar su efectividad en el control del pH, com
paréndolacmmasoluclénmamrtlgxndoracamelag\nésolmmnsahm

FUNDAMENTO
El par Acido de Bronsted + Base Conjugada que integran a una solucién re-
guladora, pueden formarse con un &cido débil y su sal 6 una base débil y su sal.
El mecanismo camo funciona dicha solucién reguladora es el siguiente:
Una solucifn que contiene cantidades equimoleculares de benzoato de
sodio y &cido benzoico, reaccmrécmcuaqueracidocbaseagre
gados de acuerdo a las siguientes ecuaciones quimicas:

AL ADICIONAR ACIDO:

Coo
" (del acido agregado) + ‘ >
ligeramente ionizado
AL, ADTONAR AILCALT :
COOH
OH  (de la base agregada) + =
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MATERIAL POR EQUIPO DE 4 PERSONAS “

4 vasos de precipitados de 250 ml
2 vasos de precipitados de 100 ml H
1 probeta graduada de 100 ml '
2 pipetas de 5 ml
1 piceta con agua destilada ﬂ

1 agitador magnético ‘

1 barra magnetica
Kleenex i'

il
REACTIVOS |

15

NaOH 0.1M : Disolver con agitacién 0.4 gramos de Hidréxido de Sodio en 50 ml ? ‘

de agua fria,y aforar a un vol@men final de 100 ml con agua des-
tilada fria.

2.- HCL 0.1 M : En 10 ml de agua destilada adicionar 0.83:ml de Acido Clorhfdri- ‘ﬁ
co, mezclar., y aforar a 100 ml con agua destilada. |

1
3.- Regulador de Acetatos 0.1 M pH= 4: Mezclar 580 ml de Solucién B y 420 ml de ?ffl
Solucién A, y ajustar el pH si es necesario. ﬁ‘r

SOLUCION A: Acetato de Sodio 0.1 M: Disolver 0.860 gramos de acetato de so-
dio en agua y aforar a 100 ml con agua destilada

SOLUCION B: Acido Acetico 0.1 M : Transferir 5.8 ml de Acido Acético concen
trado a 100 ml de acua destilada, mezclar, y aforar a 1 litro. i

ol [
4.- Reguiador de Fosfatos 0.1 M pH =7: Mezclar 386.9 ml de Solucién A con 613.1ml u‘”
de Solucidén B. t‘h‘

SOLUCION A: KZHPO 0.1 M: Disolver 17.4 gramos de K anhidro en 100 ml - ¢
dé agua destilada y aforar a 1 litro cofi agua. i-‘

SOLUCION B: KH,PO, 0.1M : Disolver 13.8 gramos de KH%§O4 anhidro en 100 ml - |
de"agua y aforar a 1 litro con agua des-tilada. 1

Regulador de TRIS-HC1l 0.1M pH= 8 : Mezclar 100 ml de soluci6n A con 111.6 ml |
de solucidn B y aforar a 1 litro con agua destilada.

—————

4‘.
(T3]
.
I

=

SOLUCION A: Trishidroximetil-aminometano 2 M : Disolver 24.23 gramos de TRIS 'ﬂ‘\
en agua, y aforar a 1 litro. |

SOLUCION B: HCl 1 M: transferir 83 ml de Acido Clorhidrico concentradoa -- ;
100 ml de agua destilada , mezclar, y aforar a 1 litro.

| L 6.~ Regulador de pH conocido para calibrar el potencifmetro
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PARTE EXPERIMENTAL

‘ Cada equipo trabajard solamente con una solucién amortiguadora, llevando a cabo
; los siguientes experimentos:

il I.- SOLUCION REGUIADORA + BASE FUERTE

a)Transferir 100 ml del regulador indicado a un vaso de precipitados de 250ml
‘ y adicionar cuidadosamente la barra magnética.

i b)Coloque el vaso de precipitados sobre una base magnética cercana al poten—
j ciGmetro, e introduzca los electrodos en la solucifn.

\ c)Determine el pH de la solucién, moviendo el botfn de stand-by a la posicibn
il pH, registre este valor ya que es el pH inicial. Deje el bot6n en esa posi-
w 1 cibn, y encienda la agitacién en la base magnética jCUIDADO, PUEDE ROMPER -
i 10S ELBCTRODOS ;

i d)Afiada 5 ml de NaOH 0.1 M en alfcuotas de 0.5 ml, determinando el pH de 1la
solucién después de cada adicién de dlcali, registre sus lecturas.

e)Al finalizar el experimento, apague los aparatos, lave los electrodos nue-
B vamente, séquelos y continue con el siguiente experimento.

===

—

II.- SOLUCION REGUIADORA + ACIDO FUERTE
a)Repita los pasos a, b y ¢ anteriores

d)Afiada 5 ml de HC1 0.1 M en alfcuotas de 0.5 ml, determinando el pH de la -
solucién reguladora después de cada adicidén de &cido.Registre sus datos.

Tem—— ==
.

T =

T T

:1;____.—,._._4
= ==
= T =

e)Apague los aparatos, lave y seque los electrodos y prosiga con el siguien-
te ensayo.

| IITI.- AGUA DESTIIADA O SOLUCION SALINA + BASE FUERTE

a)Transfiera 100 ml de agua destilada 6 solucifn salina a un vaso de precipi
tados de 250 ml, y adicione cuidadosamente la barra magnética.

——

i h b)Coloque el vaso de precipitados sobre la base magnética cercana al poten—-
cifmetro e introduzca los electrodos en la solucién. Determine el pH inicial

] y registrelo. Encienda la agitaci6n en la base magnética y luego:

1 c)Afiada 5 ml de NaOH 0.1 M en alfcuotas de 0.5 ml, determinando el pH tras -
A cada adicibn. Anote los datos.

’ “ d)Al tennj.nar,. lave y seque los electrodos y continue con el ultimo ensayo.

|
} IV.- AGUA DESTIIADA O SOLUCION SALINA + ACIDO FUERTE
ij _ Repita los pasos a y b del experimento ITI
| c)Adicione 5 ml de HCl 0.1M en alicuotas de 0.5 ml haciendo determinaciones

Ti del pH tras cada adicién. Anote sus valores. Al finalizar, apague los apa-
L ’ ratos, lave y seque los electrodos, y sumergalos en agua destilada limpia.
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RESULTADOS
Tabule los datos cbtenidos en sus experimentos
I.< 1B
pH ml de NaOH 0.1 M o pH ml de HC1 0.1 M -
inicial]  afiadidos inicial afiadidos i

LTS ' . —
pH ml de NaOH 0.1 M L oH ml de HCl 0.1 M =
iniciall anadidos p inicial afiadidos P

Los resultados de las tablas anteriores expréselos en forma de 4 gréficas en el-
papel milimétrico de la hoja siguiente.

N
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DISCUTA LOS RESULTADOS DE LOS CUATRO EXPERIMENTOS POR SEPARADO‘

CONCLUSIONES
BIBLTOGRAFTA CONSULTADA
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CAPACIDAD REGULADORA

INTRODUCCION

Canunmente en la investigacidn biolSgica, se utilizan soluciones amor
tiguadoras para mantener un control estricto del pH; ya que las variaciones™
hacia uno u otro lado del pH deseado, afectarédn grandemente la funcionalidad-
del sistema bajo estudio.

Generalmente, las soluciones amortiguadoras deben estar constituidas
por un &cido de Bronsted cuyo pKa sea cercano 6 igual al pH deseado , pero -
ademds, deben ser solubles en agua, resistentes a la degradacién quimica y -—-
biol6gica, atbxicas, no formar complejos con iones en solucién y no deben -
absorber luz en la regién del ultravioleta 6 visible del espectro electromag-

. nético.

Pero también, una de las caracteristicas que deben presentar las solu
ciones reguladoras, es tener una buena eficiencia amortiguadora del pH, pues-
de ella va a depender la funcionalidad del regulador, puesto que una solucifn
requladora muy eficiente serd acuella que tolere cantidades equivalentes de
&cido fuerte y de base fuerte.

LILHHY

Pretendemos en este experimento, seleccionar aquel regulador cuya -
eficiencia amortiguadora sea mixima, aprendiendo asi a tener un criterio bien
definido para cuando sea necesario seleccionar un regulador adecuado .

B ERMENTO

Ia capacidad reguladora 6 eficiencia amortiguadora se considera como-
la cantidad de acido fuerte o de base fuerte que debe ser adicionada a una soO
lucion reguladora, para que &sta sufra un desplazamiento del pH en una unidad.

Ia eficiencia amortiguadora estd regida por dos factores muy importan
tes que sons

a) La concentracién total del regulador : es decir, la suma de las concentra-
ciones del dcido débil y de la base conjugada. Asi, cuanto mis concentra-
do sea un regulador mis tolerante serd a la adicién de acidos 6 bases fuer
tes.

b)/IA relacién existente entre [a"]/ [#al:cuando esta relacién es igual a 1,

1a solucion reguladora tiene su maxima eficiencia, y este valor se alcanza
cuando el pH del regulador es igual al pKa del &cido de Bronsted. Bajo es
tas condiciones, la soluci6n amortiguadora tolerard la adicién de cantida-
des equivalentes de &cido fuerte 6 de base fuert-e para cambiar su pH en -

una unidad.




Tomando la Ecuacién de Henderson-Hasselbach: : : I

pH =pKa + log [BASE CONJUGADA]
{ ACIDO DEBIL )

Hil
Si BASE CONJUGADA = ACIDO DEBIL; entonces: ' \
. “\ Il
' [ mase cowveama]  _ (1
. [ ACIDO DEBIL. ] 2 } “ ‘
.‘ i
Sustituyendo lo anterior en la ecuacidén de Henderson Hasselbach, tendremos: _ |
il i
Il
PH=pka + log 1 )} |
I Il Lt
(it bl
it Ll
| ;n cuando el pH de la solucién reguladora es mayor que el pKa del Acido - “1\ ‘
‘u“;F. de Bronsted, &sta solucién seréd eficiente en amortiguar la adicién de &cidos il
»* fuertes, pero muy poco eficiente en amortiguar la adicién de bases fuertes, - <H r‘
| }.;f" porque en solucién habrd mayor cantidad de base conjugada que de &cido débil. ‘”‘; ‘
| i I Por lo contrario, cuando el pH es menor que el pKa, la solucién serd - 1!
f:;’ ' muy eficiente en tolerar la adicién de bases fuertes, pero muy poco eficiente I
1‘ | i en amortiguar la adicién de &cidos fuertes, ya que en solucién existe mds &ci ‘5‘!%
i . do debil que base conjugada. .
\”i r R
1| nll '
| ( k MATERTAL POR EQUIPO DE CUATRO PERSONAS \‘;y! |
i L l Il
b 2 vasos de precipitados de 400 ml i
“;}\ ‘]‘ | 1 vaso de precipitados de 100 ml | Hi
il | 1 Probeta graduada de 100 ml I
L) 1 Pipeta graduada de 10 ml ik
1 } 1 Pipeta graduada de 5 ml i ‘
(HHEe ‘_ 1 Piceta con agua destilada i
u‘; | ‘ 1 Agitador Magnetico I ‘I:‘
| \ 1 Barra magnetica ‘\.
[l ‘ | | Kleenex ‘ i ‘
i | Hf
REACTIVOS i g
i 1.- NaOH 0.1M : Disolver con agitacién 0.4 gramos de Hidr6xido de Sodio en - il
50 ml de & destilada fria, aforar a un volGmen de 100 ml. w
Tl gua Y
‘H ‘ 2.- KC1 0.1 M : Transferir 0.83 ml de HCl concentrado, a 50 ml de agua desti- i\ \
"H ‘ lada, mezclar y aforar a 100 ml con agua. 1" .
il 1A
118 bl ‘ i
l il | l l
| "W ‘
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‘ de agua, mezclar y luego aforar hasta 100 ml con agua destilada.

3.-SOLUCION A: ACETATO DE SODIO 0.1M: Disolver 0.860 gramos de acetato de sodio
| en agua y aforar a 100 ml.

‘ I 2.- HC1 0.1M : Transferir 0.83 ml de acido clorhidrico concentrado a 50 ml - -
il 4.-SOLUCION B: ACIDO ACETICO 0.1 M : Tamar 5.8 ml de acido acético concentrado,

y aforar a 1 litro con agua destilada.

! 5.-Regulador de Acetatos 0.1 M pH=3: Mezclar 980 ml de Solucifn B con 20 ml de
| | la Solucién A.

|
' : i 6.-Regulador de Acetatos 0.1M pH=4: Mezclar 850 ml de la Solucién B con 150 ml
de la solucién A.

7.-Regulador de Acetatos 0.1M pH=4.76:Mezclar 500 ml de la Solucién B OON
| : 500 ml de la Solucién A.

‘ |
m“. 8.-Regqulador de Acetatos 0.1M pH=5: Mezclar 630 ml de la Solucién A con 370 ml
‘1 ) de la Solucién B.
i 9.-Regulador de Acetatos 0.1M pH=6 :Mezclar 940 ml de la Solucién A con 60 ml -
‘ de la Solucién B.
|
}

| W' PARTE EXPERIMENTAL
I.-ADICION DE HC1 0.1 M

—

e
— .

1.-CADA EQUIPO TRARAJARA CON UNA SOLUCION REGULADORA. Primeramente calibre el -
potencidmetro siguiendo las instrucciones dadas previavente.

b 2.-En un vaso de precipitados de 400 ml, cologue 100 ml del Regulador, y deter-
L f : - mine el pH inicial. AndStelo. ;
|
)

3.-Adicione cuidadosamente la barra magnética, y coloque el vaso sobre una base
’ magnética. Encienda la agitacién.
u 4,-Introduzca cuidadosamente los electrodos del potencifmetro.
' P" S.—Ertpiece a adicionar alfcuotas de HCl 0.1M determinando el pH de la solucién i
i despues de cada adicién. D& por terminado el experimento cuando el pH de la e
j ‘ solucién haya descendido en una unidad. Anote el volGmen de HC1l 0.1M gastado it e
’ i r exactamente en disminuir el pH en una unidad ..

B ‘ II.-ADICION DE NaOH 0.1 M

1.-Repita los pasos 1, 2 , 3 y 4 anteriores Il

i
| |
; ! 2,-Ahora adicione alfcuotas de NaOH 0.1M determinando el pH del regulador tras - i
‘ \ cada adicién, hasta que el pH del mismo se haya incrementado en una unidad. Il
|
|

REGISTRE EL VOLUMEN EXACTO DE NaCH 0.1 M GASTADOS . il

III.-Recabe los resultados obtenidos por sus campaneros y reportelos en la ta- Hiatm e
bla siguiente. I




IV.- Con los datos de la Tabla, construya una Grifica, colocando en las - -
abscisas el pH de los reguladores utilizados y en las ordenadas el volumen
de HC1 0.1 M gastados, y el volumen de NaOH 0.1 M gastados.

V.- Una vez hecho la grafica anterior, elija el regulador mas eficiente.

RESULTADOS

Anote los datos obtenidos por usted y los de sus campafieros :

pH de la solucién
reguladora

ml de NaCH 0.1 M
gastados

ml de HC1 0.1 M
gastados

En la hoja de papel milimetrico grafique los datos anteriores

¢Cual fué el regulador mas eficiente?

DISCUSION DE SUS RESULTADOS
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' PRUEBAS CUALITATIVAS PARA IDENTIFICACION DE CARBOHIDRATOS !

INTRODUCCION }

i Los carkohidratos constituyen un grupo de campuestos que desempenan - I
(i papeles estructurales y funciocnales, asi como tambien son la principal fuente 1
il | de carbono y energfa para los organismos heterStrofos. Quimicamente, son con |
‘ | siderados camo aldehidos 6 cetonas polihidroxiladas 6 productos derivados de ‘
|
|
|

il ellos por reacciones de oxidacién, reduccibn, esterificacifn, sustitucién 6 - il
‘ polimerizacién.

\

}]‘ Existen diferentes tipos de reacciones quimicas que nos permiten de—- i
I terminar cualitativamente la presencia de carbohidratos (monosacdridos, oligo ‘
| / sacdridos 6 polisacdridos). Estas reacciones se basan, por ejeamwlo, en la re- |
p ’ duccibén del cobre y la oxidacién simultédnea del azficar con el Reactivo de Fe- - 1‘1
il o hling; y asf como &sta existen variadas formas de identificar la naturaleza -

m Il quimica de un carbohidrato.
|

r OBJETIVO

E Observar el comportamiento de una serie de carbohidratos al someter—
p los a varias pruebas cualitativas. Y basados en estas observaciones identifi-
it car el o los carbchidratos presentes en una solucién desconocida.

1I ‘ FUNDAMENTO | it

PRUEBA DE MOLISCH: Esta prueba se basa en la accifén hidrolizante y deshidratan
‘ te del &cido sulfirico concentrado scbre los carbohidratos. En esta prueba el
Il acido fuerte cataliza la hidr6lisis de cualquier enlace glucosfdico presente-
};&i i en la muestra y la deshidratacién de los monosacéridos resultantes para for—-
(|4

) mar furfural (pentosas) 6 hidroximetilfurfural (hexosas). Estos furfurales -
se condensan con el alfa-naftol del Reactivo de Molisch, y originan un produc
' to de color violeta. Esta prueba es para identificar azficares en general.

|
\
| PRUEBA DE LUGOL: Se basa en la formacién de un camplejo entre el iSn I, y la
; molécula de amilosa del almidén; la cual tiene una conformacién helicoidal. -
Al introducirse el I3~ dentro de la h&lice, nos forma un producto de condensg
| | cién color azul 6 negra dependiendo de la concentracibén del azficar. Otros po-
i ! ‘ lisaciridos como la amilopectina producen un color pfirpura rojizo, y el gluct
\
|
|

‘ geno un color pardo rojizo.

PRUEBA DE BARFOED: Nos permite distinguir monosaciridos de disacgridos. Los
monosacaridos reducen ripidamente en un tiempo de 2 minutos al Cu 2 del reac
tivo de Barfoed a Cu' el cual precipita como CuyO de color rojo en solucién -

| dcido debil. En cambio, los disac8ridos reducen el Cu+2 en un tiempo mayor,
! - generalmente de 7 a 12 minutos.
\




PRUEBA DE SELLIWANCF: Es una reaccifn coloreada que nos permite identificar -
Tas cetosas. En solucién de HCl1l concentrado, las cetosas son deshidratadas -
mas rdpidamente que las aldosas produciendo derivados del furfural. Estos caom
puestos forman camplejos con el resorcinol presente en el reactivo de Selliwa
nof, produciendo un color rojo cereza. . !

En las condiciones en las que se efectGa el ensayo, todas las ceto
sas que puedan estar unidas por enlaces glucosidicos, quedarén en libertad vy
darén una reaccién positiva camo ocurre con el residuo de fructosa derivado -

de la sacarosa.

PRUERA DE BIAL: Es una reaccién coloreada espec{fica para pentosas y ciertos
&cidos urbnicos que se descamponen al calentarse con dcidos fuertes formando-
pentosas.

Bajo condiciones cuidadosamente controladas de temperatura, tiempo
y concentracién de HC1l, las pentosas son rdpidamente convertidas a furfural,
mientras que el hidroximetilfurfural se genera a partir de las hexosas presen
tes. En presencia del i6n férrico (Fet3) y orcinol (5- metil resorcinol), -
el furfural se condensa répidamente para producir un complejo de color verde
al calentar.

PRUEBA DEL ACIDO MUCICO : Esta prueba permite diferenciar la galactosa de las
demd3s aldohexosas por rommacidén de un &cido sacdrico que es el &cido mfcico.

El &cido sacirico cristalino es insoluble en &cido nitrico dilufdo.

El &cido nitrico concentrado oxida los dos carbones terminales de-
las aldohexosas formando los correspondientes 8cidos sacfricos. En general,-
los 4cidos sacdricos son solubles en dcido nftrico dilufdo, pero el &cido md
cico es insoluble en estas condiciones, por lo que precipita camo cristales -
transparentes si la solucién se enfria rfpidamente.

PRUEBA DE IAS OSAZONAS: Este ensayo se basa en que los azficares reductores se
condensan con reactivos camo—- la fenilhidracina en frio formando una fenilhi-
drazona. A 100°C y en presencia de un exceso de fenilhidracina, se lleva a -
cabo otro tipo de reaccién en donde participan los &tomos de carbono 2 de las
aldosas y los atomos del carbono 1 en las cetosas, dando lugar a la formacin
de una osazona como se ilustra enseguida:

CHO CH = N~ NH- C
: 65

= = e +
CHH  +  HN - N - CgH > (‘JHOH H,0
R FENIIHIDRACTNA R

ALDOSA FENITHIDRAZONA
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CH:N-NH-CGHS CH =N- NH- CGHS

H i ——— = -
('3 ICH HZN-NH—C6H5 === C'i N- NH--CsH5 + C6H5 NH2 2 NH3
R R
FENTTHTDRAZONA OSAZONA

Algunos cristales de osazona presentan una forma lo suficiéntemente-—
diferenciada para identificar al carbochidrato del cual provienen. Asimismo, el
tiempo de formacidn de la osazona es diferente para cada az@car, y su punto de
fusién es especifico.,

Los carbohidratos camo la fructosa y la glucosa, forman la misma osa-

zona debido a su arreglo espacial semejante. ILa manosa no forma osazonas en -
solucién acupsa, pero en su lugar forma una fenilhidrazona insoluble.

MATERTAL POR EQUIPO DE CUATRO PERSONAS

21 tubos de ensaye de 18 x 150

1 vaso de precipitades de 300 ml

2 gradillas, 1 mechexro, 1 txipié y 1 tela de asbesto
1 agitador de vidrio

1 vidrio de reloj

2 pipetas de 10 ml

5 portaadbjetos

1 pinzas para tubos de ensaye

1 microscopio

REACTTIVOS

1.-REACTIVO DE MOLISCH: Disolver 10 gramos de alfa-naftol en 100 ml de etanol al95%

2.-REACTIVO DE LUGOL: Moler finamente en un mortero 50 gramos de yodo y 100 gramos
de yoduro de potasio. Disolver con agua destilada y aforar a un litro.

3.-REACTIVO DE BARFOED: Disolver 13.3 gramos de acetato clprico con 200 ml de agua
y filtrar si es necesario. Aniadir 1.9 ml de acido acético concentrado.

4 ,~REACTIVO DE BIAL: Disolver 1.5 gramos de orcinol en 500 ml de HCl concentrado, y
anadir de 20 a 30 gotas de una solucibén acuosa de FeCl, al 10%.

5.-REACTIVO DE SELLIWANCFF: Disolver 0.05 gramos de resoréinol en 100 ml de Acido -
Clorhidrico 6M.

6.- FeCl., al 10%: Disolver 10 gramos de FeCl, en 100 ml de agua y adicionar unas -
gotas~de acido clorhidrico concentrado pafa asegurar la solubilizacibn del -
FeCl,.

7.-Acidd Sulffrico Concentrado

8.-Acido Nitrico concentrado

9.-Acido Clorhidrico concentrado

10- 0.4 gramos de clorhidrato de fenilhidracina

11- 0.6 gramos de acetato de sodio

12.-Soluciones al 1% de los carbohidratos a prueba.
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PARTE EXPERTMENTAL

Con todas las soluciones de carbohidratos proporcionadas realizar los siquien
tes ensayos:

1.- PRUEBA DE MOLISCH: Coloque una serie de tubos de ensaye de 18 x 150 en una
gradilla, y a cada uno de ellos anddales 2 ml de las soluciones a prueba.
Enseguida adicione 5 gotas del Reactivo de Molisch y agite. ILuego incline
cada tubo y deposite cuidadosamente por las paredes del tubo 2 ml de &ci-
do sulffrico concentrado. No agite.

OBSERVE SI HAY FORMACION DE UN ANILIO COLOREADO EN IA INTERFASE,Y -
DE SER ASI ANOTE EL COLOR DEL MISMD.,

2.~ PRUEBA DEL LUGOL: Transfiera 2 ml de cada una de las soluciones a prueba -
a una serie de tubos de ensaye de 18 x 150. Acidifique las muestras con 5
gotas de &cido clorhfdrico 1M. Después de mezclar adicione 1 gota de lugol
y agite.
OBSERVE Y ANOTE EL COLOR DESARROLIADO,

3.- PRUEBA DE BARFOED: Coloque 5 ml del Reactivo de Barfoed en una serie de tu
bos de ensaye, luego afiada 1 ml de los carbohidratos a prueba a cada uno -
ellos. Caliente los tubos en un bano de agua hirviendo durante 2 minutos.
Saque sus tubos, déjelos reposar 3 minutos .

OBSERVE SI HAY FORMACION DE UN PRECIPITADO Y SU COLOR. ANOTE.

4.- PRUEBA DE BIAL: Prepare una serie de tubos de ensaye conteniendo 5 ml del-
Reactivo de Bial. Adicione 2 ml de la solucién de carbohidrato, mezcle vy
caliente suavemente las soluciones en un mechero hasta que las primeras -
burbujas alcancen la superficie.

ANOTE EL COIOR QUE TOMA IA SOLUCION EN CADA CASO.

5.- PRUEBA DE SELLIWANOFF: En una serie de tubos de ensaye coloque 2 ml del -
Reactivo de Selliwanoff y adicione a cada uno 0.5 ml de las diferentes solu
ciones de azficar. Mezcle bien. Introduzca los tubos en un bafio de agua -
hirviendo durante 1 minuto.
REPORTE SUS OBSERVACIONES

6.~ PREPARACION DE OSAZONAS: CADA EQUIPO TRABAJARA SOLAMENTE CON UNA SOLUCION
DE AZUCAR, PERO DEBERA DIBUJAR I0S CRISTALES DE OSAZONAS OBTENIDOS POR SUS
COMPANEROS .

Acidifique 5 ml de la solucién de carbohidrato con 10 gotas de &ci-
do acético glacial, y adicione 3 gotas de fenilhidracina (6 0.4 gramos de
clorhidrato de fenilhidracina), y una pequena porcién de acetato de sodio
s6lido.

~ Disuelva con agitacién y caliente en bano de agua hirviente durante
5 minutos. Enfrie los tubos y observe los cristales formados al microsco-
pio. :
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7.- PRUEBA DEL ACIDO MUCICO; ESTA PRUEBA SE EFECTUARA SOIAMENTE CON SOLUCIONES (
DE GAIACTOSA AL 3% Y TACTOSA AL 3%, 'l

|
. Coloque 5 ml de las soluciones mencionadas en dos tubos de ensaye de 1‘
18 x 150, agrégueles 2 ml de Scido nitrico concentrade, mezcle, y caliente ‘
los tubos en bafo de agua hirviente durante 60 a 90 minutos, con agitacidn !
ccasional para eliminar el gas amarillo generado. Finalmente, introduzca- |
los tubos en bafic de hielo induciendo la cristalizacién rasparvlo las pare
des internas de los tubos con una varilla de vidrio. -

OBSERVE AL MICROSCOPIO LOS CRISTALES FORMADOS, Y DIEUJEIOS. it

1
i
EelLIDoe ~ ‘i

. 1.- PRUEBA DE MOLISCH: En la siguiente tabla registre sus resultados bl
| Mt
o o .““E ‘1
REACCTON ST il |
F' SOLUCION : rigonn )
. . I 3 i
W 6 A OBSERVACICNE, | !
= 5 21 etk
| il
il
- [l
\ \
] | ﬁ
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2.- PRUEBA DEL IUGOL: Anote sus observaciones

OBSERVACIONES

REACCION
(+) 6 (=)

SOLUCION

3.-PRUEBA DE BIAL: Registre sus resultados enseguida:

OBSERVACIONES

=)

REACCION
(+) 6

SOLUCIONES




|
N
7

4.-PRUEBA DE BARFCED: Escriba sus observaciones

OBSERVACIONES

. REACCION
(£ 6 (=)

SOLUCIONES

5.- PRUERA DE SELLIWANOFF: Tabule sus dbservaciones enseguida:

OBSERVACIONES

REACCION
6 (-

(+)

SOLUCIONES

———— ST S -
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CONSIDERACION IO OCURRIDO CON IAS SOLUCIONES A PRUEBR Y CON EL AZU

CAR PRCBLEMA.

=34=
DISCUSION: DISCUTA POR SEPARADO CADA UNA DE IAS PRUEBAS REALIZADAS TOMANDC EN-

¢(CUAL FUE EL CARBOHIDRATO PRESENTE EN SU SOLUCION PROBLEMA?

CONCIUSIONES
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CROMATOGRAFIA EN PAPEL DE CARBOHIDRATOS

INTRODUCCION

Entre los métodos cualitativos y cuantitativos para determinacifn de -
carbohidratos, se encuentra la cromatograffa. Esta técnica es de considerable
importancia ya que su efectividad radica en hacer separaciones de sustancias -
micho muy semejantes entre si estructuralmente, como son los isfémeros y los -
estereoisémeros; asi camo separar sustancias diferentes.

la cromatograffa se define camo un método de an&lisis adecuado para la
separacién de los componentes de una muestra por percolacién de un liquido so-
bre un material poroso (papel) 6 finamente dividido (sflica gel), produciendo-
se asf un intercambio entre las fases. De esta forma, los constituyentes de -
la mezcla se separar&n debido a la diferencia en sus velocidades de migracidn.

Se conocen distintos tipos de cramatografia:

a)DE ADSORCION: Equilibrio entre un s8lido ‘adsorbente y una solucién
b)DE PARTICION: Particién entre dos solventes § entre un gas y un solvente
c)DE INTERCAMBIO IONICO: Utilizando resinas intercambiadoras de cationes O de

aniones, y un eluente.

Para identificar las sustancias en el papel, se ha introducide una -
relacién conocida como "Rf" & Relacibn de Frentes, que €s una relacién entre
la distancia recorrida por una sustancia y la distancia migrada por el sol
vente. El Rf es un valor caracteristico de cada campuesto, y depende tanto -
del solvente utilizado camo de las condiciones empleadas para la cromatogra—

fia.

OBJETIVO

Pretendemos en este experimento aprender el procedimiento para traba-
jar la técnica de cromatografia en papel, y al mismo tiempo identificar €l &
los azficares presentes en una muestra que les ser& proporcionada. Se emplea-
r4 la cromatografia descendente y ascendente para tal propdsito.

FONTRMETG

La cromatograffa consiste en efectuar una particién de la muestra (en
este caso carbohidratos), en dos fases,; la fase estacionaria que es el papel
y la fase m6vil que es eluente donde se desarrolla el cromatograma.

El agua del solvente forma camplejos con las fibras de celulosa del -
papel ; y a estos camplejos formados se pueden unir los azficares mediante --
interacoiones no covalentes como son los puentes de hidr6geno, fuerzas de Van
der Waals & intercambio de iones. A este procesOse le considera Adsorcibn, -
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por este motivo en la cromatograffa en papel intervienen dos fenfmenos, la -
adsorcién X, la particién.

Ia fase m6vil migra por capilaridad scbre la fase estacionaria, se
parando los componentes de la muestra. Una vez que &sto ha terminado, se ut.g
liza un revelador apropiado, que reacciona especiflcanente con los azﬁCares
poniéndolos de manifiesto en forma coloreada, obteniéndose de esta manera un

cromatograma.

MATERTAL POR EQUIPO DE 4 PERSONAS

6 tubos de ensaye de 13 x 100
1 gradilla

6 tubos capilares etiquetados
Cuba para cromatografia
Atcomizador

Papel Whatman No. 1

Iapiz, regla e Hilo

Cinta Scotch

REACTTVOS

1.-SOLUCIONES al 1% DE DIFERENTES AZUCARES: Pesar 1 gramo del azdcar, y di-
solverlo en 100 ml de agua destilada.

2.-ELUENTES RECOMENDADOS: Mezcle las partes indicadas de los componentes:

a)Butanol: Acético: Agua (4: 1: 5 )
b) Isopropanol: Acético: Aqua  (3: 1: 1)
c)Butanol: Piridina: Aqua

d)Cloroformo: Ac&tico: Agua (30: 35: 5)

3.-REVELADORES :
a)Disolver 0.1 ml de anilina (6 0,93 gramos), y 1.7 gramos -
de &cido ftdlico en 100 ml de butanol. Calentar a 100°C
por 10 minutos y dejar enfriar.

b)Mezclar 80 ml de solucién I, y 20 ml de Solucién IT
SOLUCION I: NaIO, al 2% : Disolver 2 gramos de peryodato
de sodio en 100 ml de agua

SOLUCION II: KMnO4 al 1% en Na CO al 2%: Disolver 1 gramo
de permanganato de pogaslo en 100 ml de carbo-
nato de sodio al 2% el cual previamente se pre

pard disolviendo 2 gramos de Na,CO, en 100 ml
de agua.
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PARTE EXPERTMENTAL

PARA LA CROMATOGRAFIA ASCENDENTE :
1.-Corte el papel Whatman no. 1 en un cuadro de 25 cm x 25 am

2.-A 2.5 am del margen de uno de los lados, trazar con el 18piz una delgada -

linea tranversal, y marcar 6 puntos separados entre sf por una distancia
de 3.5 am.

3.-A 4 am de la parte superior de la hoja, trace otra lfnea horizontal, la
cual nos indicard la distancia hasta donde deberd migrar el solvente.

PARA IA CROMATOGRAFIA DESCENDENTE :
1.Corte la hoja de papel Whatman No. 1 en un recténgulo de 25 am x 50 cm

2.- Con un ldpiz trazar 3 lineas horizontales separadas por una distancia de
2.5 an , y en la tercera linea colocar 6 puntos equidistantes.

UNA VEZ HECHO 1O ANTERIOR, LOS CROMATOGRAMAS DEBERAN APARECER COMO SE MUESTRA
EN LA SIGUIENTE FIGURA; Y LUEGO CONTINUE CON LOS SIGUIENTES PASOS PARA AMBOS
CASCS.

- o -0 o

CROMATOGRAFTA CROMATOGRAFTA
ASCENDENTE DESCENDENTE

I.-Sobre cada uno de los puntos coloque 5 gotas de las soluciones de carbohi-
dratos utilizando un capilar para cada az@car. Antes de aplicar la gota si
guiente, espere que la anterior se haya secado. El tamano de la gota debe

ser pequefio por lo que se debe evitar que la gota tome un didmetro muy gran

de. En cada ocasibén que aplique su muestra, limpie la punta del capil

II.-En una cuba para cromatografia ascendente, colocar 100 ml del eluente uti
lizado, y tdpela herméticamente, dejdndola en estas condiciones durante 15
minutos para saturar la atmosfera interna.

Para la cromatografia descendente,deposite eluente en la tapa de una ca-
ja de petri colocada en el fondo de la cuba, tape herméticamente y deje -
saturar como se indicé anteriormente.




I ca el papel para la cromatograffa ascendente dentro de la cuba respecti-
e j va, doblando la parte superior y sosteniendo el doblez con un hilo suje-
‘i tado con cinta scotch a la cuba. Tenga cuidado de que el eluente no lle i
i gue a la linea trazada con el 14piz en el momento de introducir el papel. i

dicaciones del instructor, coléquela en el recepticulo especial, adapte- !
las varillas de vidrio, y adicione cuidadosamente el eluente. il

1
\

i

‘ Ia hoja para cromatograffa descendente déblela siguiendo las in-

‘ |

IV.- Deje migrar el eluente durante varias horas, luego saque el papel, séque w

|

J i

‘ \
‘ ‘ III.-Cuando termine de colocar los estandares y la muestra problema, introduz ‘
|

|

|

|

|

| 1\

;\‘ lo a temperatura ambiente. il
‘\

r V.- Una vez que el papel esté& seco rocfelo con el revelador, dejelo secar, y— ‘ ‘
| coloquelo en una estufa a 80°C durante 15 minutos.

|
| |
! VI.-Cuando se utiliza el revelador de anilina, los azficares aparecen con man- it
‘ ' chas café oscuras, que deberdn ser dellneados por los mirgenes con un 14 ,
! piz , colocando un punto en el centro de cada mancha. Cuando se emplea il
] el revelador de Peryodato-Permanganato, los carbohidratos aparecen camo- il
manchas amarillas sobre un fondo rosado. il

r

|

' VII.-Mida la distancia desde el orfgen hasta el frente del solvente, y las —-
distancias entre el orfigen y el centro de cada mancha. Determine el Rf -
con la férmula que se di enseguida. y regfstrelos en la tabla que apare- ‘
ce en la secci6n de resultados. gty

i = B e =

|
Rf _ Distancia desde el punto de partida al centro de la mancha ‘5.‘?‘!
Distancia desde el punto de partida hasta el frente del eluente il
|

VIII.-Adjunte el cramatograma , o en su defecto fotocopielo y adjunte la copia ', (
con su reporte. I

—

i ! RESULTADOS i

\
l i  1.-UTTLICE IA SIGUIENTE TABIA PARA ANOTAR SUS DATOS: (!
| i
|
I

r Distancia recorrida por: centimetros i

It ELUENTE |
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I 2.-Con los datos anteriores, y utilizando la fé&rmula citada, cdlcule los Rf ‘
. de los estandares y de la muestra. |l
.
!‘ |
|
|
| |
i
“\ ‘
il
il |
i
il
| ‘:‘
" 5 |
il
i
it
‘r !l;
|
i
,E\x|
i ‘1‘11
3.-En la siguiente tabla anote los Rf calculados Hii,
{ !
AZUCAR RE ' ?'J
I
‘ ‘:
| c 1“;
| i
. l.v
|
il il
1:3 |
“r ’1 “\
Il i
| il
1 I 4.-Comparando los Rf de los carbohidratos patrén con los Rf presentados por las ‘
\ I { : manchas- desarrolladas por la solucién problema, indique ¢cudles azlicares es-
i; ' taban en su muestra? |
|
J‘ | l‘“ I\I
'[ | | ‘
ll \{‘3
i it
\ | |
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POLARTMETRTA Y MUTARROTACION DE CARBOHIDRATOS

oy I

La mayorfia de los carbohidratos con excepcion de la dihidroxiacetona, Il |
presentan isameria fptica. Los is@meros Spticos 6 enantifmeros poseen la mis ‘ ‘
ma férmula molecular, la misma estructura, pero difieren en su configuracién f

es decir, en la disposicién espacial de los grupos sustituyentes en cada &to
mo de carbono asimétrico. =

bono asimétricos en la molecula de azficar; consider&ndose como centro asimé— i
trico aquel &tamo de carbono cuyas cuatro valencias estén ocupadas por radi-
cales quimicos diferentes. Asi, un enantiémero adopta un determinado arre—- |
glo espacial, mientras que su is@mero &ptico tendrd una estructura similar a g

Este tipo de estereoisomerfa se debe a la presencia de 4tomos de car- I
I

] la de su imagen especular. El par enantiomSrfico compartiri las mismas pro- il
\
|

piedades fisicas y quimicas, pero diferir&n en la capacidad de rotar el pla- i
no de la luz polarizada, ya que uno de ellos girard el plano de luz en el - f
sentido de las manecillas del reloj, mientras que el otro lo hard en contra
de las mencillas del reloj. El primero se considera dextrfgiro 6 dextrorota L
torio y el ltimo levogiro 6 levorrotarorio. & (U

Ia rotacién del plano de luz polarizada es especifica del azficar, y-
esto se puede demostrar y medir con el polarfmetro . La polarimetrfa nos per il
mite de esta manera la identificacién de un carbohidrato asi como el cdlculo ‘

de la concentracibn de un azficar en solucién conociendo su rotacin especifi
ca.

Cuando se desea identificar un carbohidrato, es conveniente determi- “-
nar la rotacién especifica al momento de disolver la sustancia y después de .
cierto tiempo ya que los glGcidos presentan un cambio gradual en la rotacién M’
de la luz, fenfmeno conocido como mutarrotacién. ‘Mu

Determinar el poder rotatorio de una solucién de carbchidrato, y com

. gErmw | |
| |
| | ﬁ probar que este valor se modifica después de un cierto tiempo de reposo. r

|

i | FUNDAMENTO iy

AR La rotacién especifica se define camo la rotacién de la luz monocro- | ‘
{1l mitica causada por una solucién &Spticamente activa que contiene un gramo de -

: \ soluto por mililitro, en un tubo de polarfmetro de 1 decfmetro de longitud, a i
il ) una temperatura dada, camunmente 20°C, i
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El grado de giro de la luz polarizada, es proporcional a tres facto- : \
res importantes que son a) el nfimero de moléculas asimétricas, es decir, a - ‘
la concentracién del azGcar Spticamente activo en la disolucién; b)a la lon- (i ‘
gitud del tubo del polarfmetro, que representa el trayecto recorrido por la ‘ :

luz; y también por c)la longitud de onda de la luz polarizada, generalmente ,
589 nm.

El poder rotatorio especifico, y el &ngulo de giro de la luz polari- Ll
zada se encuentran relacionados mediante la siquiente ecuacién: ' i

| o - ) —— i

D Tt c i

donde: [d] = &ngulo de giro determinado experimentalmente ;
temperatura, generalmente 20°C I
longitud de onda de la luz de sodio (589 rm) “‘!
longitud del tubo del polarimetro (en decfmetros) |

concentracién en gramos/ml il

Q~OHA
|| I |

La mutarrotacién presentada por los carbohidratos, es la interconver 'i
sién de alfa anfmeros y beta andmeros, mediada por la forma no cfclica del = il
azlicar, el cual se refleja en el cambio de rotacibn especifica que sufre una \
solucibén de azGcar al pasar el tiempo. Este fenfmeno ocurre debido a la for’ il
macién de hemiacetales intramoleculares ciclicos, que generan un nuevo cen—-— it
] tro asimétrico (el carbono del grupo carbonilo) el cual puede ahora adoptar il
un arreglo espacial diferente en el medio acuoso donde se encuentra el azfcar.

: El fenfmeno de mutarrotacién es manifestado solamente por azdcares- L"T’t‘
F caro las aldopentosas, aldohexosas, cetchexosas, dado que son las fmicas mo- Il
léculas aue pueden adoptar conformaciones ciclicas estables. En la figura, -
se ilustra la interconversién de los anfSmeros de la glucosa, cuando se alcan ‘}
I . za el equilibrio entre las tres formas del carbohidrato, entonces la solu— I
l ¥ cién adopta una rotacién especifica definitiva. i

I ey

H

il H /

1 ~e -C=0 HO\C——--W

| ' 2 ' '
“ H - C- OH H -C- OH H - C- CH ‘
| ' t
\
\

LA HO -C- H > H0C-H —> H-C-H O

‘ ‘ . t g 1 - ' <~ L

H-C - OH H - C- OH H ~-C- OH
]

Il C H-C- oH C
1 '

CH OH dion CH20H | i
ALFA-D-GLUCOSA D-GEUO0SA BETA-D-GLUCOSA ! [ l | ‘
|
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] i MATERTAL POR EQUIPO DE CUATRO PERSONAS

1 1 matraz de aforacién de 25 ml
‘ 1 pipeta de 5 ml

1 probeta graduada
lx 1 piceta con agua destilada

1 espd-tula acanalada
Balanza granataria
Papel encerado para pesar
“. 1 frasco Gerber limpio etiquetado
Kleenex

PARTE EXPERTMENTAL,

1.- Encienda el polarimetro durante 10 minutos, siguiendo las instrucciones - ‘{
del profesor.

. 2.- Calibre a cero su aparato antes de efectuar su experimento, para ello, la I
ve la celda con agua destilada, y luego llene el tubo con agua destilada, ;\ P‘
cuidando de que no se queden burbujas de aire atrapadas. Lleve el tubo al Al
polarimetro y ajuste a cero girando el analizador hasta cbservar por el - il

: ocular que las dos mitades del circulo cbservado, tengan la misma lumino it

Il sidad. - il

. 3.- Una vez hecho el ajuste, vacie la celda y séquela. Mientras esto ocurre,- i
efectue RAPIDAMENTE las siguientes operaciones. I

4.~ Pese 2.5 gramos del azficar y transfiéralo cuidadosamente a un matraz de -
aforacién de 25 ml procurando que no se le tire.

5.- Adicione 15 ml de agua destilada, y disuelva répidamente. Ensequida afore
hasta la marca y mezcle vigorosamente.
[ deified
I 6.- Con esta solucibén ee carbohidrato llene el tubo del polarfmetro, procuran ‘ l

do que el liquido forme un menisco sobre la superficie del tubo, con el = .
1 fin de que al cerrar la celda se evite la formacién de burbujas. ]\

7.- Hacer la lectura lo m&s rdpido posible y anStela en su manual.

8.- Al terminar guarde la solucién de azficar en un frasco limpio y etiquetado (e
debidamente. A las 24 horas determine nuevamente la rotacién especffica, il

tal y camo lo hizo : durant e este experimento. ‘

9.~ Los tubos del 'polarimetro deben ser lavados con agua destilada después de i
cada operacifn, y el aparato debe de apagarse. , y\l\
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‘ |
ITI.-Utilizando la férmula dada anteriormente, calcule la Rotacién Especifica } |
I inicial y final de su muestra.

i

. v
': ‘ . IV.-Después de haber cbtenido matemdticamente la rotacién especifica del azficar

‘ ‘ problema, anote en la siguiente tabla dicho valor, acampanado de los valo- i 141
i:‘ : res respectivos para los azucares trabajados por los diferentes ecquipos. ‘ il
bl | :
il |

‘2' '; | | i \'
"! S Rotacién Especifica Rotacién Especifica | ! }
i 1 inicial final [
' ‘ [ |
| | '\| I
| *
!

| V.-Investiga en la literatura las rotaciones especificas de las formas alfa y -
“‘ r beta. y de la mezcla en equilibrio para cada uno de los azficares que se uti-
} lizaron en este experimento, y registralos en la tabla siguiente

Variedad Variedad Mezcla en
l RZUCERE alfa beta equilibrio
\ :
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\ _ DETERMINACION DE AZUCARES TOTALES POR EL METODO DE LA ANTRONA ' ‘
1

INTRODUCCION

|
Uno de los métodos més comurmente usados para cuantificar azGcares 4
’ totales es el de la Antrona (Dimler y col. 1952). Este procedimiento nos — 1
| permite determinar cuantitativamente hexosas, aldopentosas, acidos urénicos
4 ya sea en forma libre o formando parte de polisacdridos. Para que la medi-
cibn sea digna de confianza, deben controlarse cuidadosamente las concentra
[“ ciones de antrona y de &cido en el reactivo asi como el tiempo y la tempera
1 tura de reaccién. Es aconsejable que la muestra se encuentre libre de - —
i

| groteinas ricas en triptofano para evitar interferencias en la reaccién co I
I orida. iy

1. OBJETIVO |
i .

| Pretendemos en este experimento estimar cuantitativamente la pre—— I
sencia de azficares en diferentes muestras problemas.

e

DA

T

—

} En presencia del &cido sulffirico del Reactivo de Antrona, los carbo i

[ hidratos experimentan deshidratacibn convirtiéndose en furfural 6 hidroxime i
g‘ | tilfurfural. Estos productos pueden condensarse con aminas aromiticas, fe- Il

f noles, antrona, etc; produciendo compuestos coloreados. Ia formacién del - ;

1

i

_ furfural 6 sus derivados acomplejados con estas sustancias puede utilizarse F
“}. i camo método cualitativo 6 cuantitativo para estimar azdcares, ya que la in- it
16 B ‘ tensidad de color desarrollado durante la condensacifn va a estar en funcidn i;‘
it de la concentracién de carbohidrato presente en la muestra. It
‘

Hemos de mencionar, que los polisacdridos por accidn del &cido son ‘
primeramente hidrolizados a monosacdridos los cuales se deshidratan forman- ﬁ[
do furfural & hidroximetilfurfural; &stos ulteriormente se-condensan con la
antrona generando complejos coloreados. ‘

‘ La cuantificacidn de azficares se hace en base al color desarrolla- it

‘ do por la muestra, utilizando espectrofotémetros & fotocolorimetros para de
\ terminar la intensidad o la energia de la luz que ha pasado a través de 1a \
| celda & tubo de fotocolorimetro conteniendo la solucién coloreada. Para es— ‘
| ta determinacién. se debe fijar un valor de longitud de onda gue es donde el |

I ' camplejo colorido muestra su méxima absorcién, y ademis disponer de un blan

“ ‘ Co para calibrar el aparato, esta solucidén solamente contiene agua destila- ‘
} da y reactivo de antrona sometido al protocolo indicado.
\
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I 1 Ia cantidad de luz que absorbe la muestra se denamona ABSORBANCIA, i
i ‘ y la luz que pas6 a través de la solucién se llama TRANSMITANCIA. Existe una I
férmala que nos relaciona a ambas: H“

\
| A=-1ogT ' I
‘; ‘ "
Il
!u‘ | \ | ] [[
i | e —1 i
;i‘ | | | antilog A !,»I
i ' |
1;‘, - ||
i | W ‘ . ' Para cuantificar la cantidad de azficar presente en una muestra, - il
._ : primeramente se.prepara una curva de calibracién con los valores de absorban |
\ :’ cia mostrados por distintas soluciones de concentracion conocida. Estos valo J‘ :
| res se ajustan a una recta usando Regresifén Lineal, y con la ecuacién de la | ‘
I i' recta se determina la concentracién de azficar segfin haya sido el valor de - | il
; 4l absorbancia que mostr6.
o8 ‘\‘ |
1“ i MATERIAL POR BQUIPO DE CUATRO PERSONAS it
Th : it
j? Espectrofotfmetro 6 Fotocolorfmetro equipado con filtro rojo i
t‘ Celdas para espectrofotfmetro 6 fotocolorimetro il
i | 15 tubos de ensaye de 18 x 150 |
n.‘ | 1 mechero, tripie, tela de asbesto it
i 1 vaso de precipitados de 600 ml il |
1 vaso de precipitados de 1 litro il
2 pipetas de 10 ml ' [1H{H
| 2 pipetas de 1 ml }J';‘*
15 canicas ‘;M
T 1 gradilla i
pinzas para tubo de ensaye fillet
Hielo J i
Kleenex Y
f |
| mecves il

‘ 1.- ANTRONA AL 0.2% EN ACIDO SULFURICO CONCENTRADO: En 50 ml de &cido sulfg
e rico .concentrado y frio disolver poco a poco y con agitacién 0.2 gramos |
; de antrona; -y luego aforar a 100 ml con el &cido. La solucibn se debe - |
i ¢ guardar en un frasco oscuro y bajo refrigeracidn. ;

2.- SOLUCION PATRON DE GIUCOSA 100 mg/litro: Disolver 0.100 gramos de gluco |
sa en 50 ml de agua destilada y luego aforar a 1 litro con agua. Guar— I
dar en refrigeracifn. -

\

\
‘ 3.-SOLUCION PROBLEMA:Preparar soluciones apropiadas usando agua destilada - ‘
i camo diluyente. |




PARTE EXPERIMENTAL ‘:l
| 3 ;

| I.-CURVA DE CALIBRACICN

(I dos dgl l al 6 adicione los volumenes de glucosa y agua indicados en la ta ;‘q
' 1 bla siguiente, y mezcle. En los tubos 7 y 8 transfiera su muestra apropi_E_

\

1

\ ’ 1.-En una gradilla coloque 8 tubos de ensaye de 18 x 150. A los tubos numera- |
|

; damente diluida. LLEVE TODOS LOS TUBOS A UN BANO DE HIELO DURANTE 10 MINU=

|

I | TOS. }'
i |
}] ‘ Tubo Concentracién ml de Glucosa ml. de agua "':]‘
\ ) No. ug/ml 100 mg/ml destilada ' ;
I J
11— l : = X
li | 2 10 0.2 1.8 |
I 3 20 0.4 1.6

4 30 0.6 1.4

5 40 0.8 1.2

6 50 1.0 1.0

7 - 2 ml de muestra 0 |

8 - 1 ml de muestra 1.0 |

i
2.-Una vez que todos los tubos estén bien frios, adicioneles 4 ml de Antrona nk
a cada uno; para agregarla incline el tubo y por las paredes internas del ,}
tubo deje fluir lentamente la antrona de manera que el reactivo se estra- fit
tifique debiendo aparecer una capa inferior amarilla Y una superior blan iy
ca lechosa. DESCARTE AQUELIOS TUBOS DONDE NO SE SEPARARON IAS CAPAS O =

QUE SE HAYAN TORNADO VERDES.

3.-Despues de adicionar la antrona, todos los tubos debersn permanecer en el
bano de hielo durante 5 minutos.

4.-Ensequida, agite vigorosamente cada tubo en un vdrtex, de manera que se -
‘ mezclen perfectamente las dos capas y la solucién adquiera un color amari
(e llohamgéneo.DESHJESDEAGI’ERELTUBOREGRESEIOALBANODEHIELO.Eli:
| mine los tubos.que se tornen verdes.

5.-Cuando haya agitado todos los tubos, transfiéralos a un bafio de agua que- -;‘
‘ ya se encuentre hirviendo, y déjelos ahi durante 10 minutos. Para evitar I
i la evaporacién, tape la boca de los tubos de ensaye con una canica.

6.-Después de ese tiempo, saque los tubos del bafio de agua, y llévelos al ba I
I no de hielo para que se enfrien rapidamente. I
It
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7.- Cuando ya estén frios los tubos, pase al espectrofotémetro 6 fotocolo- \}“ ‘
rimetro para leer la.absorbancia de cada uno de ellos. Utilice los tu-

bos especiales de lectura que le serén proporcionados,fijando una lon—
gitud de onda de 640 rm. |

8.- Hay que ajustar primeramente a cero de absorbancia su aparato, para - l
ello emplee el contenido del tubo No. 1 que es su BLANCO. ‘

RESULTADOS

I.-UTILICE LA TABIA SIGUIENTE PARA REGISTRAR IAS LECTURAS DE SUS TUBOS

: |
Conﬁgﬁgiac16n ABSORBANCTA UNIDADES KLETT n

]

0 0 0
10
20
30
40
50

\
1
|
|
i

(ool UG I (o)W (& 2 I I~ O TN i G M i =

=
—_—

IT.-Anote los siguientes datos: Dilucién de la muestra: ' 7
Modelo del Aparato: i

it
ﬁ IIT.-Considerando camo X a la concentracién de los estindares y Y la absorban- ‘
cia 6 U.K. respectivas, trabaje estadfsticamente esos datos Camo se pide en ‘
la tabla siguiente:

X eU.K. (V)

0 0 0 0 0 I
10
20 I
30 i
40 i
50 |

Concentracién (ug/ml) | , Absorbancia X2 XY Y2 ;
|
|




a regresidn lineal, para obtener la ecuacién de la linea recta (Y= mx +b)
a la cual se ajustan sus datos. Calcule tambien la correlacién existente
entre ambas variables.

1
|
!
|
H k ; III.-Con las ecuaciones dadas enseguida, sameta sus resultados experimentales

\ | intersecto = b in}:Y—ZX XY pendiente =m N FXY -ZXZ Y
i } NEX2 - (2X)2 NEX2 - (£X )2
|
({1 :

11l ECUACION DE LA RECTA:
H | correlacior= r _ NEXY - EXZY Ve b
I
: 1
| | 9 2 9. 2 m = pendiente
| \l E\sz (2x) ][NZY (XY ] b = intersecto




|
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[

|

[

|

|

V.- OON LA ECUACION ANTERIOR CALCULE EL VALOR TEORICO DE (Y) CUANDO ¥=0 ug/ml |
Y CUBNDO X = 50 ug/ml f

Anota aqui tu resultado: Cuando X =
Cuando X =5

VII.- En la hoja de papel milim&trico construye una gréfica anotando en las -
abscisas la concentracién de las soluciones patrén, y en las ordenadas I
los valores de absorbancia 6 unidades klett. Coloca primeramente los - | I
puntos correspondientes a tus datos experimentales, y luego traza una - I
linea recta considerando los datos del inciso V., exclusivamente, A es l ‘ i

) ta 1linea se le llama: CURVA DE CALIBRACION [t

azlcar presente en tu muestra. Enseguida te damos ya la ecuacién despe-
jando X solamente sustituye tus datos:

| : X= Y-b b=intersecto; m=pendiente
m Y=es la absorbancia 6 U.K. mostrada por la

|
’ |
| VIII.-Con la ecuacién de la linea recta cbtenida, calcula la concentracién de liE [
solucién problema.
|
|

Il IX.-Da la concentracién de azlcar en ug/ml presente en tu muestra, consideran-
i do la dilucidn que hiciste:
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INTRODUCCION

Ios lipidos son sustancias no polares, précticamente insolubles en -
agua, pero solubles en disolventes grasos no polares camo el cloroformo, ben
ceno, etanol, metanol, etc. -

Estegrupodebiomoléculashanrecibidopocointerésporpartede-—
los investigadores, quizds en los problemas en su manejo atribuibles a la in
solubilidad en agua; pero desempefian una variedad de funciones de gran impor
tancia. : -

Los lipidos simples como los triglicé&eidos, funcionan como sustan——
cias de reserva; y las ceras realizan actividades de proteceién. los lfpidos
campuestos camo las lecitinas, cefalinas, étc; se cambinan con protefnas pa-
ra constituir la estructura de todas las membranas biolSgicas. ILfpidos deri
vados camo el colesterol es de gran importancia clfnica para el hambre, en =
cambio otros se desempefian como hormonas, sales biliares, vitaminas, étc.

Otro papel de importancia realizado por los lfpidos, es el de. propor -
cionar aislamiento fisico y témmico a los diferentes organos del cuerpo. -

La yema de huevo, el tejido cerebral y ciertas semillas son fuentes-
ricas en fosfolipidos y otros materiales lfpidicos. :

gt »
Utilizar camo fuente de lfpidos a la yema de huevo, y proceder a su-
extraccién y separacin considerando sus propiedades fisicoqufmicas. -

FUNDAMENTO

Los lipidos generalmente se encuentran enlazados a protefnas y poli-
sacdridos de los tejidos, formando camplejos con diferentes grados de estabi
lidad, por lo que para poder romper estos camplejos se requiere el empleo de
condicicnes de extraccifn capaces de desnaturalizar 6 separar las protefnas-

6 carbohidratos asociados con ellos. El etanol,por ejemplo, desnaturaliza -
proteinas y separa los camplejos de lipoproteinas.

Para realizar la extracci6n total de los lipidos, es camln el empleo
de metanol al 95%, etanol al 95% 6 de mezclas metanol:cloroformo (3:1) 6 -
etanol: eter (2:1). Es conveniente adaptar las condiciones de extraccién -
tanto al tipo de tejido empleado, asf cawo a la cantidad y naturaleza del 1%
pido deseado.

. la separacién de los lipidos basada en sus diferencias de solubili
dad,son desafortunadamente casi siempre, parcialmente satisfactoria, debido
a que la solubilidad de los constituyentes de las mezclas de lipidos son bas
tante diferentes a las de los lipidos purcs.
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Para la separacién de las lecitinas de la solucifn eterea, se utili
zard acetona, ya que las lecitinas, cefalinas y esfingolfpidos son solubles™
en éter, etanol 6 cloroformo, pero insolubles en acetona, y por este motivo-
precipitan de la solucién.

Otros lipidos simples se separar&n por saponificacién con hidréxido
de potasio, formando JABONES. En la porcifén eterea resultante se va a sepa
rar el COLESTEROL, ya que &ste no es material saponificable. Para su aisla—
miento se eliminard el eter por evaporacién.

La identificacién del colesterol se hace generalmente realizando —

lasPruebasdeSalkowskivlademebeman—Burchaxd, cuyo fundamentos son -
los siguientes:

FRUESA DE SATKOWSKI: Cuando a las soluciones clorofdmmicas de colesterol se-

+ les adiciona un volumen igual de acido sulffrico cancentrado, y se mezclan -

suavemente, se desarrolla un color rojo caracteristico en la capa clorofdrm:
ca. Aungue el mecanismo exacto de la reaccién y la naturaleza del producto-
coloreado no se han precisado, se propone que el color resulta de la forma——
ci6n de dobles enlaces adicionales o bien a partir de la conde-nsacién de 2
moléculas de colesterol para formar biesteroides.

PRUEBA DE LIEBERMAN-BURCHARD: El anhidrido acético puede condensarse con los
grupos hidroxilo de Ta posicién 3 del colesterol 6 esteroides relacionados o
produciendo el éster correspondiente, Si el esterol contiene wna insaturacisn
en la.posicién 5, ocurriri uma epimerizacién a la forma 3y una deshidrata
cién, con la formaci6n de un color caracterfstico. Ia reaccifn sirve camo una
prueba especffica para los 3-hidroxiesteroides con una insaturacién en la po
sicién 5. ’

MATERTAL POR EQUIPO DE 4 PERSONAS
4 vasos de precipitados de 400 ml
1 embudo de filtracién ripida

1 agitador de vidrio

1 probeta graduada

1 parrilla eléctrica con agitacién y una barra magnética
4 tubos de ensaye de 18 x 150 ,
1 gradilla

2 pipetas de 10 ml

Papel filtro

Bolsas de papel celofédn

2 huevos

REACTIVOS :

1.-Acido sulffirico concentrado

2.~Etanol

3.-Acetona

4 .-Eter etflico

5.=-Anhfdrido acético

6.-Cloroformo

7.-Disolucién Alcohblica de Hidr6xido de Potasio al 5.6%: Disuelva 56 gramos
de hidr6xido de potasio en etanol frio, agite continuamente empleando un-

1 tador ético 1w afore a un litro con etanol, procurando cbte-
ar‘i:{elr una solucién c'r:?staleg.ni‘:l. :




I

|
PARTE EXPERIMENTAL: > I

1.-P§se_en la balanza granataria un vaso de precipitado de 400 ml completamente
limpio y seco.

2.-Rompa cuidadosamente dos huevos, y transfiera las yemas al vaso de precipita Il
dos. Pese nuevamente y determine el peso de las yemas de huevo. 7 Il

3.-Adicione 70 ml de etanol y 35 ml de &ter y agite continuamente durante 10 — I
minutos para extraer todos los lfpidos. . |

4.-Filtre la suspensién a través de una gasa adaptada a un embudo de filtracién I
répida, recogiendo el filtrado en un vaso de precipitados de 400 ml bien se-
co, LEJOS DE TODA FIAMA,

[

5.-El filtrado, se filtra nuevamente en un embudo de filtracidén répida cubierto I
con papel filtro humedecido previamente con etanol. 1

6.-Este filtrado se evapora hasta casi sequedad utilizando una base magnética - ‘
con agitacién. Obtendrd una suspensién pastosa amarillenta. [

\

‘

|

J

(i

|

Il

7.-Enfriar el vaso al chorro de agua, procurando que no caigan gotas de agua - It |
scbre el residuo.

9.-Adicione 30 ml de acetona, agitando continuamente la solucién. El precipita-
do que se forma son las LECITINAS.

i y ‘

fh
8.-Una vez enfriado el vaso, resuspenda el residuo en 10 ml de éter. |

|

|

/

10.-Filtre recogiendo el filtrado en un vaso limpio y seco. El precipitado cbte- = ||
nido se pesa v se quarda en una bolsa de celofén. Entregelo con su informe. i

to, utilice para ello la parrilla eléctrica con agitacién constante. e

: |
11.-Evapore el filtrado hasta obtener una pasta viscosa de color café amarillen- )
|

12.-Enfrie el vaso de precipitados al chorro de agua.

1
13.-Afiada al residuo 30 ml de disolucién alcchdlica de hidréxido de potasio, y I
agite para resuspenderlo hamogendamente.

14.-Caliente la solucifén durante 5 minutos, con agitacién constante. ‘i

15.-Enfrie, y anada 50 ml de éter agitando continuamente. Todo el material sa- |l
po_nificado, sedimenta. Es un JABON.

16.-Filtre a través de un embudo de filtracién rdpida acondicionado con papel - Il
filtro humedecido con alcohol. Pese el jab6n. El1 filtrado contiene el ma- ‘
terial no saponificable, principalmente colesterol.

17.-Evapore a sequedad el filtrado. Con una varilla de vidrio raspe el residuo (I
formado de manera que obtenga un polvo fino, recupérelo y péselo. Tame una 1l
pequena cantidad para realizar las siguientes pruebas cualitativas, y el - Il
restante guirdelo en una bolsa de celofén y adjuntelo a su reporte. ll

!
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PRUEBA DE SALKOWSKI PARA COLESTEROL: En un tubo de 18 x 150 disuelva una pequena
porcién del colesterol obtenido en 3 ml de cloroformo. En otro tubo coloque 3 ml
de cloroformo.

A ambos tubos afiddales 3 ml de 4cido sulffirico concentrado, agftelos -
cuidadosamente, déjelos reposar 15 minutos. Observar la separacidn de dos capas,
la clorofdrmica adquiere una coloracién roja cereza e n caso de existir coleste

rol. Ia capa sulf(rica toma una coloracidn amarilla con fluorescencia verde. la
presencia de humedad dificulta la reaccién.

PRUEBA DE LIEBERMAN BURCHARD: En un tubo de ensaye de 18 x 150 disuelva una pe—-
quena porcidn de colesterol en 1 ml de cloroformo. En otro tubo transfiera 1 ml
de cloroformo.

Agreque a los dos tubos 2 ml de anhidrido acético y 4 gotas de acido -
sulflirico concentrado. Mezclar bien y dejar reposar 15 minutos. Si existe coles-
terol aparecerd una coloracién azul verdosa que pasa a verde.

RESULTADOS

1.~ Determine el peso de las 2 yemas de huevo:

Peso del vaso de precipitados + 2 yemas de huevo:
Peso del vaso de precipitados

PESO DE IAS YEMAS DE HUEVO

2.-En la siguiente tabla registre los pesos determipados para los materiales que
se citan:

MATERIAL Peso en gramos
YEMAS DE HUEVO

LECITINAS
JABON
COLESTEROL

3.-Calcule los porcentajes de lecitina, jabon y colesterol en % g/g




COLESTEROL

5.-Reporte los resultados de las pruebas cualitativas para colesterol

PRUEBA DE SALKOWSKT PRUERA DE LIEBERMAN-BURCHARD
=

-

TESTIGO COLESTEROL TESTI® COIES‘.@DL
Reaccién: Reaceidn: Reaccién: _idn:

S —

6.-Enlossiguientescuadmsergrapecadamadelasnu$msde lipidos que
aislé durante su experimento. 2

i

LECITINA J A B ON

COLESTEROL
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INDICE DE IODO E INDICE DE SAPONIFICACION DE UNA GRASA
INTRODUCCTION

Ademds de los métodos fisicos (puntos de fusib6n, Indice de refraccién,
etc), el dnalisis de grasas consiste en la determinacién de ciertas constantes-
quimicas, entre ellas las siguientes: indice de saponificaci6n, fndice de iodo.
Los quimicos utilizan otras constantes para investigar los caracteres de los 11
pidos, por ejemplo, el indice de Reichert-Meisel que mide los &cidos grasos vo-
latiles y el indice de acetilo que estima los hidroxidcidos. Hay otros indices
6 nlmeros cque solo tienen importancia para los especialistas en este campo.

OBJETIVO

Obtener 13 informaci6n en cuanto a los valoresde fndice de iodo 6 indi ,
ce de saponifiacién para distintos tipos de grasas incluidas comurmente en la
dieta, y campararlas con valores establecidos en la literatura.

FUNDAMENTO

INDICE DE YODO: El Indice de yodo se comsidera al nfimero de gramos de yodo fi-

jados por 100 gramos de grasa y nos indica el grado de insaturacién de la gra-
sSa.

Cuando en condiciones de oscuridad se mantienen 1lipidos insaturados en
contacto con monobramuro de yodo (método de Hanus) 6 monocloruro de yodo (Méto

do de Wijs), ocurre la adicién de los hal6genos a los dables enlaces formand§
se compuestos de adicién, como se ilustya enseguida:

8- o) ol @) & o CH-(CH)—(::[‘:H—Z:-( )E.M
g 2)n 2 3~ ) ) 2
0 —t’ "4
CHy~ (CH,), ~CH = CH - (CH,) -C-O- CH .2 S CHy- (CH,) -CH~ CH- (CH,) -C-O-CH
| 4 U - g
CHy~ (CHy), ~CH = CH - (CH,) -C-0- CH, CH, (CH,) ~CH~ CH- (CH,) ~C-O~CH,

LIPIDO INSATURADA OOMPUESTO DE ADICION

Si a la mezcla antérior se le anade KI, &ste reacciona con el Bramro de yodo-
libre que no se adicionS a la grasa, liberdndose camo producto yodo, de acuer-
do a la siguiente reaccién:

IBr + KI —————=——-9 KBr + 12
libre
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El yodo liberado se titula con una solucién estandar de tiosulfato
de sodio empleando como indicador almidén. Ia reaccién de titulacién es la -
que se muestra enseguida:

I, + 2NaS,0; ~———-—9 2 NaI + Na,S 0,

Se comparan luego los resultados con los cbtenidos de un blanco tra
tado en la misma forma, pero del que se ha omitido la grasa. Ia diferencia
entre la lectura del blanco y de la muestra (A - B) corresponde al nfimero de
mililitros de tiosulfato 0.1M necesario para reaccionar con un volfimen equi
valente de yodo. Con este dato podremos calcular el nfmero de gramos de yodo

fijados a 100 gramos de grasa si seguimos efectuamos correctamente las si—
guientes calculos:

Entonces:

I
(A-B) (Ng .= ( P.M Y3) (100)
&0 W00

GRAMOS DE MUESTRA

INDICE DE YODO

Sustituyendo valores:

(A-B) (0.1N) (127/1000) (100)
0.5

INDICE DE YODO

i

= (A-B) (0.1) (0.127) ( 100)
0.5

= (A -B) (1.27)
0%5

INDICE DE YODO = (A-B) (2.54)

Sobre el valor del indice de yodo influyen varios factores, entre -
ellos el porcentaje de 4cido insaturado en la molécula de triglicérido, vy
el grado de insaturacién de cada scido graso. En general, un valor alto de
Indice de yodo indica un alto grado de insaturacién en la molé&cula de 1fpi-
do.

Las grasas. naturales cuyo contenido de &cidos grasos saturados es alto
poseen indices _de yodo bajos, aproximadamente de entre 10 y 50, y aquellas-

que contienen acidos grasos poliinsaturados presentan altos Indices de yodo
generalmente entre 120 y 150.
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INDICE DE %@_ Cuando un mhcérldo se somete a reflujo en pre-
sencia de hi¢ potasio aloohéhco se hidroliza generando glicerol y

| |

1| : tres moléculas de .dcido graso en forma de sales de potasio (JABONES), Esta - ;
\

!

|

\

reaccién de hidr&;sls conocida como SRRONIFICACION, se muestra enseguida:

i 0
1l
1" | CH,~ (CH,) ~C- O

\ ]“f a3 8

| | (‘D' e )»n-c— Ok 1‘ \ \
il | CH3—(C‘Hz)n-C— 0 + KOH --—---—-— —————— > ' il

Il ‘ | @ TS i i
It i o =4CH) nr© C'ZHz P ?H . (.:Hz | J

- £
| zod {
| i

n
| ¥
|

Al nfimero de miligramos de KOH iequerldos para saporndficar los dcidos-
grasosrw.:ltam:esde1ah1dr611315<xapletadeungramodegrasaéace1te- :
(triglicérifio) se }e denomina INDICE B SAPONTFICACION. Este valor se deter- ‘

1
\

mina titulando el BOH libre, no utilimado en la saponificacifn, con una solu
ci6n patrfn de #1 0.°M empleando camp indicador a la fenolftalefna. Ia reac
cién de titulaciég es la siguiente:

. KOH libre + HCl ———iee———3 KC1 + H,0

J
i

Ios midilityos de HC1 gastados ed esta titulacién se campara con el obs |
temdodemwtratadoer:lammmaperoalqueaelahamtwo- ’
la grasa. La difesencia cbtenida entre-las lecturas cbtenidas para el blanco ‘

|
y para la muestra, proporciona el ntmexro de mililitros de KOH 0.5M gastados ‘)
en la saponificacién de la grasa. Con este valor podemos calcular el INDICE- 5
DE SAPONIFTCACTON : 51 seguimos culdadc'mte el siguiente procedimiento: U ,A,ﬁ.-

. S cl (A-B) (N 1o ) ‘ I
gastados en Vrel N"El HC1 I
“1a hidrélisis : i
: i
tados#m e (R8I ) = gramos KOH g _KOH gKoH |||
gas en la -~ 3 ‘%l = 56 == 0.056 \‘\ i
hidrélisis ] T
gramos demH gastados _ - I
en la hideflisis = (A-B) (N,,) (0.056) it




miligramos de KOH
gastados en la hidr6lisis
de 2 gramos de grasa

= ({ A=B )

miligramos de KOH

gastados por gramo = INDICE DE SAPONIFICACION
de grasa

INDICE DE SAPONIFICACION

MATERTAL POR EQUIPO DE CUATRO PERSONAS

matraces Erlemmeyer de 250 ml

buretas de 50 ml

soporte y 2 pinzas para soporte
pinzas para bureta

matraz bola de 250 ml (Equipo Corning)
refrigerante de reflujo (Ecuiro Corning)
manqueras

balanza granataria

vasc de precipitados de 250 ml
probeta graduada

pipetas de 10 ml

pipetas de 5 ml

agitador de vidrio

1 mechero

papel aluminio

18piz

mantequilla

aceite de oliva

aceite de almendras

aceite de higado de bacalao

aceite de ajonjoli

aceite de coco

aceite de maiz

leche de vaca

[l TS R S S S S O N

(0.5N) (0.056) (1,000)

(A-B) (28)
2

(A-B) (14)
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REACTTVOS &

1.-YODURO DE POTASIO AL 15%: Disolver 15 gramos de KI en 100 ml de agua desti-
lada, quardarlo en frasco oscuro.

2 . ~CLOROFORMO

3.-REACTIVO DE HANUS: Disolver 13.2 gramos de yodo puro en un libro de &cido
acético glacial. Anadale aproximadamente 3 ml de bramo cuidadosamente, pa-
ra duplicar la cantidad de hal6geno. Guarde el reactivo en frasco oscuro.

4

-~TTOSULFATO SODICO 0.1N: Disolver 12.4 gramos de Na.S.O.: 5 H.O en agua re—

cientemente hervida y fria, afore a un litro. Estan izar Ia solucién.

ESTANDARTZACION DEL TIOSULFATO: Titule la solucién anterior con una solucién
patrén de Yodo, utilizando almidén como indicador.

YODO 0.1N: Disolver 12 gramos de KI en 10 ml de agua destilada, anadir 6.5 —
gramos de yodo, disolver el yodo y luego aforar a 500 ml.

-~SOLUCION ALCOHOLICA DE KOH AL 5.6%: Disuelva 56 gramos de KOH en etanol con-

agitacién constante. Afore a un litro con etanol, procurando cbtener una so-
lucidén cristalina.

.= ACIDO CIORHIDRICO 0.5N: transferir 41.66 ml de HCl concentrado en un matraz

de aforacién de un litro coteniendo 200 ml de agua destilada, mezcle hamo—-
geneamente y luego afore hasta un litro con agua destilada.

-—ALMIDON AL 1%: a 100 ml de agua caliente afada 2 gramos de almidén soluble,-

agite hasta disolver completamente. Iuego afiada 100 ml de agua frfa Yy mez—
cle bien.

.~SOLUCION INDICADORA DE FENOLFTALEINA: Disolver un gramo de fenolftalefna en

100 ml de etanol.

PARTE EXPERIMENTAL

.~Titular el yodo libre, no utilizado en la halogenacién, con Na

*
INDICE DE YODO

.-Pesar 0.5 gramos de grasa en un matraz Erlemmeyer de 250 ml envuelto en pa-

pel aluminio.

.—Adicionar 10 ml de cloroformo y agitar para disolver la grasa.

--Agregar 10 ml del reactivo de Hanus, agitar vigorosamente y dejar reposar en

la oscuridad durante 30 minutos, agitando ocasionalmente.

-~Ensequida, agregar 10 ml de KI al 15%, agitando fuertemente.

-~Luego adicione 100 ml de agua recientemente hervida y frfa » lavando la pequefia

cantidad de yodo que hubiera quedado en las paredes del matraz.

55,0, 0.1N hasts
que la soluci6n adquiera un color amarillo pédlido. Cuando esto oSugra, agregue
2 ml de almidén al 1% como indicador, la solucién se tifie de color azul

f v‘




7.- Proseguir la valoracién, AGITANDO VICOROSAMENTE FEI, MATRAZ, hasta que desa
paricién del ¢olor azul.

8.- Registre el wvotimen de Na,S,0, 0.1N utilizado en la titulacién.

*CORRA UN BLANCO UTILIZANDO 10 ml BE CLOROFORMO TRATADO DE IA MISMA
FORMA OUE IA MUESTRA. ANOTE EL VOLUMEN DE Na28203 0.1M NECESARIOS
PARA VALORAR EL YODO EN EL BILANCO.

INDICE DE SAPONIFICACION

*DEBERAPI@ARARWBIADCOREFHDMSOMDEDISOIUCIGVMMIOHQ\DEWHW

LA FORMA DESCRITA A CONTINUACION Y TTTULANDO EI, ALCALI CON HCl 0.5N. Ancte el
VOLUMEN DE HCT GASTADO,

1.- En un matraz bola de 250 ml, coloque 2 gramos de grasa, y agregue 50 ml dé
disolucién alcohSlica de KOH. Disuelva bien la grasa.

2.~ Adapte al matraz bola un refrigerante de reflujo, y refluje la mezcla por-

un minimo de 30 minutos. Una saponificacitn completa ocurre cuando la mes
cla estd bien clara,

3.- Al terminar la saponificacién, retire el mechero, y deje circular €l agua
hasta que se enfrie la mezcla.

4.- Cuando la solucifén esté frfa, adicione 5 gotas de fenolftalefna ¢omo indi-~
cador, se desarrollard un color rosa.

5.- Titule el KOH libre con HCL 0.5N, hasta que el color yrosa desaparezca, Anote
el volGmen de &cido clorhfdrico gastado en la titulacién.
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RESULTADOS

I.-En las tablas siguientes anote los resultados obtenidos durante las titula-

ciones efectuadas.

INDICE DE YODO

A) NUMERO DE MILILITROS DE N<‘:12SZO3 0.1 N i

GASTADOS EN IA TITULACION DEL BLANCO

B) NUMERO DE MILILITROS DE Na25203 0.1N

GASTADOS EN IA TITUIACION DE IA MUESTRA

DIFERENCIA (A-B)

INDICE DE SAPONIFICACION

A) NUWMERO DE MILILITROS DE HC1l 0.5 N
GASTADOS EN LA TITULIACION DEIL, BIANCO

B) NUMERO DE MILILITROS DE HC1 0.5 N
GASTADOS EN LA TITUIACTON DE TA MUFSTRA =

DIFERENCIA ( A - B ) =

II.-Con las diferencias ( A- B ), determine el INDICE DE _YODO. e INDICE DE
SAPONTFICACION, en el siguiente espacio:




IIT.-En la siguiente tabla reporte los valores de INDICE DE YODO e INDICE DE
SAPONIFICACION para su muestra y para las de sus compafieros

MUESTRA INDICE DE YODO INDICE DE SAPONIFICACION

IV.-INVESTIGE EN IA LITERATURA IOS INDICES DE SAPON]I'ICACICNYDEY_UX)PARA
las muestras trabajadas, y anotelos en la siguiente tabla:

.

MUESTRA | INDICE DE YODO . INDICE DE' SAPONIEI%QQ
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SEPARACION DE LIPTDOS MEDIANTE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

INTRODUCCION

La cromatografia en capa fina (TLC), es un método simple, rdpido y no
costoso; utilizado para separar cualitativamente una muestra en sus componen-—
tes. La capa delgada se prepara dispersando una suspensifn de material adsor-
bente sobre una placa de vidrio y dejando secar para formar una capa con un -
grosor aproximado de 250 micras.

Esta técnica puede adaptarse a la separacién y caracterizacién de 11-
pidos, utilizando microcantidades de material; es posible tambien efectuar es
timaciones cuantitativas de las distintas clases de lipidos. Por ello, este -
método ha desplazado a otras técnicas y es ampliamente utilizada tanto en la
industria como en los laboratorios clfnicos para la separacién de 1fpidos de-

lipidos séricos, corticosteroides de la orina, hormonas séricas, vitaminas 1i
posolubles, etc,

OBJETIVO

Intentaremos la extraccion de lipidos de muestras biolégicas con un -
alto contenido de lipidos y posteriormente los separaremos e identificaremos
utilizando la técnicas de cromatografia en capa fina,

FUNDAMENTO

Basicamente a la cromatografia en capa fina se aplica el mismo funda-
mento de la cromatografia en papel, Aqui la muestra se coloca sobre una Cu——
bierta de silica gel adsorbida a una placa de vidrio; esta placa se introduce
en un eluente contenido en una camara cromatografica dejandolo migrar a tra--
ves del material adsorbente (fasé estacionaria). El eluente (fase mévil) al -
ir desplazandose sobre la sflica, arrastra la muestra. La adsorcién y la par-
ticién retardan el avance de la muestra; y la resolucién de los diferentes -

componentes se debe a que las sustancias presentes tienen diferente velocida-
des en direccion del flujo.

Generalmente se permite que la fase mévil avance de 10 a 15 am. Ia de-
teccibn de los camponentes separados se hace con vapores de yodo, rociando -

con 4cido sulflrico al 50%, 6 rociando con reactivos especiales camo el &cido
fosfomolibdico entre otros.

La identificacibn se hace calculando el Rf de cada uno de los Compo-~
nentes de la mezcla y comparandolo con los Rf de solucicnes lipidicas conoci-

das. Recordemos que este valor se dbtiene al dividir la distancia recorrida -
por la mancha entre la distancia total recorrida por el solvente,
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MATERTAL POR EQUIPO DE CUATRO PERSONAS

PROTOCOIO A: 1 tubo de 18 x 150

gradilla

matraz erlenmeyer de 50 ml
pipeta de 5 ml

parrilla eléctrica con agitacidén
embudo de filtracién rédpida

I = e =

PROTOCOLO B :1 vaso de precipitados de 250 ml
1 probeta graduada

3 tubos de ensaye de 18 x 150

1 gradilla

2 pipetas de 10 ml

1 embudo de filtracién répida

PRCTOCOLO A: - EIUENTE I: Eter de petrbleo

ELUENTE IT: Hexano: Cloroformo (25:75)

ETUENTE III: Cloroformo-Metanol (95:5)

4 ,-Eter de petrbleo

5.~ Mezcla cloroformo metano (50:50)

6.~ Soluciones patrén de aceite de oliva, acido oléico, lecitina,
colesterol, etc: Disolver 100 mg de cada uno de ellos en 100ml
de una mezcla cloroformo: metanol (50:50).

7.~ Revelador: Acido fosfamolibdico al 20% en etanol: Disolver 20-
gramos de 4cido fosfamoIfbdico en 100 ml de etanol y guardarlo
en frasco oscuro hasta el momento de su uso. :

s
20
3%

PROTOCOLO B: 1.~ ELUENTE: Cloroformo- Solvente Polar - (100:7)
2,- SOLVENTE POLAR: 90 ml de metanol se mezclan con 5 ml de agua -
destilada y 5 ml de hidréxido de amonio.

3.= Soluciones patron al 1 mg/ml: prepararlas como el protocolo A,
4.~ REVELADOR: Acido fosfamolibdico al 20% en etanol & bien vapores

de yodo.
5.~ Cloroformo- metanol (50: 50)

PREACTIVOS PARA AMBOS PROTOCOLOS: Sflica Gel, vy Aqua destilada

PREPARACION DE IAS PIACAS CROMATOGRAFICAS

1.- Pese 30 gramos de Silica Gel H 6 HFygy v suspendalos en 50 ml de agua desti-
lada, esto es suficiente para preparar 5 placas de 250 micras de espesor,

2.~ Agite el matraz bola que contiene la mezcla durante un minuto vigorosamente,

3.-Vierta la suspensién en el distribuidor para vlacas, y répidamente paselo so-
bre los cristales limpios y desengrasados con acetona.




4.- Deje gque las placas se secuen al aire, permaneciendo siempre sobre el ni-
velador.

5.- Activar las placas llevandolas a secar en una estuta a 110°C durante una-
hora para eliminar la mayor parte del acua.

6.- Guarde el estante con las placas dentro de un desecador hasta el momento-
de su uso

PARTE EXPERTMENTAL

Segun S€a el material biol6gico con el que se cuente, el intructor in
dicard el protocolo adecuado.

PROTOCOLO A

1.-PREPARACION DE IA MUESTRA

a)Si su muestra es una grasa 6 aceite, disuelva 1 gramo de ella en 4 ml de-
éter de petréleo.

b)Si trabaja con suero, entonces adicion 1 ml de suero a 25 ml de una mezcla
de clorformo-metanol (50:50) en un matraz erlemmeyer de 50 ml, Caliente —-
brevemente para precipitar proteinas, y filtre a través de papel filtro No.l

2.-APLICACION DE IA MUESTRA

La muestra y las soluciones patr6n se aplicaran en forma de gota pequefia-
sobre la silica, utilizando la plantilla especial para ello, procurando que
las muestras queden bien separadas entre sf, Coloque 3 gotas de cada solu--
cién permitiendo que la gota se seque antes de aplicar 1a siquiente.

W
I

.—DESARROLIO DEL CROMA'IOGRA_DLE\

a) Introduzca la plca en la cémara cramatogrifica colocandola previamente en
el dispositivo especial para ello, y eluya hasta una altura de 16 au con el
eluent e I, Saque la placa, y deje secar al aire.

b) Introduzca la placa en otra cé&mara que contenga el eluente II v eluya hasta
una altura de 12 cm, deje secarla al aire, v posteriomente eluya con el eluen
te IIT hasta una altura de 5 cm. y seque al aire.

4.-BETECCION DE IAS MUESTRAS

Rocie la placa con &cido fosfamolibdico al-20% en etanol, y calientela -

una vez seca, en el horno a una temperatura de 105€¢ - 110°C durante 5 minu
tos.

5.-IDENTTFICACION

Delimite los contornos de las manchas con un alfiler 6 un 18piz de punta
fina, coloque un punto en el centro de cada mancha, y determine el Rf.




-85~

PROTOCOIO B

1.- PREPARACION DE IA MUESTRA

En vaso de precipitados de 250 ml, coloque la yema de un.huevo, y
anada 100 ml de una mezcla cloformo-metanol (50:50) . Agite vigorosamente
y luego filtre usando un embudo de filtracién répida,; 6 bien deje reposar
hasta que se separe bien el scbrenadante,

Del sobrenadante o° del filtrado, prevare diluciones 1o'1y 10-2 ‘
en mezcla cloformo-metanol (50:50): la solucién m&s dilufda permite la -
determinacién de fosfatidiletanolamina (cefalinas) y lecitina. Ia solu-

cifn mis concentrada demuestra la presencia de fosfatidil-serina y fosfa-
tidilinositol,

2.- APLICACION DE IA MUESTRA

Las muestras y las soluciones patrén utilizadas se aplicarén en -
forma de gota sobre la sflica, utilizando para ello la plantilla de ©»l4s
tico, Deje secar la gota antes de colocar la siquiente; ya que deberd apli
car 5 gotas de cada solucién, il

3.— DESARROLIO DEL, CROMATOGRAMA

Introduzca la placa de cromatograffa en la cuba, acomodandola pre
viamente en el dispositivo especial para ello; la cuba deberd contener el
eluyente. Permita que el eluente migre una distancia de 10 cm a 15 am. En

sequida saque las placas de la cémara cromatografica y déjelas secar al =
aire.

4 .-DETECCION DE IAS MUESTRAS

Rocie las placas con dcido fosfamolfbdico al 20% en etanol, y ca-
liéntelas,yna vez secas, a 110°C durante 5 minutos,

5.~-IDENITIFICACION

Delimite los contornos de cada una.de las manchas utilizando pa
ra ello un alfiler 6 un 14piz con punta fina, v luego coloque un punto en
el centro de la mancha. Mida la distancia desde el centro de la mancha has
ta el origen, y la distancia desde el orfgen hasta el frente del solvlents,

Determine el Rf de las manchas, e identifique los componentes de
Su muestra comparando los Rf de estos con los Rf de soluciones conocidas.
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II.-En la siguiente table, anote la distancia recorrida por el eluente, la ! I
distancia recorrida por cada una de las solucicnes patrén utilizadas- it}
y la distancia migrada por los componentes presentes en su problema. "!** ‘*‘
. " ;\
DISTANCIA MIGRADA |
SOLUCION (cohEtiltros) I
i
l
|
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ITI.-Calcule los Rf's de todas las soluciones patrén y de los camponentes -
presentes en su muestra problema.

IV.-Anote los datos obtenidos en el nfmero anterior, y anStelos en la tabla.

S 0-L-U-C-I O-N Rf

V.-¢éCudles fueron los 1fpidos presentes en la muestra?
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REACCIONES DE IDENTTIFICACION DE AMINOACIDOS Y PROTEINAS

INTRODUCCION

Un gran n@mero de reacciones son utilizadas para la deteccién de -
proteinas. Debido a la compejidad de las moléculas proteicas y a la difi—
cultad de obtenerlas en forma pura y aislada, estas pruebas son usadas sa—
biendo que identifican grupos qufmicos especificos de la molécula de protef
na, 6 mis general todavia, para las cadenas laterales de los aminodcidos ——
encontrados en todas las proteinas. Asf, el reactivo de Millon da una reac-

cibn positiva cuando reacciona con los grupos fenSlicos de los aminodcidos
presentes en las protefinas.

las reacciones de aminoacidos libres, son en general, las que podri
an esperarse para los campuestos que contienen grupos aminos y grupos car—
boxilo, ademis cualquier otro grupo que pueda estar presente, sufre sus pro

pias reacciones caracteristicas.

BJELIE

Estimar quimicameni:é la presencia de algunos amino&cidos, y tratar-
de determinar si estos mismos estin presentes en las protefnas utilizadas.

FUNDAMENIO_

PRUEBA DE MILION: Esta prueba nos permite detectar canmpuestos con radical -
hidroxibenceno camo el aminodcido tirosina 6 sus derivados; asf como protef-
nas que lo contengan (albGmina). El reactivo de Millon es una mezcla de ni
tritos y nitratos merclricos los cuales ocasionan la mercuracién y nitracién
6 nitrosacién del grupo fenflico de los aminodcidos libres & presentes en -
proteinas, generando un precipitado blanco que por la accién del calor, tama
un color rosado 6 rojo ladrillo.

PRUEBA XANTOPROTEICA: Mediante esta prueba cualitativa podemos identificar -
aminocacidos que contienen anillos aromdticos 6 heterociclicos en su molécula
6 proteinas que los contengan; aunque el anillo bencénico de la fenilalanina
no tiene suficiente capacidad para tornar positiva la prueba.

Cuando los aminodcidos con la caracterfstica estructural-
ya mencionada, se calientan en presencia de &cido nftrico concentrado, produ
cen campuestos nitrados de color amarillo, a los cuales el Slcali como el -
NaOH 6 NH4OH, convierten en sus sales respectivas de color naranja.

PRUEBA DE BIURET: Este ensayo nos permite detectar campuestos que poseen dos
8'mas enlaces peptidicos. Cuando estas sustancias se tratan con soluciones-
de sulfato de cobre disuelto en solucién alcalina (Reactivo de Biuret) , dan
un color violeta caracteristico.
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El color desarrollado es debido aparentemente al camplejo de - ,
coordinacién formado entre el &tomo de.cobre del Reactivo de Biuret, y - ]

cuatro dtomos de nitrogeno peptfdicos presentes en las cadenas polipept£
dicas como se ejemplifica enseguida:

/ N

0 =€ /C= 0 "

>t11 y |
e Y = |
i 11 il & |
R —&H \ % i

La intensidad del color generado es una medida cuantitativa del i
nﬁmerg de enlaces peptidicos presentes en la molécula. Esta prueba no es

de nitrogeno o de carbono, da tambidn un resultado positivo, Asi, el --

|
compuesto conocido camo biuret (H,NCO- NH-OONH,)) da una reaccién positi- I
va’ .

REACCTON DE HOPKINS-COLE: Esta prueba es especffica para la identifica— i
cidn de triptofano libre 6 presente en protefnas. El reactivo de Hopkins il
Cole es una disolucién de &cido glixilico en agua, aunque el &cido acé- A
‘tico glacial expuesto a la luz contiene también Zeido glioxflico y se - |
puede emplear en la prueba.

Cuando una solucién de triptofano 6 de protefna se trata con - ‘f""*
el Reactivo anterior, y luego se permite la estratificacién de &cido sul 1“
frico; en la zona de interfase se genera un anillo prpura 6 rojo viole b1
ta resultante de la condensacién del grupo carbonilo del Scido glioxfli- ‘ ,
oo y al anillo indol del triptofano: |

\
i
HC =0 .
H.SO

W ¢R-oom . |
: ’ + MUy --—2-5---) Complejo de - ‘
COOH Color ptrpura \ ‘
|
i
, s | |
|

i : ' Acido 6 rojo violeta
‘ ‘ : Glioxflico Triptofano
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REACCION DE LA NINHIDRINA: Esta prueba permite identificar campuestos que |
| POSEEN grupos amino libres como son todos los alfa-aminocacidos , aminas - il
ij ‘ primarias y amoniaco. |

Al anadir ninhidrina a una solucion que contenga aminodcidos, - Il

experimenta una reaccién de oxidacién y reduccién con los grupos amino 1

‘ \ bres, desdoblandolos en grupos carbonilo y amoniaco por desaminacién oxi-
‘ dativa. Esta reaccién, ocurre a PH entre 4 v 8, es mostrada enseguida:

‘, la Etapa: 0 OH
t|

(o
il R = R-&-H Yo+ M, + 00 |
1| - CH —tonis /C\OH —y + c/ e ) 2
| ¢ b

2a Etapa: N%r'}hidrfna

0 ghdrmdoantoma [

c ¢ ' . ¢ A

\ oh K V C\ / Ll

ZI TR :O T R @: /c'”_CQD |
i 40 aneos S 3H0 & §
o : 0 (¢

Amoniaco

El compuesto final producido por los aminofcidos varfa de color
azul a violeta. Los péptidos 6 proteinas dan una reaccién positiva débil -
debido a que presentan menos grupos amino libres que los aminoa'cidos. Ias
aminas primarias y el amonfaco dan positiva la prueba, pero sin desprendi- il
miento de 0. Ios iminodcidos camo la prolina y la hidroxiprolina también |
reaccionan con la ninhidrina, pero el color desarrollado es amarillo y no - |

violeta, | ﬁ
it

PRECIPITACION CON SALES DE METALES PESADOS (PRECIPITANTES CATIONICOS) : Las- .‘u‘i

proteinas a pH superiores a éste se encuentran en Forma anidnica, es de y

Cir cargados negativamente, por lo que al adicionar iones de metales pesa— ;J"
dos cargados positivamente se neutraliza la carga de la proteina y &sta --

precipita de la soluci6n débilmente alcalina. Un esxceso de &lcaliacasiona !
la precipitacién de hidréxidos metdlicos. Y cuando hay un excedente de iones {4
de metal pesado el precipitado se puede solubilizar debido a que tal exceso | *‘
confiere a las partfculas cargas positivas estables, por estos motivos, el }‘
ensayo se debe efectuar cuidadosamente. :

pholededt P COYRT BT ALy msiinas
' de Ag 6 Hg
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MATERTAL POR EQUIPO DE CUATRO PERSONAS

i
20 tubos de ensaye de 18 x 150 [
6 pipetas de 5 ml ‘;
2 pipetas de 10 ml 1‘
1 mechero \
2 gradillas |
1 pinzas para tubos de ensaye f
masking-tape 6 etiquetas

REACTIVOS

1.- SOLUCIONES DE AMINOACIDOS AL 0.1 %: Disolver 0.1 gramo de aminodcido en
100 ml de agua destilada. Afiadir unas gotas de HCl concentrado en caso-
de que no ocurra la disolucién total del aminodcido.

2.- ACIDO NITRICO CONCENTRADO

3.— HIDROXIDO DE SODIO 10M : En 80 ml de agua destilada frfa disolver lenta-
mente 40 gramos de hidréxido de sodio, manteniendo el vaso de precipita-
dos en un bafio de hielo. Cuando la solucién esté frfa, afore con agua —
destilada hasta un volfmen final de 100 ml.

4.- CLORURO MERCURICO 0.2M : Disolver 54.428 gramos de HgCl, en agua destila
‘ da y luego aforar hasta un litro con agua destilada.

1
|
5. ACIDO SULFURICO CONCENTRADO r

6.= ACETATO DE PLOMO 0.2M: Disolver 75,842 gramos de PbOAc.3 H,0 en agua des I
tilada, y luego aforar a un litro. 2

7.= NINHIDRINA AL 0.1%: Disolver 0.100 gramos de ninhidrina en n-butanol, y v\:
luego campletar a un litro con n-butanol. [51

'8.= REACTIVO DE BIURET: Disolver 1,50 gramos de CuSO4*5 H,0 y 6 gramos de - !
Tartrato de sodio y potasio ( NaKC4H4Og - 4H50) en 506 ml de agua desti- |
lada, enseguida, adicionar 300 ml de NaOH al 10%, y aforar a un litro - «‘
con agua destilada. ' ‘

9.~ REACTIVO DE HOPKINS-COLE: Colocar 10 gramos de polvo de magnesio en un - [
matraz Erlemmeyer de 1 litro, y afadir agua destilada hasta que cubra - I
completamente al magnesio. Enseguida, agregar lentamente 250 ml de una :
solucidén saturada en frio de §c ido oxdlico y agitar bien el conjunto, - I
enfriando si es necesario. Luego filtre y acidifique el filtrado con &ci i
do acético glacial y diluyendo a un litro con agua destilada. = )

10.-REACTIVO DE MILION: Disolver 10 gramos de mercurio en 20 ml de Acido Nf- \
trico frio. Cuando la disolucién sea campleta y haya cesado de despren—-

‘ derse humos pardos, adicione 60 ml de agua. Después de varias horas, -

‘ decante el sobrenadante y guardelo en frasco oscuro. \‘

PREPARACION ALTERNATIVA: Prepare una solucién de sulfato mercurico al 15% [

‘ d en HpyS04 al 15% v/v.

S




PARTE EXPERIMENTAL

1.- PRUEBA DE MILION: En una serie de tubos de ensaye, transfiera 2 ml de -
cada una de Ias soluciones proporcionadas, Afada 5 gotas del Reactivo -
de Millon, mezcle bien Y caliente cuidadosamente la mezcla durante 10 -
minutos en un bafio de agua hirviendo. Observe y anote sus cbservaciones!

2.~ REACCION XANTOPROTEICA: Deposite 1 ml de cada una de las soluciones a-
prueba en una serie de tubos de ensaye, y agregue cuidadosamente 1 ml -
de &cido nitrico concentrado, mezcle bien, y caliente ligeramente a la

llama del mechero. Deje enfriar y observe el color desarrollado. Ios tu
bos pueden ser enfriados al chorro del agua.

Luego adicione gota a gota y con agitacién NaOH 10 M (6 NH4OH con

centrado) hasta que el liquido sea fuertemente alcalino, Observe el cam .
bio de color.

3.- PRUEBA DE BIURET:A 1 ml de las soluciones ensayadas, adicione 2 ml del

Reactivo de Biuret y mezcle bien. Observe el color desarrollado y anSte
lo. i

4.~ REACCION DE HOPKINS-COLE: Adicione 2 ml del Reactivo de Hopkins-Cole a
< ml de Ias soluciones en estudio, mezcle bien.

Incline el tubo y vierta suavemente por las paredes del tubo - |
1 ml de &cido sulftrico concentrado, de modo que llegue al fondo y se -
estratifique, NO MEZCIE. Deje reposar.

Observe el color producido en la zona de contacto entre los dos-

liquidos, y solo en caso necesario AGITE MUY SUAVEMENTE EL TUBO para --
consequir que se produzca la reaccién generadora de color.

5.~ PRECIPITACION CON SALES METALICAS: H

A) Deposite 3 ml de las soluci !
de ensaye de 18 x 150 ml,

B) Alcalinice con NaOH = diluido hasta un pH de 7 - 8, I

C) Iuego adicione 5 gotas de Acetato- de Plamo 0.2 , Describa los re--
sultados obtenidos

D) En otra serie de tubos de ensaye de 18 x 150 coloque 3 ml de las so- |

luciones proteicas, alcalinice ligeramente como en el ensayo anterior

|
utilizando NaOH diluido. Luego adicione 5 gotas de cloruro mercirico

y anote sus observacio

6.~ PRUERA DE IA NINHIDRINA: En una serie de tubos de ensaye transfiera 3 ml |

\
de las soluciones: ensayadas, y adicione 0,5 ml de Ninhidrina al 0.1% y — J

mezcle bien y luego caliente a ebullicién directamente a la llama del me
chero. Ancte el color desarrollado por la solucién.

ones de protefna exclusivament$ en tubos il ‘]
\
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RESULTADOS : s |
1.-PRUEBA DE MILLON: Anote - : |1

| SOLUCION oD | omsmeciows

2.—-REACCION XANTOPROTEICA :Anote sus resultados enseguida: 1

i

|

TON REACCION : g h}
p +) 6 (=) OBSERVACTONES |
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3.- PRUEBA DE BIURET: Registre sus observaciones

SOLUCION REACCION OBSERVACTONES

~ 4.~ PRUEBA DE HOPKINS-COLE: Describe sus dbservaciones enseguida: i

|
" ( El‘):Afs]CI(?I)q OBSERVACTONES |




- =
[N
\
\
|
-98- ‘ |
Ll
| : 5.- PRECIPITACION CON SALES METALICAS I
L \
P ‘ )‘ y a)Anote sus observaciones cuando utilizé el Acetato de Plamo {
i
[ |
| ‘I \‘ ‘:
i SOLUCION ( i‘? CCG I(f OBSERVACIONES (
(N
“ | ‘]\
| |
| “

{1t it
i i
‘ il
ni A
| (f | |
i |
J ‘\‘ |hl
1dieel il
(80 et {
@l ',‘\ |
- 4 il
ai i ‘
F E‘ b)Anote lo observado cuando adicion® Cloruro Mercurico ”
:i}-, i
TN e ‘
k 1l SOLUCION SgCICN, CBSERVACIONES I
L (+) 6 (=)




6'-PRUEBA DE IA NINHIDRINA

Describa sus abservaciones

SOLUCION
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PROPIEDADES DE LAS PROTEINAS
(DESNATURALIZACION, DIALISIS Y EQUILIBRIO DE DONNAN)

INTRODUCCION

La caracterizacién de una proteina en cuanto a su estructura y funcién
biolégica, requiere del aislamiento y purificacién a partir de la fuente natu-
ral. Para ello, es aplicable t&cnicas que permiten la eliminacién de material
contaminante; las cuales son métodos suaves que precisan de un trabajo cuidado
SO siendo Gtiles para el aislamiento de proteinas globulares nativas, pero no
awpleadas para otros compuestos de carbono biologicamente importantes,

Sin embarco wvnara trabadar con estas biamoléculas. es necesario una —
atencibn estricta a los detalles. puesto cue son extremadamente sensibles al -

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

OBJETIVO

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

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

FUNDAMENTO

o

DESNATURALIZACION: Este fenfmeno, es el cambio que experimentan las moléculas -
de proteina cuando se exponen a diferente condiciones como son: cambios de tem-
peratura, pH, sonicacién, exposicién a la radiacién ultravioleta, agitacién, -
solventes orgénicos, altas concentraciones de campuestos polares, trituracién. .
Las alteraciones ocasionadas por estos factores fisicoquimicos son directamente
sobre las estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria de las protefnas debi
do al rompimiento de los enlaces no covalentes que mantienen dichas estructuras.
Los efectos de la desnaturalizacién se manifiestan camo pérdida de—
la actividad biol6gica, solubilidad dismimuiida en el punto isoeléctrico, pérdida
de la cristabilidad, asf como aumento en la levorrotacién, asfmetrfa de la molé
cula y suceptibilidad incrementada a la hidr6lisis efectuada por enzimas proteo
liticas. Ios agentes que ocasionan la desnaturalizacién de las protefnas se co
nocen como AGENTES DESNATURALTIZANTES. -
Cuando las protefnas se colocan a temperaturas superiores a los 35°C
sufren el fendmeno de desnaturalizacién y la alteracién- es total al llegar a -
los 80°C. Entre estos limites la solubilidad disminuye observdndose la formacién
de un coagulo (COAGUIACION) como ocurre con las albGminas y las globulinas al -

calentarlas, Este fenfmeno se presenta mejor cuando la protefna se encuentra cer
ca de su punto isoceléctrico.




DESNATURALIZACION POR SOIVENTES ORGANICOS: Sustancias orgénicas camo el alco-
hol, la acetona, &ter con una baja constante dieléctrica, al ser adicionadas
a soluciones acuosas de protefna, reducen la constante dieléctrica de esas -
soluciones, abatiendo la afinidad de la protefna por el solvente, por lo que
estas biomoléculas se disuelven menos y precipitan de la solucién.

PRECTPTTACION POR ANIONES: Ios iones negativos se cambinan con las proteinas-
cargadas positivamente (a pH &cido con respecto al punto isoeléctrico), preci
pitando en fo-rma de sales de protefna; algqunas de estas sales son insolubles :
Entre estos agentes precipitantes fiquran el dcido- tricloracético, acido pi-

crico, dcido ténico, deido fosfomolfbdico, tiingstico, y aniones como el meta-
fosfato.

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

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

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

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

4a. ley: Ia suma total de iones es mayor en el compartimiento del coloide —
idnico.

|
i X Gl | Cl b-x
concentracidn | eencantra.cidn concentyacién : concentracidn
SITUACION INICIAL EQUILIBRIO DE DONNAN

Este equilibrio de Donnan se puede poner de manifiesto dializando una
solucién de proteina cargada negativamente contra un mismo volGmen de agua des
tilada. Como sabemos, la protefna no puede atravezar la bolsa de didlisis pero
si contraién s{ (el Na'); esto ocasiona un exceso de cationes en el 1fquido ex
terior, por lo que para mantener la neutralidad eléctrica ahf, el agua de diso
cia generando iones Ht y OH"; los iones H™ migran al interior de la bolsa de =
didlisis ocasionando una disminucién del PH, mientras que el liquido exterior
al conservar los OH™ incrementa su PH.




DIALISTS: Las membranas dialfticas son permeables al agua y solutos verdade-
ros, pero impiden el paso a los solutos coloidales debido a su gran tamafio.
Por ello, mediante la DIALTISIS, podemos separar solutos (cristaloides) de so

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

La didlisis se emplea durante la purificacién de protefnas para -
Separar los agentes precipitantes de protefnas utilizados en el primer paso
de su aislamiento camo son las sales neutras (NH4SOy4) 6 etanol

MATERTAT, POR EQUIPO DE CUATRO PERSONAS

3 vasos de precipitados de 250 ml (6 frascos Gerber)
2 pipetas de 10 ml
2 pipetas de 1 ml

10 tubos de ensaye de 18 x 150

5 tubos de ensaye de 13 x 100
1 gradilla

1 pinzas para tubes de ensaye
Mechero

Tripié y tela de asbesto

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

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

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

4.~ SOLUCION AL 1% DE GEIATINA: Disolver 1 gtamo de gelatina en 80 ml de -
agua destilada a 37°C, luego afore a 100 ml con agua desti
lada a 37°C.

5

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

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

agqua destilada y luego aforar a un litro.
8.~REACTIVO DE BIURET.




PARTE EXPERIMENTAL

I.-DESNATURALIZACION POR CALOR (COAGULACION) .

Prepare tres tubos de ensaye de 18 x 150 como se indica enseguida:

TUBO | Albumina 1% Reg.;;ezagos 1l 0. 1M NaOH 0,1M
T 5 ml ol Tl i
2 g ml - £ e 1 ml
3 9 ml Bl L L

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

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

IT.-DESNATURALTZACION POR SOLVENTES ORGANICOS

a)En 4 tubos de 18 x 150, coloque 2 ml de las soluciones de protefna propor-
cionadas. Enseguida, agrégueles 2 ml de acetona y anote sus cbservaciones.
En un 50. tubo adicione 2 ml de agua destilada y 2 ml de acetona.

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

bajo estudio, y en un 5o0. tubo adicione 2 ml de agua destilada. A todos -
los tubos afiddales 2 ml de etanol, y observe. Anote los cambios ocurridos.

ITT.~-PRECIPITACION POR ANIONES

a)En una serie de 4 tubos de ensaye deposite 2 ml de las soluciones bajo es-

tudio, entantoqueeneltuboSagregueZmldeagua . Agregue luego a to
dos los tubos 1 ml de Acido Tricloroacético saturado, mezcle y anote sus -
observaciones,

b)En una serie de 4 tubos de ensaye de 18 x 150 transfiera 2 ml de las solu-
ciones proteicas y en un tubo ntmero 5 coloque 2 ml de agua., A todos los
tubos adicioneles 1 ml de Acido Sulfosalicilico saturado , mezcle, y anote-
lo ocurrido.

IV.- DIALISIS

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

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

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

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

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

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

g)Registre sus resultados.




V.-EQUILIBRIO DE DONNAN

a)Himedezca un tubo de celofin de 25 cm de longitud con agua destilada, y &telo
POr un extremo.,

b)Con una pipeta, deposite en el interior 20 ml de gelatina al 28 de pi= 9, y -
4 gotas de fenolftalefna. Anote el color que tama la solucién.

c)Ate el otro extremo de la bolsa y cerciorese de que esté bien cerrada.

d)En un vaso de precipitados de 250 ml 6 en un frasco Gerber, coloque 20 ml de
agua destilada pH= 7 y adicionele 4 gotas de fenolftalefna. Registre el color
que toma la solucién.

e) Introduzca la bolsa de dialisis conteniendo la protefna dentro del frasco —-
Gerber con el agua destilada PH=&.

f)Deje en reposo durante 90 minutos. Transcurrido ese tiempo registre los colo
res tanto del- liquido exterior como del interior de la bolsa de didlisis y

g)Con el potenciémetro determine el PH de ambas soluciones. Registrelo.

RESULTADOS

——

I.-DESNATURALIZACION POR CALOR * (COAGUIACTION)
En la siguiente tabla anote las observaciones tenidas en este experimento

TURO Después de Despues de adicionar regulador
Calentar de acetatos pH = 4.6

1I.-DESNATURALIZACION POR SOLVENTES ORGANICOS

Informe en siguiente Os resultados que obtuvo con los dos solven-
tes utilizados,

SOLUCION PROTEICA ACETONA ETANOL
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V.- EQUILIBRIO DE DON NA N

En los siguientes esquemas, represente las observaciones que usted tuvo
tanto al inicio como al final del experimento,

SITUACION INICIAL

Color de la solucién interna : f;
pH de la solucién interna I
Color del liquido exterior ‘ I
PH del liquido exterior ‘

SITUACTON AL FQUILIBRIO |

Color de la solucibn interna |
PH de la solucién interna J
Color de la solucién externa i
pH del liquido exterior
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Discuta cada uno de sus experimentos por separado.

DISCUSION

CONCLUSIONES




SECCION DE PREGUNTAS

BIBLIOGRAFIA CONSULTADA
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OB'I'EI\IIIONDEIACASE[NAAPARI‘IRDEI.AIECHE

INTRODUCCION

La leche es un alimento importante en la dieta humana. Es el dnico

recurso del que depende el desarrollo Y Ccrecimiento de los nifios recién na
cidos.

Ia leche de vaca es una fuente fundamental de protefnas, carbohi—
dratos y 1ipidos. Contiene aproximadamente un 5% de Lactosa, 3.7% de Grasa
12.7% de S6lidos Totales, y un 87.6% de agua. Las protefnas principales -
presentes en ella son la Caseina y la IactalbGmina, las cuales se encuen—
tran en un 2.9% y un 0.5% respectivamente,

Ia lactalbfmina es una protefna soluble, parecida a la albfmina -
sérica y a la ovoalbGmina.la

caseina es una protefna conjugada que se in—
cluye dentro del grupo de las fosfoproteinas, ya que algunos de los resi—-—
duos de serina presentes en la

caseina tienen su grupo hidroxilo unido a -
un &cido fosférico como se ilustra enseguida:

CH, -CH CH, = O- ﬁ -4
- ' : + 6H
HN - <I: -5 HN -cC-H
|
coo~ coo

SERTNA FOSFOSERINA

Aunque el contenido de proteinas de la leche de vaca es relativa-
mente bajo, es mayor que el de la leche humana. Ia casefna, asf camo otras
protefnas de origen animal como la miosina Yy la albGmina de huevo, contie-

nen todos los aminodcidos escenciales para el crecimiento y desarrollo hu-‘
mano.

CBJETIVO

Intentaremos en este experimento Separar la casfna de la leche, -
ajustando el pH de la misma a 4.8, que es el punto isoeléctrico de esta -—

protefna, y trataremos de hacer una estimacibn cuantitativa presente en es
te alimento.

FUNDAMENTO

e ————e

Las proteinas muestran muchas de las proviedades anfotéricas de -
los aminodcidos. Al disolverse, las protefnas se camportan camo si fueran
aminodcidos, y se ionizan de la misma manera, ya que los grupos R de los -




residuos pueden cargarse positivamente & negativamente. La carga neta de
una molécula de protina depende del PH de la soluci6n y de la cantidad vy
tipo de grupos "R" presentes.

Cuando la carga neta de la protefna es cero, es decir, el nG-
mero de cargas positivas es igual al nfmero de cargas negativas, enton——
ces la proteina no emigrard hacia nincuno de los polos en un campo eldctri

o, Yy el pH en el que ocurre esta situacién se denomina PUNTO ISOELECTRICO.

Cuando una proteina se encuentra en una solucién alcalina con-
respecto a su punto isoeléctrico, tendrd una carga neta negativa, mientras

que en una solucibn &cida, con respecto a su punto isoeléctrico, poseerd -
una carca positiva.

Si a una solucidn de protefna se le ajusta el pH al pH isoeléc
trico, la protefna precivita de la solucién, 'y puede ser separada fécilméﬁ
te. Este proceso se conoce como PRECIPITACION ISOELECTRICA, v permite la
separacitn de proteinas y su posterior purificacion.

la forma zwitteridnica, anibnica Yy protonada de una proteina.-
se ilustran ensecuida:

i ] - =
g +
= NEH
i T s ¥,
\—-——_%
! I R i
FORMA CATIONICA FORMA  ZWITTERIONICA FORMA ANIONICA

MATERTAL POR EQUIPO DE CUATRO PERSONAS

vasos de precipitados de 400 ml
nipetas. graduadas . de 10 ml
termémetro

parrilla eléctrica con agitacidn
barra magnética

agitador de vidrio

embudo de filtracién répida
mortero

tubos de 18 x 150

I gradilla

Gasa, y dos bolsas de papel celofén

N e s O S

N
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REACTTVOS

1.-Acido Acético 2M: Tomar 117.6 ml de HOAc concentrado y aforar a un volGmen ‘
de un litro con agua destilada. |
2.-HC1 2%: Transferir 54 ml de acido clorhidrico concentrado a un matraz volu
metrico de 1 litro conteniendo 300 ml de agua destilada, mezclar, y aforar. w
3.-ETANOL
4 .-ETER ETTILICO
5.-NaOH 0.1%: Disolver 0.1 gramo de hidréxido de sodio en 50 ml de acua desti
lada y afore a 100 ml con aqua destilada. T I

PARTE EXPERTMENTAL

1.-En un vaso de precipitados de 400 ml, colocue 50 ml de agua destilada.y ca- ‘
lientela hasta una temperatura de 38°C. .

2.-Adicione 100 ml de leche y deposite cuidadosamente una barra magnética. '»

| 3.-Coloque el vaso de precipitados sobre una base magnética cercana al potencig’_ ‘ ‘
\ metro e introduzca los electrodos en la solucién. Encienda la agitacién cui- "‘
i dadosamente .Determine el pH inicial y deje el bot6n en la posicién de pH. }.

4.-Con una pipeta, comience a adicionar gota a gota Acido Acético 2M 6 HC1 2%, ?
' hasta que el pH de la solucién sea de 4.8 , donde ocurrird la méxima precipi
taci6n de caseina. ot I

w 5.-Una vez obtenido el precipitado, detenga la agitacién, remueva les electro— I
dos, lavelos y dejelos dentro de agua destilada limpia. ILa solucién mantén— I
gala en reposo durante 10 minutos :

6.-Elimine por decantacién una buena parte del sobrenadante. Ia porcién restan—
‘ . . te filtrela a través de un emwbudo de vidrio cubierto con papel filtro, reco- ;‘
gl & giendo el filtrado en un vaso de precipitados, el cual se elimina.

7.-El residuo que quedd en el embudo, l&velo con 20 ml de etanol agitando con - i
I © una varilla de vidrio cuidadosamente sin romper el papel.
W

= A

pr——— ey e

E

e —

—a—

8.-Entre varias hoj‘as de papel secante, coloque el cono de papel que contiene -
el residuo y desé;uelo presionando con las hojas de papel secante,

9.-El precipitado seco, col6quelo en un vaso de precipitados y adicione 20 ml de
eter etilico, agite bien la suspensién para deslipidizar la protefna, I

‘ ' 10.-Filtre nuevamente esta suspensién a través de un embudo de filtracién répida |
| | cubierto con papel filtro. Descarte el filtrado. El residuo de color blanco |
i d esla CASEINA. :

|

bt ' : 11.-Transferir la.caseina a un mortero y pulverizarla. PESEIA, y guardela en una ‘
bolsa de papel celofén. '

e

12.-En un tubo de ensaye de 18 x 150 coloque una pequefia porcién de la caseina - |
‘ obtenida y disuelvala en 5 ml de NaOH al 0,1% y realice la PRUERA DE BIURET, '
Ll ! PRUEBA DE BIURET: A la solucién protefca, adicionele 1 ml del Reactivo

de Biuret, agite y cdbserve el color desarrollado. -
a Corra un control positivo utilizando albGmina de huevo.




RESULTADOS

1.-PESO DE IA CASEINA OBTENIDA:

2.-REPORTE EL % DE CASINA EN GRAMOS /100 ml DE LECHE:

3.-ENTREGUE 1A CASEINA OBTENIDA, GRAPANDOIA EN EL SIGUIENTE ESPACIO:

4.-Muestre sus resultados de la prueba de Biuret |

|
CASEINA OBTENIDA AIBUMINA DE HUEVO '

Color: Color: ‘
Reaccibn: Reaccibn:




DISCUSION




SECCION DE PREGUNTAS :\
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OBTENCION DE ACIDOS NUCLEICOS A PARTTR DE LEVADURAS

INTRODUCCION

Los acidos nucleicos son polimeros de elevado peso molecular cuya -
unidad monomérica, o componente fundamental es el MONONUCLEOTTIDO, el cual -

consiste de una base nitrogenada plrica o pirimfdica, una pentosa, y &cido-
fosférico.

Existen dos tipos de dcidos nucleicos que son: el Acido Desoxiribo-
nucleico (DNA) y el Acido Ribonucleico (RNR) .

En cuanto a su localizacién, el DNA se encuentra siempre en el nG—
cleo de las células eucaribticas, y en la regién del nucleoide en los orga—
nismos procariéticos. En los organelos camo las mitocondrias y el cloroplas
to, se ha demostrado la presencia de Zcido desoxiribonucleico llamado " DNA—
SATELITE". En las células procari6ticas, ademis de su genSforo existen pe—

quenas moleculas de DNA circulares, de doble cadena y autoreplicables, lla-
madas EPISOMAS.

El RNA se puede encontrar en el nficleo de las células eucaribticas
Pero principalmente se encuentra en el citoplasma celular.

En los organismos eucariotes, los &cidos nucleicos suelen asociar-
Se con proteinas bisicas especificas 1lamadas HISTONAS o PROTAMINAS las cua
les neutralizan el caracter polianiénico de las moléculas, formando comple—
Jjos de NUCLEOPROTEINAS. Ias nucleoproteinas que contienen DNA poseen de un
40 a un 60% de &cido nuclefco, mientras que las que poseen RNA consisten en

un 5 a 20% de &cido nucleico.

OBJETTIVO

a estas biomoléculas.

FUNDAMENTO

Existen métodos especiales para el aislamiento » purificacién y medi
cibn cuantitativa de los &cidos nucleicos. Entre estos se incluyen la ex--
traccibn selectiva, precipitacién, centrifugacién (6 filtracién), hidr6lisis,
cromatograffa y técnicas épticas para establecer la cantidad de &cido nuclef
CO que existe en una muestra.




=129~

MATERTAL POR EQUIPO DE CUATRO PERSONAS

Levadura de papaderia (un paquete por grupo)
Balanza granataria

pipetas de 10 ml
pipeta de 1 ml |
agitador de vidrio

pinzas para tubo de ensaye
embudo de filtracién ripida |
vaso de precipitados de 250 ml }
probet a graduada

tubos de ensaye de 18 x 150 |
mechero

gasa 6 manta de cielo '
Papel Hydrion ‘
Papel Filtro

RPUR R REE PN

’_ REACTTVOS

| 1.- NaOH 30%: Disolver 30 gramos de hidr6xido de sodio en 80 ml de agua des-
Hi tilada fria, afore después con agua hasta 100 ml

il 2.~ NaOH 1 N: Disolver 40 gramos de hidr6xido de sodio en 800 ml de agua des
{4"2\ tilada fria y luego afore hasta un litro con ese solvente.

|

)

|

(U8}
I

g FeCl3lO%: Disuelva 10 gramos de FeCl3'6H20 en 50 ml de agua destilada,y
il " adicione 1 ml de HCl conc. Afore a 100 ml con aqua destilada.

| 4.- Etanol al 95%

i L 5.- Acido Clorhidrico concentrado
i y! 6.~ Reactivo de Bial |
A 7.= Acido Sulffrico.3 N: Afiadir 8.3 ml de H,SO, concentrado por los paredes- |

ﬂ«" , del recipiente a un volumen dé 50 ml de agua destilada, mez- \
'Hf, cle cuidadosamente a medida que se afiada el &cido. Completar - I
‘ u ' con agua hasta un volumen de 100 ml.

8=

‘ HZSO4 10 N: Repita el procedimiento anterior, pero utilice 27.7 ml de -
l‘ &cido sulffirico concentrado.

“J PARTE EXPERTMENTAL |

| I.-SEPARACION DE LOS ACIDOS NUCLEICOS

‘ .
;ﬂ L\ 1.-En un vaso de orecipitados de 250 ml, coloque 20 gramos de levadura de pa
| W\ naderia, y agregue 15 ml de NaOH al 30%. Agite con una varilla de vidrio
i | durante 20 minutos hasta formar una suspensién. ‘
‘ M

: 2.-Luego adicione 20 ml de agua destilada y homogenice. Después anada 10 ml
i de FeCl3 al 10% y mezcle bien.
|
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!
‘ 3.-Filtre la suspensién a través de un embudo de filtracién ripida implementado |
HR con una capa de gasa 6 manta de cielo.

Exprima la pasta usando para ello —
gquantes de hule. Recoga el filtrado en un vaso de precipitados de 250 ml

4.-lave la pasta adicionandole 15 ml de agua destilada recuperando el lavado en
‘ | el vaso de precipita dos donde recuper6 el filtrado anterior.

5.-51 la mezcla de los dos filtrados estd turbia entonces filtre de nuevo utili r

zando papel filtro adaptado a un embudo de filtracién ra pida. -
! ‘ ‘ 6.-El residuo que queds en la gasa eliminelo.
|
' |

f 7.-A la mezcla de los filtrados adicionele 50 ml de etanol al 95% agitando con-
| , tinuamente dqurante la adicidn.
q 8.-Después anadir con agitacién suficie
| solucién, utilice papel hydrion para verificar el pH. Con esto se consigue
i la precipitacién del &cido nuclefco.
il

9.-Filtre la suspensidn asf obtenida a travéds de papel filtro y lave el residwo
i | - con agua destilada re

cuperando ambos filtrados en un vaso- de precipitados,
y deséchelos.

( 10.-El residuo que se retuvo en el papel filtro son los ACIDOS NUCLEICOS |, utili
(i gl celo para realizar los siguientes ensayos:
1

l
|
nte HC1 concentrado hasta acidificar la- I
|
|

II.-HIDROLISIS DE LOS ACIDOS NUCLEICOS
I

- ;
| 1.-Disuelva una pequefia porcibn del &cido nucleico obtenido, en 5 ml de NaOH 1IN '
Al y caliente en bafo de agua hirviente durante 15 minutos. Enfrie,
o
it

2.-Acidifique la solucién hasta un PH=3.5 con HCl 0,1N, manteniendo de tubo -
| ) » de ensayo en un bafio de hielo. Con este hidrolizado efectue la: :
|

.' i _ PRUEBA DE BIAL
“ I a)En un tubo de ensaye de 18 x 150, coloque 3 ml del Reactivo de Bial, y afiada- |
Il | j " A

1 ml del hidrolizado anterior. Caliente al mechero con agitacién, hasta que -

las primeras burbuijas alcancen la superficie. Gbserve el color desarrollado -
‘ por la solucién. Andtelo.

| IIT.~-IDENTTFICACION DE FOSFATOS
\‘ ‘ \
i

Prepare al momento las siguientes soluciones: |

1)MOLIBDATO DE AMONIO AL 2.5%:Disuelva 2.5 gramos de molibdato de amonio en 20 ml I
de agua destiladas. Coloque 30 ml de H SO4 10N en un matraz de aforacién de 100ml, \

ik agreguele la solucién de molibdato y diluya a 100 ml con agua destilada.Mezcle

’1} : bien, y guarde-la solucién en un frasco de ambar bajo refrigeracién.

\

11i) CLORURO ESTANNOSO: Disuelva SnCl2-2H70 en HC1 6M. Decante y al decantado |
\ anade granallas de estafio.
f

1.-En un tubo de ensaye de 18 x 150 coloque una porcién del acido mucleico obte
! i nido.Aflada 2 ml de HaSu,
l
|

3N. Hierva lentamente durante 5 min para hidrlizar

el acido nucleico. Enfrie
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: 2.-Transfiera 1 ml de esta solucién a un tubo de ensaye de 18 x 150 y ahada |

! 0.5 ml de H,80, 10N, 1 ml de solucidn de molibdato de amonio al 2.5%, y

i 5 gotas del reactivo reductor de cloruro estannoso. Deje reposar durante
J 10 minutos. Observe el color desarrollado. AnStelo.

|

Corra un control utilizando una solucién de KH PO4 0.1M: y otro control
‘ negativo utilizando aqua destilada como muestri.

RESULTADOS

, l.-Anota enseguida las caracterfsfcas fisicas del &cido nucleico obtenido:

2-En la siguiente tabla anota los colores desarrollados por las diferentes -
miestras al efectuar las pruebas senialadas. '

PRUEBA BIOQUIMICA HIDROLIZADO ‘CONTROL ' - AGUA

(AC.NUCLEICO) . { POSITIVO

r_u“ - n»'__J

PRUEBA DE' BIAL

PRUEBA DE FPOSFATOS
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DISCUSION

CONCTLUSIONES
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SECCION DE PREGUNTAS

BIBLIOGRAFTA CONSULTADA
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