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Introduccion

Este curso intenta introducir al estudiante a algunos de los procedimientos experimentales mas ampliamente
usados en bioquimica. Incluye andlisis de macromoléculas como carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos
nucleicos; purificacion y caracterizacién de proteinas, ensayos de enzimas y cinética enzimatica, aislamiento y
manipulacién de ADN y otros. El estudiante también se familiarizara con algunos de los equipos mas

frecuentemente usados en las practicas de bioquimica.

Pocos articulos en la literatura estan escritos por un solo autor; la mayoria tienen al menos dos autores y algunos
hasta mas de diez. Es asi, que las practicas seran llevadas a cabo en grupos de dos o tres estudiantes. Usted

puede escoger companeros, o puede preguntar para que lo asignen a un grupo.

Antes de cada periodo de laboratorio, el estudiante necesita gastar algin tiempo leyendo la practica, esta
lectura proveera informacién y entendimiento sobre los procedimientos a ser desarrollados. Si esto no se hace,
usted desperdiciara mucho tiempo de clase, y perjudicara a los demas estudiantes y al profesor. También

encontrara dificil responder las preguntas de la practica que deben ser entregadas cada dia.

ASPECTOS FILOSOFICOS: La investigacién cientifica involucra una exploracion de lo desconocido. En
algunos casos, una pregunta tiene una “respuesta correcta”, la cual es conocida por el profesor e impartida a los
estudiantes. En investigaciéon, por otro lado, la respuesta correcta es raramente conocida de antemano y debe
siempre ser deducida de los resultados experimentales. Los investigadores deben por lo tanto acostumbrarse a
algiin nivel de incertidumbre sobre la “respuesta correcta” a una pregunta experimental, y debe siempre
permanecer abierto a la evidencia experimental que contradice una hipétesis que ha surgido de experimentos
previos. Su trabajo como cientifico sera considerar sus datos, y tratar de interpretarlos. En este contexto,
“respuestas equivocadas” son respuestas que son contradichas por sus datos o que no producen una conclusién
légica de los datos que usted ha recolectado. Asi, usted debe ser muy cuidadoso cuando reporte datos o
resultados de lo que usted hizo u observo, especialmente si usted observa algo inesperado. Fraude cientifico, en
la cual personas intencionalmente reportan datos falsos, es considerado muy en serio porque esto resulta en una
creencia dificil de sobreponer ya que es un estamento que entra en conflicto con la verdad. En algunas ocasiones
vemos en la literatura “retractaciones”, en la cual un cientifico publica un estamento de una informacién dada en
un articulo previo como el resultado de un artefacto y no como una reflexién de la respuesta correcta. Evitando
asi la pena de publicar una “retractacién” y ser visto como una persona que no es cuidadosa en el desarrollo de

experimentos y en la interpretacién de resultados.

Otro asunto critico es la apropiada citacién de las fuentes de informacién que usted usa para escritos cientificos.
Se debe siempre referenciar apropiadamente los autores de articulos y libros que usted consulta. Si usted no lo

hace, estara reclamando crédito por trabajo desarrollado por otros.
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I. ESPECTROSCOPIA Y DILUCIONES

Tipo de practica: Duracion: Indicaciones de peligro:

Grupal (2 personas) 4 horas No presenta indicadores de peligro

I.1. Objetivos

« Adquirir habilidades y competencias basicas en el desempenio dentro de un laboratorio de bioquimica.
< Determinacion cuantitativa de la concentracion de CuSO,4en una muestra problema mediante
espectroscopia de absorcién molecular UV-VIS.

« Comprender y aplicar los conceptos de molaridad, normalidad, porcentajes de peso a peso y dilucién.

1.2. Conceptos relacionados

Absorbancia, ley de Lambert-Beer, dilucién, espectrofotometria.

1.3. Fundamento teérico

1.3.1. Espectroscopia

Un espectrofotometro es un instrumento para medir la absorbancia de una solucién. La absorbancia es una
medida cuantitativa Util y estd relacionada con la concentracién a través de la ley de Beer-Lambert, la cual

establece lo siguiente:

A = ecl (D

Donde A es la absorbancia de la muestra a una longitud de onda dada, € es el coeficiente de extincién del
compuesto a esa longitud de onda y sus unidades son (M-cm)”', ¢ es la concentracién molar de la especie que
absorbe, y I es la longitud de paso de la celda que contiene la solucién donde se realiza la medicién y esta dada
en cm. Asi, si el coeficiente de extincién es conocido, la absorbancia de la solucién puede ser usada para
calcular la concentraciéon de la especie en soluciéon (asumiendo que la Unica especie que absorbe es el

compuesto de interés).

La explicacién anterior de por qué medimos la absorbancia no explica lo que significa la absorbancia en si. Otra

definicion mas precisa esta dada por la expresion (2):
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A=log(2) ©)

Donde I, es la cantidad de luz que entra a la muestra, e [ es la cantidad de luz que sale de la muestra. La
absorbancia es por lo tanto una medida de la porcién de luz que llega al detector. De lo cual se deduce que
cuando la absorbancia vale |, solo el 10% de la luz alcanza el detector, y cuando es 2, solo el 1% de la luz

alcanza el detector.

1,

)
Lampara |:>

—>|1 cm*(—

Figura 1. Arreglo interno tipico de una cubeta de en el espectrofotémetro.

Cubeta

1
——>Detector

Valores de absorbancia mayores de 2 no son confiables porque muy poca luz estd alcanzando el detector para permitir
mediciones acertadas. Cuando se realizan las mediciones, si el valor de absorbancia es mayor de 2, se debe diluir la

muestra y realizar las mediciones nuevamente.

Un espectrofotémetro interpretara huellas presentes en las caras épticas de la cubeta, como también burbujas
de aire o presencia de sélidos en la solucién, afectando los valores reales de la medicién. Antes de colocar la

cubeta se deben tener en cuenta estos aspectos.

Algunas cubetas estan disenadas para luz visible Gnicamente. Cuando el espectrofotémetro esta en modo de
ultravioleta (340 nm o menos) aseglrese que su cubeta no tiene gran absorbancia cuando solamente contiene

agua.

El término “espectroscopia” proviene de la palabra “espectro” que originalmente se referia a los multiples
colores de luz que aparecian al analizar luz blanca a través de un prisma. Implica por lo tanto, el uso de muiltiples

longitudes de onda de luz.

Los espectrofotémetros tienen entonces la habilidad de medir absorbancia a valores especificos de longitud de
onda. El método usado mas cominmente involucra un monocromador que permite descomponer la luz
incidente en sus componentes con diferentes longitudes de onda y de esta forma escoger una longitud de onda a
la cual una muestra dada absorbe con mayor intensidad. La habilidad para medir la absorbancia a diferentes

longitudes de onda es muy util porque el coeficiente de extincién varia al variar la longitud de onda. Ademas, el
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espectro de absorbancia puede variar dependiendo de la composicién quimica del compuesto y el ambiente

(solvente) alrededor de este.

La figura 2 muestra el espectro de absorbancia de una proteina. Esta tiene un valor muy alto de absorbancia de
alrededor de 280 nm, y muy bajo a mayores longitudes de onda. Para esta proteina, los tnicos croméforos que
absorben a esta longitud de onda son los anillos aromaticos de los aminoacidos tirosina y triptéfano. Como estas
proteinas absorben en el ultravioleta, son incoloras. Sin embargo, hay otras proteinas que absorban en la regién

visible como lo son la Hemoglobina que posee un grupo (Hemo) que absorbe fuertemente en esta region.

2
1.8 1
1.6 A
1.4 1
1.2 4

1 -
0.8 1
0.6 1
0.4 1
0.2 1

0 T T T T
240 260 280 300 320 340

Longitud de onda (nm)

.

ancla

Absorb

Figura 2. Espectro absorcién ultravioleta de una proteina.

El coeficiente de extinciéon de una molécula a una longitud de onda dada puede ser calculado utilizando la ley de

Beer-Lambert para medidas de absorbancia de soluciones de concentracién conocida.
1.3.2. Diluciones
Muchas soluciones usadas en bioquimica son preparadas por dilucién de una solucién estandar. Para esto se

necesita considerar la concentracién final deseada y el volumen requerido del material diluido, esto se puede

hacer utilizando la ecuacién (3).

GV = GV, (3)

Donde C, en la concentracién inicial, V, es el volumen inicial, V, es el volumen del material diluido y C, en la

concentracion final del material diluido.

Consideremos un ejemplo. Se necesita preparar unas diluciones para una curva de calibracién. Se tiene una
solucién estandar de 1000 pg/mL de un compuesto y se necesita preparar 200 yL de una solucién 20 pg/mL. El

célculo entonces es:
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V,=?
C,= 1000 pg/mL
V,=200 uL
C,= 20 pg/mL
Ca 20 pg/mL
V:V(—) = V,=200 L(—>:4L
LRG 2 #\1000 pgyme ) = H

Esto quiere decir que se toman 4 pL de la solucién inicial, se le adiciona 196 UL de disolvente para obtener la

solucién final de concentracién conocida.

Otro factor importante es la nomenclatura para las diluciones la cual se muestra como una relacién. Por
ejemplo: Una relacién 1:2 quiere decir que a un volumen inicial se le agrega otro volumen de solvente para
lograr el volumen final. Una relacién 1:5 quiere decir que a un volumen inicial se le agregan 4 volimenes de
solvente. Otras veces la nomenclatura esta dada en valores de X, por ejemplo una solucién 10X. Si se quiere
preparar de esta una dilucién |1 X se necesitara una relacién 1:10 para prepararla. De la misma forma se pueden
preparar otras diluciones para realizar una curva de calibracién. En este experimento, se aprendera cémo

preparar diluciones, cdmo usar el espectrofotémetro y cémo interpretar los datos.

1.4. Materiales

v Pipetas v’ Papel parafinado
v Puntas para pipetas

1.5. Equipos

v Espectrofotémetro UV-Vis

1.6. Sustancias

v’ Sulfato de cobre (CuSO,) 0,1 M
v Solucién problema de CuSO,

1.7. Procedimiento

1.7.1. Dilucion simple |
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— Colocar la longitud de onda a un valor de 700 nm y calibrar un blanco a cero con agua.
— Preparar 3 mL de las siguientes diluciones de CuSO, usando agua destilada: |:2, I:5, 1:10, 1:50, y 1:100.
— Leer y registrar la absorbancia a la longitud de onda dada para cada dilucién.

1.7.2. Dilucion simple 2

— Asumiendo que la solucién estandar de CuSO, es 5X, preparar las siguientes diluciones: 0,5X, X, 2X.

— Leer y registrar la absorbancia a la longitud de onda dada para cada dilucién.

1.7.3. Diluciones en serie

— Preparar las siguientes diluciones de CuSO, usando dilucién en serie: I:5, 1:25, 1:125,y 1:625.

— Leer y registrar la absorbancia a la longitud de onda dada para cada dilucién.

1.7.4. Aplicacion experimental

— Leer y registrar la absorbancia a la longitud de onda dada para las soluciones o diluciones de

concentracién desconocida.

1.8. Disposicion de los residuos

Tabla. Disposicién final de los residuos generados en la practica.

Sustancia o Mezcla Recipiente rotulado

Todos seran descartados en el recipiente indicado Residuos acuosos

1.9. Consultar antes de la practica

a) Una disolucién que contiene 4.48 ppm de KMnO, presenta una transmitancia de 0.309 en un cubeta de

1.00 cm a 520 nm. Calcular la absortividad molar del KMnO,.

b) El complejo FeSCN™? cuya longitud de onda de méxima absorcién es 580 mn, tiene una absortividad molar

de 7.00 X 10° L em™' mol"'. Calcular:
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1. La absorbancia a 580 nm de una disolucién del complejo 2.50 X 10-°M;,si se mide en una cubeta de
1.00 cm

2. La absorbancia de una disolucién del complejo cuya concentracién es el doble de la del apartado
anterior.

3. Latrasmitancia de las disoluciones descritas en los apartados | y 2.

4. Laabsorbancia de una solucién cuya transmitancia es la mitad de la descita en el apartado 1.

c) La constante de equilibrio del par 4cido/base conjugado:

HIn + H,0 =—= H;0"+ I’

-~

Es 8.00 X 10”. A partir de la siguiente informacién

Especie Méaximo de absorcién, Absortividad Molar
nm 430 nm 600nm
Hin 430 8.04X10° 1.23X10°
In- 600 0.775X10? 6.96X10°

I. Calcular la absorbancia a 430 nm y a 600 nm de las disoluciones de indicador con las siguientes
concentraciones: 3,00 x 10-4 M; 2,00 X 10-4; 1,00 X 10-4 M; 0,500 X 10-4 My 0,250 X 10-4 M.

2. Representar graficamente la absorbancia como funcién de la concentracién de indicador.

Referencias bibliograficas

I) UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA; DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA.
Bioquimica: aulas praticas. 6. ed. Curitiba: Ed. Da UFPR, 2001. 178 p.
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2. DETERMINACION EXPERIMENTAL DEL pH Y
SOLUCIONES AMORTIGUADORAS

Tipo de practica: Duracion: Indicaciones de peligro:

Grupal (2 personas) 4 horas No presenta indicadores de peligro

2.1. Objetivos
% Determinar el pH de wuna solucién utilizando métodos colorimétricos o
potenciométricos.
% Reconocer la capacidad tampén de aminoacidos y proteinas

¢ Relacionar los conocimientos adquiridos del funcionamiento de las soluciones tampén

de importancia biolégica.

2.2. Conceptos relacionados
Concepto de acido-base, ionizacion del agua, definicion de pH y pKa, ecuaciéon de

Henderson-Hassenbalch, capacidad tampén, valores de pKa de aminoacidos.

2.3. Fundamento teérico

El pH de una solucién acuosa se define como el logaritmo negativo de la concentracion
molar de hidrogeniones (H,O"). La determinacién de pH es muy importante, ya que
influencia de manera directa en la carga de la molécula y en su actividad biolégica. El producto

idnico del agua es la base de la escala del pH propuesta por S®rensen (:ky,=[ H'][OH ] =

10", pH = -log [ H*]).

La escala de pH permite expresar la concentracién de iones hidronio (protén
hidratado) comprendida entre IM y IX10"* M, extremos que corresponden a pH 0y 14, la
neutralidad es igual a pH 7.0.

La manera mas conveniente y exacta de determinar el pH es usando un electrodo de vidrio.
Este electrodo depende del intercambio de iones en las capas hidratadas formadas sobre

la superficie del electrodo de vidrio.
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Generalmente se utiliza vidrio compuesto de aproximadamente 22% de Na,O, 6% de
CaO y 72% de SiO,. Este vidrio muestra una especificidad hacia los iones hidrégeno hasta un
pH de cerca de 9; a valores mayores de pH, la membrana se vuelve sensible a iones
sodio y otros iones alcalinos. Esto se evita empleando membranas construidas con vidrio en
que el sodio se remplaza por litio. El electrodo de vidrio debe mantenerse en agua
destilada o en solucién de KCI saturada para evitar el crecimiento de microrganismos.
En el electrodo de vidrio esta presente un electrodo de referencia interno de
plata/cloruro de plata (Ag/AgCl) rodeado por un electrolito de HCI 0.1 M. Este electrodo de

referencia interno produce un potencial estacionario.

El electrodo de vidrio actia como una bateria cuyo voltaje depende la actividad del H* de la
solucién en que esta sumergida. En el pHmetro, el electrodo de vidrio y el electrodo de
referencia de calomel, estan disefiados para que a pH 7 dé un potencial cero. Antes de
medirse el pH de una solucién desconocida el pHmetro se estandariza con soluciones
amortiguadoras de pH conocidos.

El voltaje depende de la temperatura, por lo que los potenciémetros tienen un control de
ajuste para la temperatura de la solucién. Los electrodos de vidrio son fragiles y caros, por lo
tanto deben manejarse con cuidado. Si se mide el pH de soluciones de proteinas, se puede
formar una capa delgada en el electrodo la cual puede removerse sumergiendo en HCI

0.IN, y después limpiando con detergente diluido y enjuagando con agua.

Por otro lado, las soluciones amortiguadoras (“buffers” o soluciones tampén), son aquellas
capaces de mantener el pH dentro de un rango de variacién minima. Estan formadas
generalmente por un acido débil y su base conjugada cuando se trabaja a pHs por debajo de
7. En el caso de pHs alcalinos se usa una base débil con su acido conjugado respectivo. La
eficiencia de una solucién reguladora esta regida por dos factores: (a) La concentracién total
del regulador (suma de las concentraciones del acido débil y de la sal). Cuanto mas
concentrado sea un regulador, mas tolerante sera a la adicién de acidos o bases fuerte. (b)
Por la relacién existente entre la base conjugada y el 4cido. Cuando esta relacién es igual a |,

la solucién reguladora tiene su maxima eficiencia.
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Este valor se alcanza cuando el pH del regulador es igual al pKa de acido. La
E=ecuacién de Henderson y Hasselbalch, es muy util para la preparaciéon de las soluciones
amortiguadoras. (pH = pKa + log [sal]/ [Acido]). El pH mas adecuado para que una
solucién amortiguadora funcione eficientemente, es cuando se encuentra en un rango de

pH igual a su pKa % 1.

2.4. Materiales

v 8 tubos de ensayo v" Varillas de agitacién
v' Pipetas (5-10 mL) v 3 vasos de precipitados (50 o 100
mL)
2.5. Equipos
v" PHmétro

2.6. Sustancias

v" Soluciones tampén de pH 3,5,7,9 y v' NaOHO0.I M

10 v Acido ortofosférico

v" Indicador universal v HCIO.I M

v Acido bérico v Acido acético glacial

v Fosfato de sodio monobasico v' Fosfato de sodio dibasico
(NaH,PO,) (Na,HPO,.7H,0)

2.7. Procedimiento

l. Determinacion del pH mediante el método potenciométrico.

I) Preparacién de soluciones en un rango de pH de 3-10:
Pesar 0.5 g de acido bérico y disolver en un 100mL de agua destilada, adicionar 560 uL de
acido ortofosférico y 480 UL de acido acético glacial, completar hasta 200 mL de agua

destilada. El pH de la solucién da alrededor de 1.9.
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A partir de esta solucién, a 25 mL de la solucién anterior adicionar NaOH 0.2 M, con ayuda
de una bureta, para obtener diferentes pHs. Realizar los calculos teéricos del volumen de
NaOH para obtener soluciones a pH 3,5, 7,9 y 10. Comparar estos datos con los obtenidos

experimentalmente.

2) Preparacion de una solucién tampén de fosfato 0.1M a pH 7.0

A) Pesar 2.78 g de fosfato de sodio monobasico (NaH,PO,) y disolver en agua en un balén
volumétrico de 100 mL, para obtener una solucién de 0.2M.

B) Pesar 5.365 g de fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,7H,O0) o 7.17g
(Na,HPO,.12H,0) y disolver en agua en un balén volumétrico de 100 mL, para

obtener una solucién de 0.2M.

Mezclar 9,75 mL de la solucién A con 15,25 mL de la solucién B y diluir hasta 50 mL para

obtener una solucién tampén de fosfato 0.1M a pH=7.0.

La tabla | contiene los volimenes de las soluciones A y B necesarios para obtener

soluciones tampon de fosfato a diferentes pHs. Determinar el pH teérico y experimental.

Tabla I. Relacién entre los volimenes de las soluciones A y B para obtener diferentes

pHs.

A (mL) ‘B(mL) ‘pH ‘- A(mL) B(mL) pH

23.5 1.5 16 9

23 2 I5 10
22,5 2,5 14 I
22 3 13 12
21.5 3.5 12 13
21 4 I 14
20.5 4.5 10 I5
20 5 9 14
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19 6 7 I8
18 7 5 20
17 8 3 22

2. Determinacion del pH mediante el método colorimétrico.

I) Preparacion de las soluciones con papel universal:

Pesar 0.05g de naranja de metilo, 0,15g de rojo de metilo, 0.30g de azul de bromotimol,

0.35g de fenolftaleina y el 66% de alcohol etilico a un litro.

Escala estandar

Preparar una bateria de 8 tubos de ensayo y colocar en cada tubo de ensayo ImL de las
soluciones preparadas en un rango de pH de 3-10. Adicionar 5 gotas de indicador universal

y 9 mL de agua destilada.

Experimentacion

Experimento |: Determinacion del pH.

Tubo I: 5 gotas de indicador+ 10 mL de agua

Tubo 2: 5 gotas de indicador+ | mL de solucién tampén pH 7.0 + 9 mL de agua.
Tubo 3: 5 gotas de indicador+ |0 mL de agua
Tubo 4: 5 gotas de indicador+ | mL de solucién tampén pH 7.0 + 9 mL de agua.

Determinar el pH de cada solucién y anotar los resultados en una tabla

Experimento ll: Capacidad amortiguadora

Tubo |: Adicionar una gota de NaOH 0.1M + 9 mL de agua destilada
Tubo 2: 9 mL de solucién amortiguadora a pH= 7.0+ una gota de NaOH 0.1M
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*Observar, determinar el pH y anotar en una tabla.

Soplar por |5 segundo el tubo | y por un minuto el tubo 2. Observar el cambio de color,

determinar el pH (pHmetro) y anotar en una tabla.

Tubo 3: 9 mL de agua destilada+ 2 gotas de HCI 0.1M +
Tubo 4: 9 mL de solucién amortiguadora a pH= 7.0+ 2 gotas de HCI 0.1M

Observar, determinar el pH y anotar en una tabla.

Continuar adicionando gota a gota HCI 0.1M al tubo 4 hasta obtener el mismo color del tubo

3. Determinar el nimero de gotas. ¢Qué pueden concluir?.

2.8. Disposicion de los residuos

Tabla 2. Disposicién final de los residuos generados en la practica.

Sustancia o Mezcla Recipiente rotulado

Todos seran descartados en el recipiente indicado Residuos acuosos

2.9. Consultar antes de la practica

I) Colocar en orden decreciente de acidez las siguientes soluciones: CH,COOH [|M,
agua, NaOH IMy HCI IM.

2) Calcular la[H*] y [OH] que estan presentes en una solucién de HCI | mM.

3) Calcular la concentracién de protones, en mol/L, de una solucién de acido acético IM,
sabiendo que la K, del 4cido acético a 25°C es de 1.86*10°.

4) Calcular el punto isoeléctrico de la Glicina sabiendo sus valores de pK, =24y
pK,=9.7.

5) Calcular el valor del pH de una solucién de a) ImM de H,SO,, b) ImM de NaOH,

asumiendo que en ambos los solutos estan completamente ionizados. Cual seria el
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valor del pH de la solucién resultante de la mezcla de 25 mL de H,SO, con 20 mL de

solucién de NaOH?

Referencias bibliograficas

. Wilson, K., and Walker, J. 2000. Principles and Techniques of practical Biochemistry.
Fifth edition. Cambridge University Press.

2. UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA; DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA.
Bioquimica: aulas praticas. 6. ed. Curitiba: Ed. Da UFPR, 2001. 178 p.

3.  Nelson, D.L., Cox, M. M. Lehninger Principios de Bioquimica. Ediciones Omega.
Capitulo 3 (2006).

4. Observaciones Oveimar
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3. DISENO DE SOLUCIONES AMORTIGUADORAS i

Tipo de practica: Duracion: Indicaciones de peligro:
Grupal (2 personas) 4 horas

3.1. Objetivos
¢ Explorar las caracteristicas de los sistemas amortiguadores y la forma como
mantienen valores constantes de pH.
¢ Determinar la K, para un acido débil o K, para una base débil.
¢ Preparar una solucién amortiguadora de un pH determinado.
.

¢ Predecir la magnitud del cambio de pH cuando se adiciona acido o base a una

solucién amortiguadora.

3.2. Conceptos relacionados
Soluciones tampén, equivalentes acido-base, equilibrio i6nico, producto iénico del agua,

contante de disociacién del agua, capacidad amortiguadora.

3.3. Fundamento teoérico
Las soluciones amortiguadoras son criticas en los procesos bioldgicos y en general los
seres vivos utilizan diferentes tipos de soluciones amortiguadoras para controlar el pH a la

cual se llevan a cabo las reacciones.

Una solucién amortiguadora es una sustancia que mantiene constante el pH después de la
adicion de pequenas cantidades de acido o base. Un sistema de este tipo, consiste de un
acido o base débil y su respectiva sal, por ejemplo el acido carbédnico y el bicarbonato de

sodio son un sistema amortiguador.
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El pH de una mezcla amortiguadora se puede conocer mediante la ecuacién de

Henderson-Hasselbalch:

H = pKa + Log =2
PH =PRAT R0 T3tido]

A partir de esta férmula se pueden deducir facilmente las propiedades de los

amortiguadores:

|.- El pH de una disolucién amortiguadora depende de la naturaleza del acido débil que lo
integra (de su pKa), de modo que para cantidades equimoleculares de sal y de acido, el pH
es justamente el pKa de este acido. Dicho de otra forma, se puede definir el pKa de un
acido débil como el pH del sistema amortiguador que se obtiene cuando [sal] = [acido]

(Figura de la derecha).

2.- El pH del sistema amortiguador depende de la proporcién relativa entre la sal y el
acido, pero no de las concentraciones absolutas de estos componentes. De aqui se
deduce que anadiendo agua al sistema, las concentraciones de sal y acido disminuyen
paralelamente, pero su cociente permanece constante, y el pH no cambia. Sin embargo, si
la dilucién llega a ser muy grande, el equilibrio de disociacién del acido se desplazaria hacia
la derecha, aumentando la [sal] y disminuyendo [acido], con lo cual el cociente aumenta y

el pH también, de forma que se irfa acercando gradualmente a la neutralidad (pH 7).

3.- Cuando se afnaden acidos o bases fuertes a la disolucién amortiguadora, el equilibrio se
desplaza en el sentido de eliminar el acido afiadido (hacia la izquierda) o de neutralizar la
base afiadida (hacia la derecha). Este desplazamiento afecta a las proporciones relativas de
sal y acido en el equilibrio. Como el pH varia con el logaritmo de este cociente, la
modificacion del pH resulta exigua hasta que uno de los componentes esta préximo a

agotarse
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Como ejemplo de lo anterior, la adicién de 10 mL de una solucién 0,10 m de NaOH a | L
de agua destilada incrementa el pH de en 4 unidades (de 7 a | I). Para una solucién que
contiene 0,20 mol/L de acido etanoico (CH,COOH) y etanoato de sodio (CH,COONa)
su pH es de 4,76.

Cuando se le agregan cantidades moderadas de un acido o una base a esta ultima solucién,
el pH experimenta pocos cambios; asi tendremos que la adicién de 10 mL de una solucién
de NaOH 0,10 M en un litro de la solucién de acido etanoico (CH;COOH) y etanoato de
sodio (CH,;COONa), incrementa el pH en 0,01 unidades, es decir el nuevo pH de la

solucién es 4,77.

Por lo que tendremos que una solucién amortiguadora es capaz de resistir cambios en el
pH en comparacién al agua pura, o en comparacién con un acido al cual se le agrega cierta

cantidad de base, o lo contrario, una base a la cual se le agrega cierta cantidad de acido.
H,O +H,0 > H;0" + OH

Por ejemplo la solucién amortiguadora preparada entre acido etanoico (CH;COOH) y

etanoato de sodio (CH;COONa):

CH;COOH,cy = CH;CO0 oy + H' tacuy
CH_;COONH(MH) — CH_;COO_(;“-H) + Na+(ﬂm)

El 4cido etanoico y su anién CH,COO' reacciona con los iones H" u OH" que puedan ser
agregados a la solucién. Cuando un acido se afiade a esta solucién, el ion etanoato
reacciona formando acido etanoico, el cual no se disocia completamente en agua

(electrolito débil) de acuerdo a la siguiente reaccién:

CH;COO 3ony T H aewy = CH3COOH,y)
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De esta forma el pH de la solucién no cambia.

Cuando una base se afade a esta solucién, el acido etanoico reacciona con los iones OH",

de acuerdo a la siguiente reaccién:

CHSCOO_(am} + OH_(ﬂﬂl) = CHSC"OO_(acu) + HEO(])

Debido a que el ion etanoato no es una base lo suficientemente fuerte para aceptar iones

H* del agua, el pH de la solucién no presenta cambios significativos.

Una solucién amortiguadora no puede actuar de forma eficiente si se adiciona acido o
base es adicionado al sistema. La cantidad de acido o base que se puede agregar a una
solucién amortiguadora antes de cambiar de forma significativa su pH de denomina

capacidad de amortiguacién o capacidad buffer.

Ejemplos de soluciones amortiguadoras importantes corresponden al sistema acido
carbénico — anién bicarbonato, responsable de mantener el pH de la sangre dentro del

intervalo pequeno de variaciones, indispensable en los humanos.

SISTEMA AMORTIGUADOR ESPECIES pH
acido etanoico - anidn etanoato CH;COOH - CH;COO" 4,76
acido carbdnico - anidn bicarbonato H,CO; - HCOy 6,46
1011 aMONio - amoniaco NH," - NH, 9.25

3.4. Materiales

v' Espétula v" Pipetade 10 mL
v' Erlenmeyer de 250 mL v" Vaso de preciptado de 250 mL
v" pH metro
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3.5. Sustancias

v
v

v

v

Cloruro de sodio (NaCl) 0, M v Carbonato de sodio (Na,CO,) 0,| M
Hidrogenosulfato de sodio v Hidrogenocarbonato de  sodio
(NaHSO,) 0,1 M (NaHCO,)0,I M

Acetato de sodio (CH,COONa) v Hidréxido de sodio (NaOH) 0,1 M
0, M v Acido clorhidrico (HCI) 0,1 M

Acido acético (CH,COOH) 0,1 M

3.6. Procedimiento

Escribir las ecuaciones netas para soluciones de NaCl, NaHSO,, CH,COONa,
CH,COOH, Na,CO,, y NaHCO, 0,1 M, y calcular los valores de pH de forma
tedrica.

Usar un pH metro para medir los valores de pH de las soluciones anteriores.
Preparar soluciones amortiguadoras 0, M de: CH;COOH, CH,;COONa, Na,CO,
y NaHCO, Realizar los célculos teéricos de pH y compararlos con los resultados
experimentales obtenidos.

Tomar 25 mL de la solucién acida y mezclarla con 25 mL de la sal. Medir el pH de
la solucién amortiguadora. Escribir las reacciones respectivas y realizar los célculos.
Dividir la solucién anterior en 2 volimenes iguales. Adicionar | mL de NaOH 0, |
M a una mitad y HCI 0,I M a la otra mitad. Registre el pH de estas soluciones
después de la adicion.

Poner 25 mL de agua destilada en dos erlenmeyers y medirles el pH. Adicionar |
mL de NaOH 0,1 M aunoy HCI O, M al otro. Registrar el pH de estas soluciones
después de la adicion.

Preparar una solucién amortiguadora mezclando | mL de la solucién aciday 10 mL
de la base conjugada. Medir el pH. Calcular con estos datos el pK, y el K, del acido.
Preparar una solucién amortiguadora mezclando |0 mL del acido y | mL de
solucién de la base conjugada. Medir el pH y calcular con estos datos el pK, y el K..

Comeparar resultados con el punto anterior.
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3.7. Disposicion de los residuos

Tabla. Disposicién final de los residuos generados en la practica.

Sustancia o Mezcla Recipiente rotulado

. L o Residuos acuosos
Todos seran descartados en el recipiente indicado
(Buffer)

3.8. Consultar antes de la practica

|. ¢Porque el pH del potenciémetro se ajusta primeroapH 7ynoa4o 10?

2. (Porque el electrodo se tiene que mantener en una solucién de KCI
saturado? En caso de no contar en el laboratorio con KCI, éiQue otros
compuestos pueden usarse?

3. Si quisieras preparar un buffer de fosfatos de potasio pH |1, iQué sales
seleccionarias?

4. (El buffer de acetato de sodio que preparaste esta a un pH que se puede
considerar adecuado para servir como solucién reguladora? .Explica tu
respuesta.

5. En la preparaciéon del acetato de sodio, cual es el acido y cual la base

conjugada.

Referencias bibliograficas
I. Wilson, K., and Walker, J. 2000. Principles and Techniques of practical

Biochemistry. Fifth edition. Cambridge University Press.

2. Robert, JF., and White B.J. 1990. Biochemical techniques theory and practice.

I st edition. Waveland Press, Inc. USA.

3. Douglas A. Skoog and Donald M. West.1971. Principles of Instrumental

Analysis. Holt, Rinehart and Winston, Inc.
4. Rodney F. Boyer.1986. Modern Experimental Biochemistry. The

Benjamin/Cummings Publishing Company,
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4. ANALISIS ESTRUCTURAL DE PROTEINAS

Tipo de practica: Duracion: Indicaciones de peligro:

Grupal (2 personas) 3 horas Ninguna

4.1. Objetivos
¢ Obtener la estructura primaria de proteinas de bases de datos

¢+ Analizar la estructura secundaria y terciaria de proteinas obtenidas en bases de datos.

+¢* Usar visualizadores de proteinas.

4.2. Conceptos relacionados

Péptidos, estructura secundaria, proteinas, a-hélice y hoja (3.

4.3. Fundamento teoérico

Los péptidos (del griego MEMTOG, peptds, digerido) son un tipo de moléculas formadas por la

unién de varios aminoacidos mediante enlaces peptidicos.

H o H o
Lo I
= =65 + [ n—g—d-o-n
H R, H R,

Aminoacido 1 Aminoacido 2

H-,O

H—=N—GTO-NFG—0—0—H

H R, H R,

dip&ptico

Figura |. Reaccién de formacién del enlace peptidico.
El enlace peptidico es un enlace covalente entre el grupo amino (—-NH2) de un aminoacido y
el grupo carboxilo (-COOH) de otro aminoacido. Los péptidos y las proteinas estan

formados por la unién de aminoacidos mediante enlaces peptidicos. El enlace peptidico
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implica la pérdida de una molécula de agua y la formacién de un enlace covalente CO-NH. Es,
en realidad, un enlace amida sustituido. Podemos seguir afadiendo aminoacidos al péptido,
pero siempre en el extremo -COOH terminal.

Los péptidos, al igual que las proteinas, estan presentes en la naturaleza y son responsables
por un gran nimero de funciones, muchas de las cuales todavia no se conocen.

La unién de un bajo nimero de aminoacidos da lugar a un péptido, y si el nimero es alto, a
una proteina, aunque los limites entre ambos no estan definidos. Orientativamente:
Oligopéptido: de 2 a 9 aminoacidos.

Polipéptido: entre 10y 100 aminoacidos.

Proteina: mas de 100 aminoacidos.

Las proteinas con una sola cadena polipeptidica se denominan proteinas monoméricas,
mientras que las compuestas de mas de una cadena polipeptidica se conocen como proteinas
multiméricas.

La estructura secundaria de las proteinas es el plegamiento regular local entre residuos
aminoacidicos cercanos de la cadena polipeptidica. Se adopta gracias a la formacién de
enlaces de hidrégeno entre los grupos carbonilo (-CO-) y amino (-NH-) de los carbonos
involucrados en las uniones peptidicas de aminoacidos cercanos en la cadena. Estos también

se los encuentra en forma de espiral aplana.

Hélice alfa: En esta estructura la cadena polipeptidica se desarrolla en espiral sobre si misma
debido a los giros producidos en torno al carbono beta de cada aminoacido. Esta estructura
se mantiene gracias a los enlaces de hidrégeno intracatenarios formados entre el grupo el
grupo -C=0 del aminoacido "n" y el -NH del "n+4" (cuatro aminoacidos mas adelante en la
cadena). Un ejemplo particular es la Hélice de colageno: una variedad particular de la
estructura secundaria, caracteristica del colageno, proteina presente en tendones y tejido
conectivo.Existen otros tipos de hélices: Hélice 310 (puentes de hidrégeno entre los
n nn

aminoacidos "n" y "n+3") y hélice 1 (puentes de hidrégeno entre los aminoacidos "n" y

"n+5"), pero son mucho menos usuales.

Hoja plegada beta o B-plegada: Cuando la cadena principal se estira al maximo que

permiten sus enlaces covalentes se adopta una configuracién espacial denominada cadena
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beta. Algunas regiones de proteinas adoptan una estructura en zigzag y se asocian entre si
estableciendo uniones mediante enlaces de hidrégeno intercatenarios. Todos los enlaces
peptidicos participan en estos enlaces cruzados, confiriendo asi gran estabilidad a Ila
estructura. La forma en beta es una conformacién simple formada por dos o mas cadenas
polipeptidicas paralelas (que corren en el mismo sentido) o antiparalelas (que corren en
direcciones opuestas) y se adosan estrechamente por medio de puentes de hidrégeno y
diversos arreglos entre los radicales libres de los aminoacidos. Esta conformacién tiene una

estructura laminar y plegada, a la manera de un acordeén.

Giros beta-B: Secuencias de la cadena polipeptidica con estructura alfa o beta, a menudo
estan conectadas entre si por medio de los llamados giros beta. Son secuencias cortas, con
una conformacién caracteristica que impone un brusco giro de 180 grados a la cadena

principal de un polipéptido.

{A)

(©) :
.f.f‘; o 3 @Q 4
| G 9 D
& / “-“} .9

) ®C() Q o
LA 2@ OC}‘ &

=,

Figura 2. Principales estructuras secundarias de las proteinas: (A) B-plegada, Tachiplesina I;

(B) a-hélice, Magainina 2, (C) Giros beta-B. [4-6]

4.4. Materiales

v Secuencias de proteinas obtenidas
de bases de datos.

4.5. Equipos

v Computador con conexién a internet.
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4.6. Sustancias

v

No seran usadas sustancias en este
laboratorio por tratarse de wuna

practica de bioinformatica.

4.7. Procedimiento

Existen muchas bases de datos en donde se pueden encontrar las secuencias en aminoacidos

y acidos nucleicos de proteinas.

Para esta practica usted hara uso de estas bases de datos y escogera 4 secuencias problema

(de 4 proteinas diferentes) a las cuales les debera realizar los andlisis descritos desde el item b

al f.

4.8 Re
a.

b.

Ingrese a la pagina de protein data bank http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

En esta pagina puede buscar proteinas por palabras claves. Escoja 4 proteinas
diferentes.

Descargue la secuencia de la proteina en formato FASTA y en formato PDB.

Reporte el nimero de residuos de aminoacidos, punto isoeléctrico, el nUmero de
hojas B y de a-hélices.

Descargue un visualizador de proteinas, en internet se encuentran varios para esta
practica se recomienda uno de los mas sencillos

http://www.umass.edu/microbio/rasmol/index2.htm, siga las instrucciones e instale el

programa.
En el visualizador RasMol abra cada una de las proteinas descargadas en el item a (en

formato PDB), resalte las estructuras secundarias y juegue con el visualizador.

sponda las siguientes preguntas:
{Qué informacién adicional es reportara en la pagina de la protein data bank?

({De dénde sale la informacién reportada en la pagina?


http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
http://www.umass.edu/microbio/rasmol/index2.htm
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5 METODOS DE CUANTIFICACION DE PROTEINAS: Método
de Bradford, Biuret y Lowry.

Tipo de practica: Duracion: Indicaciones de peligro:

Grupal (2 personas) 4 horas No presenta indicadores de peligro

5.1. Objetivos
% Comparar los métodos de cuantificacién de proteinas.
. , - ] p
¢ Determinar el rendimiento y pureza de una proteina: Caseina.
¢ Apreciar el uso de las técnicas espectrofotométricas para la cuantificaciéon de material

biolégico.

5.2. Conceptos relacionados
Ley de Lambert-Beer, reactivo de Biuret, reactivo de Bradford, curva de calibracién, caseina,

reactivo de Lowry.

5.3. Fundamento teérico

Para el estudio de la estructura de una proteina, de la actividad de una enzima o el contenido
proteinico de un alimento, es necesario conocer cuantitativamente la concentracién de las

proteinas.

Existen diferentes métodos para la cuantificaciéon de proteinas. Muchos de estos métodos se
basan en: a) la propiedad intrinseca de las proteinas para absorber luz en el UV, b) para la
formacion de derivados quimicos, o c) la capacidad que tienen las proteinas de formar

complejos.

Entre los métodos que se basan en la formacién de complejos colorimétricos entre las

proteinas y reactivos especificos se encuentran:
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Tabla |. Principales métodos para la cuantificacion de proteinas y sus rangos de

sensibilidad.
Método Rango de Ventajas Aplicaciones
sensibilidad
(wg)
Bradford I-15 e Limite bajo de Resultados rapidos
deteccion Muestras que
e Compatible con contienen agentes
agentes reductores
reductores
e Rapidez
Lowry 25-100 a e Color estable Mayormente usado
500nm e Preciso Util para cuantificar
2-302 660 nm proteinas de
1-2 2750 nm membrana
Biuret 1000-10000 e Muy especifico Determinacién de
para proteinas. proteinas en cereal.
e  Muestra pocas
interferencias
e Esbarato

° Método de Bradford

Estd basado en el cambio de color del colorante azul brillante de Coomassie en
respuesta a diferentes concentraciones de proteinas. Este compuesto interacciona con
aminoacidos basicos (especialmente arginina) y aromaticos. Esta unién del colorante
con las proteinas provoca un cambio en el maximo de absorcién del colorante desde

465 a 595 nm. Por lo tanto, este método se basa en la propiedad del Azul Brillante de
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Coomasie G-250 de presentarse en dos formas con colores diferentes, rojo y azul. La
forma roja se convierte en azul cuando el colorante se une a la proteina.
Experimentalmente se mide la diferencia de Absorbancias entre 595 y 465 nm (595-

465nm).

S Fam I
1_I P \;‘ 50,
4 i

rd \
R —
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) .-'r
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Figural. Estructura del azul de Coomassie.

e Meétodo de Lowry

Es un método colorimétrico de valoracién cuantitativa de las proteinas. A la muestra
se afiade un reactivo que forma un complejo coloreado con las proteinas, siendo la
intensidad de color proporcional a la concentracién de proteinas, segin la ley de

Lambert-Beer
Este método consta de dos etapas:

I) Los iones Cu2+, en medio alcalino, se unen a las proteinas formando complejos
con los atomos de nitrégeno de los enlaces peptidicos. Estos complejos Cu2+-
proteina tienen un color azul claro. Ademas, provocan el desdoblamiento de la
estructura tridimensional de la proteina, exponiéndose los residuos fendlicos de
tirosina que van a participar en la segunda etapa de la reaccion. El Cu2+ se mantiene

en solucién alcalina en forma de su complejo con tartrato.
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2) La reduccién, también en medio basico, del reactivo de Folin-Ciocalteau, por los

grupos fendlicos de los residuos de tirosina, presentes en la mayoria de las proteinas,

actuando el cobre como catalizador. El principal constituyente del reactivo de Folin-

Ciocalteau es el acido fosfomolibdotiingstico, de color amarillo, que al ser reducido

por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso.

Método de Biuret

La reaccién de Biuret es una reacciéon coloreada (violeta) debida a la formacién de un

complejo de Cu en un medio alcalino en compuestos que poseen mas de un enlace peptidico,

como las proteinas:

H,N-CO NH-CO-NH, biuret
H20
o o
C-NH_ HN-C
Hl:l Gu" NH complejo cuprico
‘C=NH HN=C’
- v -
o o]
H.O

Figura 2. Reaccién de Biuret.

La curva de patrén es un método de quimica analitica empleado para medir la concentracion

de una sustancia en una muestra por comparacién con una serie de elementos de

concentraciéon conocida. Se basa en la existencia de una relacién en principio lineal entre un

caracter medible (por ejemplo la absorbancia en los enfoques de espectrofotometria) y la

variable a determinar (la concentracién). Para ello, se efecttan diluciones de unas muestras

de contenido conocido y se produce su lectura y el consiguiente establecimiento de una

funcién matematica que relacione ambas; después, se lee el mismo caracter en la muestra

problema y, mediante la sustitucién de la variable independiente de esa funcién, se obtiene la
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concentracion de esta. Se dice pues que la respuesta de la muestra puede cuantificarse v,
empleando la curva patrén, se puede interpolar el dato de la muestra problema hasta

encontrar la concentracion.

5.4. Materiales

v 15 Tubos de ensayo. v Gradillas para tubos
v Micropipetas de 20-100 pl y de v’ Agitador Vortex
100-1000 pl
5.5. Equipos

v' Espectrofotémetro.

5.6. Sustancias
v' Reactivo de Bradford v’ Reactivo de Biuret
v’ Reactivo de Lowry
v NaClal 1% (P/P)
v NaOH IN

v' Suero albumina sérica bovina (BSA)
(10 mg/mL)
v' Agua destilada

5.7. Procedimiento

° Método de Biuret, Bradford y Lowry

— Pesar 0.1 g de caseina y colocarla en un vaso de precipitado de 100 mL. Afadir 30
mL de soluciéon de NaCl al 1%, agregar gota a gota una disolucién concentrada de
NaOH IN hasta completar la disolucién de la proteina.

— Pasar la disoluciéon anterior a un matraz aforado de 50 mL y aforar. Esta es la
disolucién problema y de estas se tomaran alicuotas.

— Para la preparacién de la muestra problema de leche; tomar 0.05 mL de leche y

realizar una dilucién de 1:10 (Vol. Final: | mL). Si la concentracién de proteina no se
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encuentra dentro del rango de absorbancia preparar diluciones de 1:20, 1:100 y

[:1000 de la solucién inicial.

— A continuacién, separar los tubos de ensayo en dos grupos, los seis primeros se
utilizaron para obtener la curva patrén y los otros seis para analizar la muestra
problema, el tubo | contendra el blanco, del tubo 2 al 6 adicionar los siguientes
volimenes: 0.Iml, 0.2ml, 0.4ml, 0.8ml y 1.0ml de solucién de albumina sérica bovina
(BSA), respectivamente.

— En seguida, los tubos 7 a 12 se tratara con la muestra problema y los reactivos de
Biuret, Lowry y Bradford con la misma cantidad (3 mL), como se muestra en la tabla
I, se homogeniza la solucién por medio de un agitador tipo vortex. (Solamente al tubo
| se le agregaron 3 ml de reactivo de Biuret, Lowry y Bradford, segiin corresponda y
3 ml de NaCl).

— Posteriormente, llevar los tubos a 100 °C durante 10 minutos hasta la formacién del
complejo. Dejar reposar las soluciones hasta alcanzar la temperatura ambiente.
(Realizar un ensayo con y sin calentamiento)

— Finalmente, realizar la cuantificacion de la solucion por medio de un
espectrofotometro a 540 nm para el reactivo de Biuret, 595 nm para el reactivo de
Bradford y 600 nm para el reactivo de Lowry, entre cada medicién lavar las celdas; al

tener todas las mediciones realizar la curva de calibracién.

Tabla |. Metodologia para la cuantificacion de proteinas.

Tubo Solucion * Absorbancia Proteina
No. (mg)
| 3 ml NaCl al 0.9%, Blanco
2 0.1 mI BSA'y 2.9 ml NaCl
3 0.2 ml BSA 'y 2.8 ml NaCl
4 0.4 ml BSA 'y 2.6 ml NaCl
5 0.8 ml BSA 'y 2.2 ml NaCl
6 | ml BSA'y 2 ml NaCl
7 0.25 ml caseina 'y 2.75 ml NaCl
8 0.5 ml caseina y 2.5 ml NaCl
9 0.25 ml sabrenadante y 2.75 ml NaCl
10 | 0.5 ml sobrenadantey 2.5 ml NaCl
I 0.25 ml leche diluida y 2.75 ml NaCl
12 | 0.5 ml leche diluida y 2.5 ml NaCl
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*A todas las soluciones se agregaron 3 ml del reactivo de Biuret, 3mlde reactivos de
Bradford y 3 mL de reactivo de Lowry.

Registrar los resultados en la tabla 2.

Tabla 2: Concentracién de proteina en las muestras problema.

Tubo No. | Proteina (mg) | Factor de disolucion | Proteina (mg/mL)
7
8
9
10
I
12

1.8 Responda las siguientes preguntas:

1.8.1 Defina con sus propias palabras que es una curva patroén.

1.8.2 Explique por qué en el método de Biuret la absorbancia de una proteina se lee a una
longitud de 540 nm.

1.8.3 ¢Cual método es el mas sensible?, y éel menos sensible?. (Por qué?.

1.8.4 Decide qué método de determinaciéon de proteinas elegirias para la cuantificaciéon de
proteinas en: suero, orina, durante una purificacién enzimatica, en un extracto bacteriano
concentrado, en preparaciones de membranas plasmaticas solubilizadas con SDS, en

preparaciones de membranas mitocondriales solubilizadas con Tritén X-100. Justifique su

respuesta.

Referencias bibliograficas

I. Lehninger A, Nelson DL, Cox M (1997). “Principles of Biochemistry”, Worth

Publishers, 2° edicién.
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6. FRACCIONAMIENTO DE LAS PROTEINAS DE LA LECHE
POR pl Y PRECIPITACION SALINA.

Tipo de practica: Duracion: Indicaciones de peligro:

Grupal (2 personas) 4 horas No se presenta riesgos.

6.1. Objetivos
¢ Analizar el efecto del pH sobre la solubilidad de proteinas hidrosolubles en solucién
acuosa.
¢ Separar proteinas de una solucién acuosa de proteinas hidrosolubles utilizando
precipitacion salina.
¢ Cuantificar la concentracién de proteinas en diferentes fracciones de leche entera

bovina.

6.2. Conceptos relacionados
Proteina Caseina, contenido proteico de la leche, hidrdlisis enzimatica, desnaturalizacién de

proteinas.

6.3. Fundamento teérico

La caseina (del latin caseus, "queso") es una fosfoproteina (un tipo de heteroproteina)
presente en la leche y en algunos de sus derivados (productos fermentados como el yogur o
el queso). En la leche, se encuentra en la fase soluble asociada al calcio (fosfato de calcio) en
un complejo que se ha denominado caseinégeno. La tabla | recoge el contenido de esta

proteina en la leche de distintas especies de mamiferos.

Tabla |. Contenido proteico y caseinico de la leche de algunas especies animales.

especie
Componente
humana bovina ovina caprina
proteinas (% del total lacteo) 1,3-1,5 3,2-3,5 5,4-6,0 3,1-4,0

caseinas (% del total proteico) 449 82,5 84,8 81,3
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Caracteristicas de las caseinas

Las caseinas es un conjunto heterogéneo de aminoacidos por lo que es dificil fijar una
definicién. Sin embargo, todas las proteinas englobadas en lo que se denomina caseina tienen
una caracteristica comun: precipitan cuando se acidifica la leche a pH 4,6. Por ello, a la
caseina también se le suele denominar proteina insoluble de la leche. Por otra parte, y aunque
las proteinas que se denominan caseinas son especificas de cada especie, se clasifican en los
siguientes grandes grupos de acuerdo con su movilidad electroforética: asl-caseina, as2-
caseina, [3-caseina y K-caseina (véase la Figura 1). Esta dltima es de especial interés en la
industria quesera, ya que su hidrdlisis enzimatica por el cuajo (la enzima quimosina) genera
una nueva proteina, denominada para-K-caseina. Cuando esta Ultima reacciona con el calcio
genera paracaseinato de calcio. Durante el proceso de maduracién del queso, y a partir de la
para-K-caseina, se forman unos macropéptidos denominados Y-caseinas, responsables de las

caracteristicas reoldgicas y organolépticas de los quesos.

1 2 3
Peso
molecular|
94.000 Lactoferrina
-
67000 | m— Seroalbumina
L P
— A
29.000 |7/
' —— — Caseinas
-—
e ——
20,000 | m— o B-Lactoglobulina
\ 4
14.500 | m— m—LactoaIbl’Jminal

Figura 1. Patron de electroforesis que se obtienen con las proteinas lacteas. Carril |:
Marcador de peso molecular. Carril 2: Proteinas procedentes de las especies humanas. Carril 3:
Proteinas procedentes de la especie bovina. (Tomada de Farrell, et al.)

Quimica y fisica de las caseinas

A diferencia de muchas otras proteinas, incluso del queso, las caseinas no precipita por accién
del calor. Por el contrario, precipita por la accién de una enzima proteasa presente en el

estdbmago de los mamiferos llamada renina y forma un precipitado denominado paracaseina.
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Si la precipitacién se realiza por la acciéon de acidos, se le llama caseina acida. En la
elaboracién de los quesos tienen lugar ambos tipos de precipitaciones.

Cuando se emplea la enzima tripsina, la caseina se hidroliza a una molécula fosfatada llamado
pepto.

Las caracteristicas de las caseinas de la leche de vaca se resumen en la tabla 2. La secuencia
aminoacidica de la caseina contiene un nimero inusual de residuos del aminoacido prolina:
entre 10 en la 0O-s2-caseina y 35 en la [B-caseina. Como resultado, las caseinas son
relativamente hidrofébicas (poco soluble en agua) y carecen de estructura secundaria o
terciaria bien definidas. En la leche se encuentra como suspension de particulas que asemeja a
las micelas de surfactantes (pequenas esferas hidrofilicas en el exterior e hidréfobicas en el
interior). Estas micelas de caseina se estabilizan por iones de calcio e interacciones
hidrofébicas.

Otro dato interesante, utilizado para separar las caseinas del resto de las proteinas lacteas
mediante su precipitacion, es que su punto isoeléctrico (pl) promedio es de 4,6. A este pH,
las caseinas se encuentran en su punto de menor solubilidad debido a la reduccién de las
repulsiones intermoleculares, por lo que precipitan. Ahora bien, el pl es diferente para cada
una de las fracciones caseinicas, ya que varia entre el 4,44-4.97 para la a-sl-caseina y el 5,3-

5,8 en la variante genética B de la K-caseina.

Tabla 2. Algunas de las caracteristicas fisicoquimicas de las caseinas bovinas.

Caseina
Caracteristica
a,, a, B K
Concentracién en leche (g/L) 12-15 3-4 9-11 2-4
Variantes genéticas ByC A Ay A’ AyB
Masa molecular 23.545 - 23.615 25.226 23.983 - 24.023 19.006 - 19.037
Punto isoeléctrico (pl) 444 -4)76 4,83 -5,07 5,45-577
Restos de aminoacidos (n°) 199 207 209 169

Por otra parte, cuando la proteina no ha sufrido ningin cambio en su interaccién con el

disolvente, se dice que presenta una estructura nativa (Figura 2). Se llama desnaturalizacion
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de las proteinas a la pérdida de las estructuras de orden superior (secundaria, terciaria y
cuaternaria), quedando la cadena polipeptidica reducida a un polimero estadistico sin ninguna

estructura tridimensional fija.

Estado nativo Estado desnaturalizado
SH
‘r;’_:_ e NG o H )
S, |\, |denaturation = )
— o % Hs. ;rf” vy
— o \.-:: =t i ] - .:\.—; - y
{f P A = ]| . | y e | sH
| '/—{\75:# | | renaturation | || by 5H Naf
i —— I ] | -
S 4 HS %, — h
I S 4 | <7 =,
Ty | HS S
HS )
—

Figura 2. Estados de una proteina.

Los agentes que provocan la desnaturalizacion de una proteina se llaman agentes
desnaturalizantes. Se distinguen agentes fisicos (calor) y quimicos (detergentes,
disolventes organicos, pH, fuerza iénica). Como en algunos casos el fenémeno de la
desnaturalizacién es reversible, es posible precipitar proteinas de manera selectiva mediante

cambios en:

e lapolaridad del disolvente
e lafuerzaidnica
e elpH

e latemperatura

Cualquier factor que modifique la interacciéon de la proteina con el disolvente disminuira su
estabilidad en disolucion y provocara la precipitaciéon. Asi, la desaparicién total o parcial de la
envoltura acuosa, la neutralizacién de las cargas eléctricas de tipo repulsivo o la ruptura de los
puentes de hidrégeno facilitaran la agregacién intermolecular y provocara la precipitacién. La

precipitacion suele ser consecuencia del fenémeno llamado desnaturalizacion.


http://www.ehu.es/biomoleculas/proteinas/desnaturalizacion.htm#11
http://www.ehu.es/biomoleculas/proteinas/desnaturalizacion.htm#22
http://www.ehu.es/biomoleculas/proteinas/desnaturalizacion.htm#44
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La precipitacion salina de las proteinas es una técnica en donde se logra la precipitacién de
una fraccién de proteinas mediante el aumento de la fuerza idénica del medio. Grandes
cantidades de una sal agregada a una solucién de proteinas, disminuye la interacciéon proteina-
H,O porque quita la capa de solvatacién, predominando la interacciéon proteina-proteina y
generando la precipitacion de las mismas. La concentracion salina a la que se produce la
precipitacion no es igual para todas las proteinas, lo que permite usar ésta propiedad para la
separacién y purificacion de proteinas particulares a partir de mezclas complejas.
Comunmente se usa sulfato de amonio (NH4),SO, para tal fin, a causa de su gran solubilidad
(760 g de sulfato de amonio/1000 mL de agua a una temperatura de 20°C) y porque el i6n
sulfato divalente permite alcanzar altas fuerzas idnicas. La adicion gradual de ésta sal permite
el fraccionamiento de una mezcla de proteinas, las cuales son precipitadas pero no

desnaturalizadas.

6.4. Materiales

v 4 tubos de centrifuga v’ Papel de filtro

v 4 tubos de ensayo v' Embudo Biichner

v" | micropipeta de 100-1000 uL v Erlenmeyer con desprendimiento
v" Vasos de precipitado lateral

v" Bomba de vacio

6.5. Equipos
v' pHmétro
v Centrifuga

v' Espectrofotémetro

6.6. Sustancias
v' Reactivo de Biuret.
v 100 mL Solucién de Sulfato de
amonio saturada.

v" 100 mL de leche de cantina.
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6.7

Procedimiento

6.7.1 Determinacion de las proteinas totales en la leche.

a) En un tubo de ensayo tome |,5 mL de agua destilada y adicione I,5 mL del reactivo

segun corresponda. Mezcle bien y calibre el espectrofotémetro.

b) En otro tubo de ensayo adicione |,5 mL de leche y I,5 mL del reactivo (Biuret, Lowry
y Bradford), mezcle bien y mida la absorbancia. Tenga en cuenta la curva de
calibracién que obtuvo en la practica anterior. Si la absorbancia es mayor a los valores
de la curva, haga diluciones hasta que tenga un valor de absorbancia en el rango de la
curva de calibracién. Para realizar las diluciones use la férmula V,C,=V,C,. Anote los

datos de las diluciones para que los tenga en cuenta para calcular la concentracién de

las proteinas totales de la leche.

6.7.2 Fraccionamiento de las proteinas de la leche.

a) Precipitacién de caseina por punto isoeléctrico

» Tome 20 mL de leche en un vaso de precipitado y mida el pH.

» Agregue lentamente pequenas alicuotas de HCI, agite (con agitacion

b) Determinacién de la concentracion de proteinas solubles (presentes en el sobrenadante)

» Tome I,5 mL del sobrenadante y I,5 mL del reactivo (Biuret, Lowry y

magnética), hasta obtener un pH de 4,7. Registre las observaciones del efecto
del pH sobre las propiedades de la leche (suspensién de proteinas en agua).

Pese el papel de filtro y filtre al vacio usando un embudo Biichner (al vacio).
Determine el peso de las caseinas (después de la filtracién). Tenga en cuenta
este peso para determinar la concentracién de caseinas totales en la leche (%).

Mida el volumen del sobrenadante y téngalo en cuenta para determinar el

porcentaje de las proteinas de la leche que son solubles a pH 4.7.
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Bradford), mezcle bien y mida la absorbancia. Tenga en cuenta la curva de
calibracién que se obtuvo en la practica anterior. Si la absorbancia es mayor a
los valores de la curva, haga diluciones hasta que tenga un valor de
absorbancia en el rango de la curva de calibracién y tenga en cuenta estos

datos para calcular la concentraciéon de proteinas solubles totales en la leche

(mg/mL).

c) Precipitacion salina de las proteinas solubles (presentes en el sobrenadante).

e Tome |,5 mL de la solucién de sulfato de amonio saturada y mézclela con 1,5 mL
del sobrenadante (proteinas solubles).
e Centrifugue y observe si se forma un pellet. Pese el pellet y mida el volumen del

sobrenadante.

6.8. Disposicion de los residuos

Tabla. Disposicién final de los residuos generados en la practica.

Sustancia o Mezcla Recipiente rotulado

Residuos acuosos

Todos seran descartados en el recipiente indicado (Buffer)

6.9 Responda las siguientes preguntas:

a. ¢Qué es desnaturalizacién de una proteina?

b. Consulte las aplicaciones alimenticias e industriales de la caseina.

c. Consulte el pl para las proteinas Lactoferrina, albumina sérica bovina, a-
Lactoalbimina y -Lactoalbimina de la leche. Explique por qué estas proteinas no
precipitan a pH 4.7.

d. ¢Qué tipo de proteinas son las proteinas de la leche, soluble a pH de 4.7?

e. ¢Qué otros métodos, diferentes a la precipitacion salina, se pude usar para la

precipitacion de proteinas?.
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7. SEPARACION DE PROTEINAS SERICAS POR
ELECTROFORESIS EN ACETATO DE CELULOSA

Tipo de practica: Duracion: Indicaciones de peligro:

Grupal (2 personas) 4 horas No se presenta riesgos.
7.1. Objetivos
¢+ Conocer los principios de la técnica de electroforesis.

¢ Separacion de las proteinas en acetato de celulosa.

7.2. Conceptos relacionados

Proteinas, enzimas, electroforesis, acetato de celulosa, movilidad electroforética, proteinas

séricas.

7.3. Fundamento teédrico

La electroforesis consiste en la migraciéon de solutos i6nicos a través de un medio por efecto

de un campo eléctrico. El soluto, como es el caso de esta practica, puede ser una

macromolécula como, por ejemplo, una proteina.

En presencia de un campo eléctrico, E, una particula cargada con carga g en un medio

determinado alcanzara una velocidad estacionaria, v, que depende del balance entre la fuerza

que origina el campo eléctrico, E-q, y el rozamiento viscoso, f v, donde f es el coeficiente de

rozamiento, es decir, en condiciones de migracién estacionaria E:q= fv. Se define la

movilidad electroforética U como la velocidad por unidad de campo eléctrico:
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La aparicién en la ecuacién anterior del coeficiente de rozamiento, f, que se relaciona, entre
otros factores, con el tamano y forma de la particula, sugiere en principio que un
experimento de electroforesis con macromoléculas podria proporcionar informacién sobre
su estructura. Sin embargo, esto no ha sido posible debido a la carencia de una formulacién
exacta del proceso de electroforesis por, entre otras razones, el desconocimiento del valor
del campo eléctrico en las cercanias de la macromolécula o, incluso, el valor de la carga de la
misma macromolécula. A pesar de estas dificultades tedricas, la electroforesis es una técnica
analitica muy utilizada, debido a su capacidad para la separacién de sustancias,

fundamentalmente macromoléculas bioldgicas.

Tipos de electroforesis

¢ Electroforesis de frente movil o libre
Las sustancias a separar se introducen en un tubo en forma de U, disueltas en un tampén de
pH y fuerza iénica adecuados. Se colocan dos electrodos en sendos brazos del dispositivo,
entre los que se crea un campo eléctrico, provocando que las moléculas de proteina cargadas
emigren hacia los electrodos de polaridad opuesta. Las diferentes proteinas se desplazan a
velocidades diferentes de acuerdo con sus cargas y coeficientes de friccién respectivos,

formandose nubes (o frentes) que se desplazan en la disolucién tampon.

Este desplazamiento puede seguirse con diversos sistemas opticos que ponen de manifiesto
las sustancias segulin se van separando. Para impedir la mezcla por conveccién de las proteinas
que emigran se necesita un sofisticado aparato y a su vez se precisa el empleo de muestras
muy grandes. Esta es la razén por la que la electroforesis de frente moévil ha sido sustituida

por la electroforesis de zona.

¢ Electroforesis de zona
En esta técnica, la muestra esta obligada a desplazarse sobre un soporte
sélido de papel, celulosa o gel. La pequena cantidad necesaria de muestra permite que las

moléculas migren en discretas zonas o bandas. La electroforesis zonal de biomoléculas
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cargadas, generalmente se lleva a cabo en una disolucién estabilizada con un medio que sirve

de soporte.

Electroforesis en papel

La muestra se aplica sobre una tira de papel de filtro humedecido con una disolucién tampén,
bien en el centro o en cualquiera de los extremos del papel, dependiendo de las sustancias a
separar y del pH del tampén. Los extremos de la tira se sumergen en dos recipientes
separados que contienen la disolucién tampén y en los que se hallan colocados los electrodos.
Se conectan los electrodos a una fuente de tensién continua y se aplica una diferencia de
potencial durante el tiempo adecuado. Al aplicar una corriente directa, las moléculas cargadas
de la mezcla emigran hacia los electrodos de polaridad opuesta formando bandas en el papel.
La velocidad de emigracién de una molécula, depende preferentemente de su carga.
Completada la electroforesis, se desconecta la fuente de tensién y se secan las tiras sobre una
superficie, limpia, secay lisa (cristal, azulejo, etc...).

El revelado se realiza empleando los mismos métodos que los utilizados en cromatografia
sobre papel, mediante la accién de los colorantes adecuados.

La electroforesis y la cromatografia en papel tienen ciertas similitudes. Sin embargo, mientras
que la electroforesis separa las moléculas fundamentalmente en funcién de su carga, la
cromatografia lo hace en base a una amplia gama de caracteristicas (ejemplos, solubilidad en
la cromatografia de reparto, polaridad en la de adsorcién, carga en la de intercambio idnico,
etc.).

La electroforesis en papel se emplea principalmente en la separacién de sustancias de bajo
peso molecular como aminoacidos y péptidos. La difusién que se produce puede disminuirse
aumentando la diferencia de potencial entre los electrodos con lo que se reduce el tiempo de
desarrollo. Este tipo de electroforesis se denomina de ¢alto voltaje. El revelador para
localizar las sustancias seria la Ninhidrina en el caso de péptidos y aminoacidos.

Las electroforesis en papel también pueden hacerse en tiras de acetato de celulosa, que son
quimicamente mas homogéneas y tienen la ventaja de ser transparentes, con lo que las
sustancias a separar, una vez tenidas o reveladas, pueden cuantificarse por densitometria. Es

muy Util en los laboratorios clinicos por su facil manipulacién y su rapido desarrollo.
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La principal aplicacién es la separaciéon de proteinas del suero, conociéndose el resultado
como proteinograma. Las fracciones proteicas del suero que se separan mediante este tipo
de electroforesis son la albumina y las globulinas al, a2, By .

El acetato de celulosa se utiliza también para separar lipoproteinas. El resultado obtenido se
denomina lipidograma. Las fracciones lipoproteicas son denominadas 3, pre-f3 y y. El tampén
mas usado es el veronal, a pH 8,6. La separacion se realiza de forma analoga a la de proteinas
y se produce en unos 30 minutos. Las lipoproteinas, una vez separadas, se localizan tinéndolas
con colorantes que se unen a la fraccién lipidica, como "Negro Sudan” o “Ciba 7B Fat Red”.
Electroforesis analogas a las de proteinas y lipoproteinas, utilizando como soporte el acetato
de celulosa, se han aplicado también para la separacién de isoenzimas de la lactato

deshidrogenasa y la creatin-quinasa.

Electroforesis en gel

Un gel es un estado intermedio entre el sélido y el liquido. Este tipo de electroforesis se halla
entre los métodos mas resolutivos y convenientes empleados en la separacién de
macromoléculas. Los geles de uso mas generalizado son: poliacrilamida y agarosa. Estos
poseen poros de diferentes dimensiones moleculares que delimitan la velocidad de traslado y
moléculas trasladadas durante el proceso electroforético. De esta forma, la separacién no se
produce solo por las diferentes cargas de las moléculas, sino también por las diferencias de
tamano. Los geles estan formados por un reticulado de polimeros (constituyendo una red

enmaranada) y el liquido intersticial en el que se encuentra inmerso esta red.

Existe una gran variedad de tipos de electroforesis en gel, que se pueden agrupar en dos
categorias:
e Electroforesis en gel en una dimensién (continuo o discontinuo)
o PAGE-nativa
o SDS-PAGE

o Isoelectroenfoque

o Electroforesis en gel en dos dimensiones (bidimensional)
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Segun las aplicaciones u objetivos que se pretendan conseguir en una practica o experimento,
se utilizara un tipo u otro de electroforesis en gel. Los geles discontinuos mejoran la
resolucién de la electroforesis pues se consigue agudizar las bandas en gran medida por el uso
de esta técnica conocida como electroforesis a pH discontinuo que precisa de dos geles y dos
tampones diferentes.

La PAGE-nativa se utiliza para separar proteinas en condiciones no desnaturalizantes, por
tanto, en funcién de la carga intrinseca de las mismas. La SDS-PAGE es muy util para calcular
el peso molecular de una proteina concreta ya que separa las proteinas segin su tamafo. El
isoelectroenfoque es un tipo de PAGE en una dimensién que se basa en la separacién de
moléculas de acuerdo a sus diferentes puntos isoeléctricos.

La electroforesis en gel en dos dimensiones combina el isoelectroenfoque (primera
dimensién) con la SDS-PAGE (segunda dimension). Es una técnica muy resolutiva, y el mejor

método analitico para separar proteinas que existe hoy en dia.

% Electroforesis capilar
Aunque la electroforesis en gel en sus diversas formas resulta un método comun y efectivo
para la separacién de moléculas, el proceso de separacién puede durar varias horas, siendo
dificil de cuantificar y automatizar.
La técnica aqui presentada se lleva a cabo en el interior de tubos capilares (I-10 um de
didametro). Estos capilares disipan el calor rapidamente permitiendo la aplicacién de campos

eléctricos elevados, reduciendo asi los tiempos de separacién.

7.4. Materiales

v Pipetas de |-5 ml. v Vasos de precipitado.
v" Micropipeta de 25-1000 pL. v' Tiras de papel especial (Whatman
v" Puntas desechables I, 3, etc.) de filtro o de acetato

de celulosa.
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1.5. Equipos

v" Sistema de electroforesis.
v" Fotodensitémetro

v’ Agitador orbital.

7.6. Sustancias

v Agua destilada

v' Soluciones amortiguadoras:  Tris
glicina 50 mol/L, pH 8.3 (ver anexo).

v Solucién patrén de albumina 2
mg/mL

v" Suero o plasma sanguineo.

v' Marcador de corrida: Azul de
Bromofenol 3 mg/mL

v' Colorantes.

v" Decolorantes

Preparacion de los reactivos:

Tampén Tris glicina 50 mol/L, pH 8.3: Pesar tres gramos de Tris (Tris(hidroxiamino)-
aminometano) y 14.413 g de glicina y completar en un balén volumétrico de 1000 mL.
Solucién de colorante: Azul de Coomassie R-250 al 0.25% en Metanol: Acido acético: agua

50%:10%:39.75%.

Solucién de decolorante: Mezclar 50 mL de metanol con 10 mL de agua destilada y adicionar

40 mL de 4cido acético al 5%.

Solucién patrén de Albumina 2 mg/mL.
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1.7  Procedimiento

Colocar una solucién tampén en una cubeta, teniendo cuidado de igualar los
volimenes de los dos compartimentos del electrodo.

Las tiras de acetato de celulosa deben ser sumergidas en la solucién tampén durante
al menos 10 minutos y como maximo 24 horas. Con la ayuda de unas pinzas, eliminar
las tiras de acetato de celulosa de la solucion tampén.

Perforar una esquina de la tira de acetato de celulosa para indicar la polaridad.

En la parte opaca de la tira de celulosa, marcar un origen o una linea de aplicacién de
las muestras con lapiz rojo, asegurandose de que el lado perforado esta hacia abajo y
hacia la derecha. Marque el origen cerca de 4 cm de la extremidad que se sumergira
en el compartimiento catédico.

Colocar las tiras bien estiradas rectas en el apoyo, de tal manera que cada extremidad
toque la solucién tampén. Observar que cada lado perforado debera permanecer en
el polo negativo (catodo). Como se realizard una corrida en tampén alcalino, las
proteinas deberan estar cargadas negativamente y por tanto migraran hacia el polo
positivo (anodo). Por conveniencia, el polo negativo es de color negro y el positivo de
color rojo.

Adicionar a cada muestra 2 UL de marcador de corrida (azul de bromofenol).

Cerrar la camara de electroforesis y conectar a una fuente de 200 V, dejando correr
la electroforesis por 45 a 60 minutos. La corriente aplicada debera ser de | a |,5
mA/tira.

Después de la corrida, desconectar la camara de la fuente de poder.

Remover las tiras y realizar la coloraciéon con Azul de Coomassie.

Sumergir las tiras en la solucién colorante por |5 minutos, agitando lentamente en el
agitar orbital.

Lavar las tiras 3 veces con una solucién de acético al 5%.

Sumergir las tiras en la solucién decolorante, para remover el exceso de colorante. Se
deja sélo el que ha sido fijado por las proteinas.

Cuantificar por densitometria.



| MANUAL DE PRACTICAS Codgo: MFOQ-8Q.0)
de i | do i “IS DE LABORATORIO DE ersion: 00
BIOQUIMICA Pégina 54 de 91

— La cuantificacién de las bandas de proteina de suero o plasma puede ser realizada por
densitometria desde que la tira de acetato de celulosa sea debidamente transparente
como sigue:

— Sumergir una tira por 30 segundos en metanol para completa deshidrataciéon. En
seguida, colocar la tira en una mezcla Glicerol: metanol: 4cido acéticol:85:14 por un
minuto. Depositar la tira sobre una placa de vidrio. Secar en una estufa a 55°C, para

ser usada en el densimetro.

Muestra v i

Campo eléctrico (AV) . > . x

1. Aplicacién de la muestra.
1. Electroforesis.
2. Deteccion por tincién:
Azul de Coomassie

Alburnin

¥ —globulin
"spike" —

ol =2

5]

Fig.l. Perfil electroforético de la Albumina.[tomado de]

7.8. Disposicion de los residuos

Tabla. Disposicién final de los residuos generados en la practica.

Sustancia o Mezcla Recipiente rotulado

Residuos de soluciones

Todos seran descartados en el recipiente indicado
acuosas (Buffer)

7.9 Responda las siguientes preguntas:
a (Para qué polo migra cada fraccién proteica de suero o plasma?. Explique.

b ¢Qué factores afectan la separacion electroforética de proteinas?.
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8. PURIFICACION Y CARACTERIZACION DEL ADN DE LA

CEBOLLA
Tipo de practica: Duracion: Indicaciones de peligro:
Grupal (2 personas) 4 horas No se presenta riesgos.

8.1. Objetivos
+¢ Purificar el DNA de células vegetales.

#* Observar la estructura fibrilar del ADN.

8.2. Conceptos relacionados

Acido desoxirribonucleico, acidos nucleicos, propiedades fisicas de acidos nucleicos.

8.3. Fundamento teérico

El acido desoxirribonucleico (ADN), frecuentemente abreviado como ADN, es un 4cido nucleico que
contiene instrucciones genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los organismos
vivos conocidos y algunos virus, y es responsable de su transmisién hereditaria. El papel principal de la
molécula de ADN es el almacenamiento a largo plazo de informacién. Muchas veces, el ADN es
comparado con un plano o una receta, o un cédigo, ya que contiene las instrucciones necesarias para
construir otros componentes de las células, como las proteinas y las moléculas de ARN. Los
segmentos de ADN que llevan esta informacién genética son llamados genes, pero las otras secuencias
de ADN tienen propésitos estructurales o toman parte en la regulacién del uso de esta informacién

genética.

Desde el punto de vista quimico, el ADN es un polimero de nucleétidos, es decir, un polinucleétido.
Un polimero es un compuesto formado por muchas unidades simples conectadas entre si, como si
fuera un largo tren formado por vagones. En el ADN, cada vagén es un nucleétido, y cada nucleétido,
a su vez, esta formado por un azicar (la desoxirribosa), una base nitrogenada (que puede ser
adenina—A, timina—T, citosina—C o guanina—G) y un grupo fosfato que actiia como enganche de
cada vagén con el siguiente. Lo que distingue a un vagén (nucleétido) de otro es, entonces, la base

nitrogenada, y por ello la secuencia del ADN se especifica nombrando sélo la secuencia de sus bases.
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La disposicion secuencial de estas cuatro bases a lo largo de la cadena (el ordenamiento de los cuatro
tipos de vagones a lo largo de todo el tren) es la que codifica la informacién genética: por ejemplo, una
secuencia de ADN puede ser ATGCTAGATCGC. En los organismos vivos, el ADN se presenta como
una doble cadena de nucleétidos, en la que las dos hebras estan unidas entre si por unas conexiones

denominadas puentes de hidrégeno.

Componentes

Estructura de soporte: La estructura de soporte de una hebra de ADN esta formada por unidades
alternas de grupos fosfato y aztcar. El azicar en el ADN es una pentosa, concretamente, la

desoxirribosa.

e Acido fosférico:
Su férmula quimica es H;PO,. Cada nucleétido puede contener uno (monofosfato: AMP), dos
(difosfato: ADP) o tres (trifosfato: ATP) grupos de acido fosférico, aunque como monémeros

constituyentes de los acidos nucleicos sélo aparecen en forma de nucleésidos monofosfato.

e Desoxirribosa
Es un monosacarido de 5 atomos de carbono (una pentosa) derivado de la ribosa, que forma parte de
la estructura de nucleétidos del ADN. Su férmula es C;H,,O,. Una de las principales diferencias entre
el ADN y el ARN es el azicar, pues en el ARN la 2-desoxirribosa del ADN es reemplazada por una
pentosa alternativa, la ribosa.25 Las moléculas de aziicar se unen entre si a través de grupos fosfato,
que forman enlaces fosfodiéster entre los atomos de carbono tercero (3', «tres prima») y quinto (5,
«cinco prima») de dos anillos adyacentes de azicar. La formacién de enlaces asimétricos implica que
cada hebra de ADN tiene una direccién. En una doble hélice, la direccién de los nucleétidos en una
hebra (3' — 5') es opuesta a la direccion en la otra hebra (5" — 3'). Esta organizacién de las hebras de
ADN se denomina antiparalela; son cadenas paralelas, pero con direcciones opuestas. De la misma
manera, los extremos asimétricos de las hebras de ADN se denominan extremo 5’ («cinco prima») y

extremo 3’ («tres prima»), respectivamente.

o Bases nitrogenadas:

Las cuatro bases nitrogenadas mayoritarias que se encuentran en el ADN son la adenina (A), la
citosina (C), la guanina (G) y la timina (T). Cada una de estas cuatro bases esta unida al armazén de
azUcar-fosfato a través del azlcar para formar el nucleétido completo (base-azticar-fosfato). Las bases

son compuestos heterociclicos y aromaticos con dos o mas atomos de nitrégeno, y, dentro de las


http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_fosf%C3%B3rico
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bases mayoritarias, se clasifican en dos grupos: las bases puricas o purinas (adenina y guanina),
derivadas de la purina y formadas por dos anillos unidos entre si, y las bases pirimidinicas o bases
pirimidicas o pirimidinas (citosina y timina), derivadas de la pirimidina y con un solo anillo.En los acidos
nucleicos existe una quinta base pirimidinica, denominada uracilo (U), que normalmente ocupa el lugar
de la timina en el ARN vy difiere de ésta en que carece de un grupo metilo en su anillo. El uracilo no se
encuentra habitualmente en el ADN, sélo aparece raramente como un producto residual de la

degradacién de la citosina por procesos de desaminacién oxidativa.

Figura |. Estructura quimica del DNA.

8.4. Materiales

v Una cebolla grande (fresca). v Micropipetas automaticas
v Vaso de precipitado v Puntas desechables
v Tubos de ensayo. v' Algodén

v Varilla de vidrio.

8.5. Sustancias
v Agua desionizada v Difenilalanina
v EDTA v' Etanol al 95%

v Dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0.1%. ,
v" Acido sulfdrico  concentrado

(H,50,)
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Preparacion de los reactivos:

Soluciones Stock y buffer

[

Solucién de lisis

Mezclar 0.1% de SDS con una solucién 25mM de EDTA, pH=8.

2.

Reactivo de difenilamina

Disolver Ig de Difenilamina en 100 mL de acido acético glacial y adicionar 2,75 mL de acido sulfurico

concentrado (H,SO,).

8.6 Procedimiento

AW N

Descascarar una cebolla de tamafio medio.

Rajar la cebolla, pesar 50 g y adicionar |00 mL de solucién de lisis.

Mezclar a temperatura ambiente por 10 a 20 minutos.

Filtrar la suspensién en un embudo que contenga algodén, recogiendo el filtrado en una
probeta. Anotar el volumen.

Transferir 4 mL del filtrado y colocar en un tubo de ensayo. Adicionar 8 mL de etanol al 95%
(se debe adicionar gota a gota) procurando no mezclar ambas soluciones. Observar la
formacion de un precipitado blanco. Con la ayuda de una varilla de vidrio enrollar el
precipitado.

Transferir el material de vidrio a otro tubo de ensayo y adicionar 0.5 mL de agua. A esta
solucién adicionar 1.5 mL de reactivo de difenilamina.

En otro tubo de ensayo adicionar 0.5 mL de agua y 1.5 mL de difenilamina. Colocar los dos
tubos a bafio de Maria fuerte por 10 minutos. Comparar los resultados obtenidos.

El volumen restante del filtrado debe ser transferido a un vaso de precipitado y adicionar dos
volimenes de etanol al 95%. El precipitado obtenido se transfiere a un tubo de ensayo.
Disolver el precipitado en 5 mL de agua con ayuda de la varilla de vidrio. Dividir esta solucién

en dos tubos para observar las diferencias de viscosidad en las diferentes condiciones.
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10. Pipetear la solucién de uno de los tubos con una pipeta graduada de 0.2 mL y cronometrar el
tiempo de flujo de salida (dejar caer libremente el liquido por gravedad) de la solucién hasta
extraer 0.15 mL.

I'l. El otro tubo debe ser calentado en bano de Maria por 10 minutos. Después del periodo de
calentamiento, proceder como en el item 10, anotando el tiempo de flujo.

[2. Enfriar esta solucién en hielo por |5 minutos y repetir el procedimiento 10.

I3. Interpretar los resultados.

8.7. Disposicion de los residuos

Tabla 1. Disposicién final de los residuos generados en la practica.

Sustancia o Mezcla Recipiente rotulado

Todos seran descartados en el recipiente indicado Residuos acuosos (Buffer)

8.8 Responda las siguientes preguntas:

a (Cudl es la funcién de los dos componentes de la solucién de lisis ?. Explique.

b ¢A qué se debe la diferencia de viscosidades del DNA observada en los experimentos?.

Referencias bibliograficas

1) UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA; DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA. Bioquimica:
aulas praticas. 6. ed. Curitiba: Ed. Da UFPR, 2001. 178 p.

2) Nelson, D.L., Cox, M. M. Lehninger Principios de Bioquimica. Ediciones Omega. Capitulo 3
(2006).

3) Lewin, B. Genes VI. Oxford: Oxford University Press, 1997. Pag: 1260.
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9. ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS EN GEL DE AGAROSA

Tipo de practica: Duracion: Indicaciones de peligro:

Grupal (2 personas) 4 horas No se presenta riesgos.

9.1. Objetivos
¢ Observar el perfil de migracién de diferentes formas de DNA en electroforesis de gel
de agarosa.
¢ Familiarizarse con métodos de separacién de acidos nucleicos mediante electroforesis

en geles de agarosa

9.2. Conceptos relacionados

Acidos nucleicos, electroforesis, gel de agarosa, marcadores de peso molecular, plasmidos.

9.3. Fundamento teérico

El término electroforesis se usa para describir la migracion de una particula cargada bajo la influencia
de un campo eléctrico. Muchas moléculas importantes biolégicamente (aminoacidos, péptidos,
proteinas, nucledtidos, acidos nucleicos) poseen grupos ionizables y existen en solucion como
especies cargadas, bien como cationes, o bien como aniones. Estas especies cargadas se van a separar
en funcién de su carga cuando se aplica un voltaje a través de los electrodos. Existen muchos tipos de

electroforesis, que se engloban en dos categorias fundamentales:

Electroforesis de frente mévil.

-Electroforesis de zona.

Actualmente, sélo se utiliza la electroforesis de zona, en la cual la muestra se desplaza sobre un
soporte sélido, como papel de filtro, celulosa o gel (agarosa, acrilamida...) y los componentes de la

muestra migran en forma de pequenas bandas, también llamadas zonas.

La electroforesis en gel es una técnica muy utilizada para separar moléculas o fragmentos de

moléculas de acidos nucleicos. Los materiales mas comunes para separar moléculas de acidos
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nucleicos son polimeros como la poliacrilamida o la agarosa. Estos geles se colocan en la cubeta de
electroforesis, sumergidos en un tampén de pH alrededor de 8. De esta forma, las moléculas de DNA
o RNA sometidas a electroforesis se desplazaran al polo positivo ya que a pH superiores a 5 poseen
carga negativa. Los geles se comportan como un tamiz molecular y permiten separar moléculas
cargadas en funcion de su tamano y forma. Asi, moléculas de DNA de diferente tamafno, van a emigrar
de forma distinta en un gel de electroforesis. La distancia recorrida por cada fragmento de DNA va a
ser inversamente proporcional al logaritmo de su peso molecular. Es importante la utilizacién de
marcadores de tamafo conocido porque nos permitiran calcular los pesos moleculares de las

muestras de DNA problema.

En el caso de los geles de agarosa, se le afade bromuro de etidio, sustancia que se intercala entre las
bases del DNA y es fluorescente cuando se ilumina con luz ultravioleta. Tras la electroforesis, se
visualiza el gel con una lampara de luz UV, y se veran las bandas correspondientes a las muestras de

DNA aplicado y los marcadores de peso molecular.

El DNA problema que se va a analizar mediante electroforesis en gel de agarosa en esta practica es
DNA plasmidico. Los plasmidos son moléculas de DNA extracromosémico, circular y de pequefio
tamano (entre dos y varios cientos de kilobases) que se encuentran en muchas especies bacterianas.
Se caracterizan porque se replican de manera independiente del DNA cromosémico bacteriano,
tienen su propio origen de replicacién, y no son necesarios para la viabilidad general de la célula, pero
pueden contener genes que contribuyan a la supervivencia en condiciones especiales, como los que
confieren resistencia a antibiéticos. Una determinada célula bacteriana puede no tener ningln
plasmido o puede albergar un nimero variable de los mismos. Algunas clases de plasmidos poseen la
propiedad conocida como “replicacién relajada”, esto es, estan presentes en forma de muchas copias

por célula, lo que facilita enormemente su aislamiento y purificacién.

Se han desarrollado un gran nimero de métodos para la purificacion de DNA plasmidico de bacterias
y todos ellos implican invariablemente tres pasos:

a) Crecimiento de la estirpe bacteriana portadora en medio de cultivo

b) Recogiday lisis de las bacterias

c) Purificacion del DNA plasmidico

El método utilizado para la obtencién de plasmido en esta practica se denomina lisis alcalina y se basa

en la desnaturalizacién selectiva del DNA cromosémico mediante alcalinizacién con NaOH y adicién
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de SDS (detergente), en condiciones en las que el DNA plasmidico permanece préximo a su
estructura nativa, debido principalmente a su pequefio tamafio y su naturaleza circular y

superenrollada.

Al neutralizar el medio y afadir una alta concentracién de sal (acetato potasico), se produce la
precipitacién de gran parte de las proteinas debido al tratamiento con SDS y a la alta concentracién de
sales. También precipita el DNA cromosémico, probablemente porque se producen reasociaciones al
azar entre las diferentes regiones de este DNA y asi se forman agregados insolubles. Por el contrario,
no precipita el DNA plasmidico, que queda en el sobrenadante. Este DNA puede ser analizado y
visualizado mediante electroforesis en gel de agarosa. En cada una de las calles del gel donde se cargue
el DNA plasmidico, veremos tres bandas de distinto tamafio que corresponderan a las tres formas
principales con las que migra el mismo en funcién de su grado de enrollamiento. Son las formas
circular, enrollada y superenrollada que migran con menor a mayor velocidad, respectivamente, en

una electroforesis.
9.4. Materiales

v Matraces pequefios. v' Micropipetas automaticas
v Pipetas de vidrio de 5 mL. v" Puntas desechables
v' Tubos eppendorf de |,5 mL.

9.5. Equipos

v Centrifuga eppendorf de sobremesa.

v" Microondas o placa calefactora.

v" Equipo de electroforesis (cdmara de
electroforesis, soporte, peine, fuente de

alimentacién).

9.6. Sustancias
v Agua desionizada
v" Acrilamida 30%
v' Bisacrilamida 0.8%
v' Tris-HCI, 1.5 M, pH=8.8

Glicina
Glicerol
2-Mercaptoetanol

Tetrametiletilendiamina (TEMED)

ANERNEE NN
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Dodecilsulfato de sodio (SDS) al 10y 20%. v Marcador de peso molecular:
Persulfato de amonio 10% Pageruler Unstead Protein

AR NERN

Solucién Colorante.

Solucién Decolorante.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Soluciones Stock y buffer

14. Acrilamida/Bis (30% T, 2.67% C)

Pesar 14.6 g de Acrilamida (29.2 g/100 mL) y 0.4 g de Bis-acrilamida (0.8 g/100 mL) y aforar en un

balén de 50 mL con agua desionizada. Filtrar y almacenar a 4 °C en la oscuridad (30 dias como

mMaximo).

I5. SDS al 20y 10% P/V.

Disolver 10 g de SDS y aforar en un balén de 100 mL con agua desionizada.

Disolver 20 g de SDS y aforar en un balén de 100 mL con agua desionizada.

16.

17.

Tris-HCI [.5 M, pH 8.8

Disolver 27.23 g de Tris base y adicionar 80 mL de agua desionizada. Ajustar el pH a 8.8 con
una solucién de HCI 6N. Adicionar agua hasta 150 mL de agua desionizada y almacenar a 4

°C.

Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8

Disolver 6 g de Tris base y adicionar 60 mL de agua desionizada. Ajustar el pH a 8.8 con una

solucién de HCI 6N. Adicionar agua hasta 100 mL de agua desionizada y almacenar a 4 °C.
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9.7 Procedimiento

I8. Realizar el montaje de electroforesis como se muestra en la figura.

Bio-Rad Mini-PROTEAN @

Figura 1. Equipo de electroforesis. Tomado de http://www.bio-rad.com/

19. Preparar 5.01 mL del gel siguiendo el orden y las cantidades descritas en la tabla:

Tabla |. Componentes y volimenes para el gel de separacion.

GEL DE SEPARACION
Agua destilada 1.70
Acrilamida/Bis-acrilamida 2.00
Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8 .25
SDS al 20% 0.025
Persulfato de amonio 10% 0.025
TEMED 0.010

20. Vierta el gel entre los vidrios y cubra con una capa de isopropanol al 60%, con el propésito de
hacer mas efectiva la polimerizaciéon.

21. Una vez polimerizado el gel de corrido lave con agua para retirar el isopropanol y porciones
de acrilamida sin polimerizar.

22. Seque con papel de filtro y agregue 3.165 mL de gel de concentracién de acuerdo a la tabla 2:


http://www.bio-rad.com/
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Tabla 2. Componentes y volumenes para el gel de concentracion.

GEL DE CONCENTRACION
Agua destilada 1.86
Acrilamida/Bis-acrilamida 0.45
Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8 0.75
SDS al 10% 0.030
Persulfato de amonio 10% 0.060
TEMED 0.010

23. Una vez terminada la polimerizacién saque el peine, limpie los pozos con papel de filtro.
24. Introduzca el montaje en la camara de electroforesis y cubra con buffer de corrido. La

composicién de buffer de corrido se describe a continuacién en la tabla 3:

Tabla 3. Composicion y concentracion del buffer de separacion.

BUFFER DE CORRIDO
Tris base 0.3%
Glicina |.44%
SDS 0.1%

25. Prepare las muestras mezclando 10uL del extracto de proteinas de interés con I0uL de

buffer de carga, la composicién y el buffer de carga se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Composicion y concentracion del buffer de carga para muestras.

BUFFER DE CARGA PARA MUESTRAS
Tris-HCI 0.5 M 25%
Glicerol 20%
SDS al 10% 40%
2-Mercaptoetanol 10%
Azul de bromofenol 5%

26. Siembre en los pozos las muestras junto a 4 UL de marcador de peso molecular

27. Aplique voltaje entre 80-110 V de acuerdo al frente de corrido.
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28. Terminado el corrido transfiea el gel a la solucién colorante de azul de Coomassie R250, deje
colorear 30 minutos. La composicién de la solucién colorante.

29. Para observar las bandas, deje el gel en solucion decolorante hasta que el gel decolore y se
observen las bandas.

30. Posteriormente, escanear el gel y comparar las bandas con el carril | que corresponde al

marcador de peso molecular.

9.8. Disposicion de los residuos

Tabla 6. Disposicién final de los residuos generados en la practica.

Sustancia o Mezcla Recipiente rotulado

Todos seran descartados en el recipiente indicado Residuos acuosos (Buffer)
El residuo sélido del gel se debe envolver en papel aluminio y se

Residuos sélidos
debe desechar en el recipiente de residuos sélidos.

a. Responda las siguientes preguntas:

a (Cual es el fundamento de la técnica de electroforesis ?. Explique.

b ¢Cual es la naturaleza bioquimica de la estructura de la agarosa?.

¢ Indique las posibles aplicaciones de la técnica de electroforesis

d Diferencie la utilizacién de Bromuro de etidio y de azul de bromofenol durante el proceso de

coloracién de DNA.

Referencias bibliograficas

1) UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA; DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA.
Bioquimica: aulas praticas. 6. ed. Curitiba: Ed. Da UFPR, 2001. 178 p.

2) Nelson, D.L., Cox, M. M. Lehninger Principios de Bioquimica. Ediciones Omega.
Capitulo 3 (2006).

3) Miller, MB. DNA technology in schools: a straightforward approach. Biotechnology
education, V. 4, 1993. Pags:15-21.
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10. CARBOHIDRATOS
Tipo de practica: Duracion: Indicaciones de peligro:

Grupal (2 personas) 4 horas

10.1. Objetivos
¢ Diferenciar las sustancias que contienen carbohidratos simples por medio de
reacciones quimicas.
. .y o ,
s Demostrar que el almidén es un polisacarido compuesto por muchas moléculas de
azUcares sencillos (glucosa).

X/

¢ ldentificar la presencia de azlcares reductores mediante la reaccién de Fehling.

10.2. Conceptos relacionados

Carbohidrato, azicares reductores, almidén.

10.3. Fundamento tedrico

Los carbohidratos son los compuestos organicos mas abundantes de la biosfera. La mayoria
pueden ser representados con la férmula general C (H,0),, por lo que se les conoce cono
hidratos de carbono. Gran parte de sus funciones biolégicas dependen de su estructura
quimica tan particular y versatil. Ellos son componentes fundamentales de muchos alimentos
y su degradacion durante el proceso de digestion genera la energia necesaria para las
funciones vitales del organismo. Cuando se encuentran combinados con otras biomoléculas,
dan origen a moléculas mas complejas cuyas funciones pueden ser estructurales o de soporte
celular y tisular, de comunicacién entre células, de reconocimiento o de sefalizacién.
Quimicamente se definen como polihidroxialdehidos o polihidroxiacetonas ciclicas o
sustancias que luego de hidrolizarse dan origen a los mismos. Un carbohidrato que no puede
ser hidrolizado en uno mas simple es llamado monosacarido. Los monosacaridos mas
comunes son la glucosa, la fructosa, la galactosa y la manosa. Un carbohidrato que puede ser

hidrolizado en dos moléculas de monosacaridos es llamado disacarido. Los mas importantes
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son la lactosa (presente en la leche), la sacarosa (presente en el azGcar comun) y la maltosa.
Por su parte, aquellos carbohidratos que pueden ser hidrolizados en varias moléculas de
monosacaridos son llamados polisacaridos. Los mas comunes son el almidén y la celulosa,
éste Ultimo es componente estructural de las plantas. La determinacién de glucosa es de
importancia médica ya que niveles sanguineos alterados pueden ser signo de una enfermedad

metabdlica comin conocida como diabetes mellitus.

Algunos azucares tienen la propiedad de oxidarse en presencia de agentes oxidantes suaves
como el ion Fe’* o Cu®*. Esta caracteristica radica en la presencia de un grupo carbonilo
libre, el cual es oxidado y genera un grupo carboxilo. Por lo tanto, aquellos azicares con un
grupo carbonilo libre son llamados azlcares reductores y aquellos en los que el grupo
carbonilo se encuentra combinado en unién glicosidica se conocen como azlcares no
reductores. Existen varias reacciones quimicas que permiten determinar si se esta en
presencia de un azicar reductor o no. Algunas de ellas son, la prueba de Benedict, la prueba

cualitativa de la glucosa oxidasa, la prueba de yodo para almidén e hidrdlisis del almidén.

(i) Prueba de Benedict

Esta prueba se basa precisamente en la reaccién o no de un azldcar con el ion Cu**. El
reactivo de Benedict contiene soluciones de carbonato de sodio, sulfato de cobre, y citrato
de sodio. El Na,CO, confiere a la solucién un pH alcalino necesario para que la reaccién
pueda llevarse a cabo. El citrato de sodio mantiene al ion Cu** en solucién ya tiene la
propiedad de formar complejos coloreados poco ionizados con algunos de los metales
pesados. Con el cobre produce un complejo de color azul. Si se le agrega al reactivo una
solucién de azicar reductor y se calienta hasta llevar la mezcla a ebullicién, el azicar en
solucién alcalina a elevadas temperaturas se convertira en D-gluconato y su ene-diol,
rompiéndose luego en dos fragmentos altamente reductores, los cuales con sus electrones
expuestos, reaccionaran con el Cu®*. Se obtiene entonces un azlcar oxidado y dos iones
Cu®. Posteriormente el Cu™ producido reacciona con los iones OH™ presentes en la solucién

para formar el hidréxido de cobre.
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Cu* + OH Cu(OH)
(precipitado amarillo)
Cu(OH) Cu,0 + H.0

(precipitado rojo ladrillo)

Esquema |. Reaccion de la prueba de Benedict.

La aparicion de un precipitado amarillo, anaranjado, o rojo ladrillo evidencia la presencia de

un azucar reductor.

(i) Prueba cualitativa de la glucosa oxidasa

Este método es utilizado hoy en dia para la determinaciéon y cuantificacion de glucosa en
sangre y orina; vino a reemplazar a otros como la prueba de Benedict, debido a su mayor
especificidad y sensibilidad. La prueba se basa el uso de una enzima llamada glucosa oxidasa
que reconoce especificamente a una de las formas anoméricas de la D-glucosa, la forma beta

glucopiranosa. Esta enzima, en presencia de glucosa, oxigeno y un amortiguador de pH,

genera gluconolactona y peréxido de hidrégeno.

{a)

H OH

B-p-Glucose

(a)

(b) p-Glucose + O -

H O O O
N N
T
H—C—0OH
HD—(lj—H
2’ o OH
—
H—C—0H
*CH,0H CH,OH
n-Glucose p-Gluconate

(linear form)

plucose oxidase

* n-Glueono-§-lactone + HoO»

H,0,+ 4 Amino 4 antipirina —» Quinona rosana + H,0
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Esquema 2. Reaccion de la prueba de la glucosa oxidasa. a) Oxidacién del carbono
anomérico de glucosa y otros azlcares es la base de la reaccién de Fehling. b) Concentracién
de glucosa en sangre determinada por la medida de la concentracién de H,O, producido en la

reaccién catalizada por Glucosa oxidasa.

El peréoxido de hidrégeno es a su vez sustrato de otra enzima, la peroxidasa, la cual en
presencia de fenol y una amina aromatica (en nuestro caso, la amino-4-antipirina) genera un
compuesto de color rosado y agua. Por lo tanto, cuando el reactivo vira de incoloro a rosado,

se demuestra la presencia de glucosa en la muestra.

(iif) Prueba de yodo para almidon

El polisacarido almidén esta constituido de dos polimeros, amilosa y amilopeptina. La amilosa
esta constituida de largas cadenas lineales de glucosa unidas en enlace glicosidico alfa |,4
(figura 1). Estas cadenas no poseen un tamano determinado sino que pueden variar desde
unos miles de unidades de glucosa hasta un millén. Por otro lado, la amilopeptina posee, al
igual que la amilosa, cadenas lineales de glucosa unidas en enlace alfa 1,4 pero ademas, posee
una gran cantidad de ramificaciones, las cuales se presentan cada 24 a 30 residuos de glucosa

y en enlace glicosidico alfa 1,6.

El almidén es la molécula de reserva energética en las plantas por excelencia. Debido a que
muchos organismos superiores poseen las enzimas necesarias para su degradacién, este
polimero puede ser convertido durante el proceso de digestion en diferentes intermediarios
metabdlicos que generan energia. El glucégeno a su vez es la contraparte del almidén en el
reino animal, con la diferencia de que esta molécula posee una mayor cantidad de
ramificaciones que el almidén y es mas compacta. La conformacién de los enlaces alfa 1,4
presentes en estas moléculas causa que estos polimeros asuman una estructura helicoidal
muy estrecha. La prueba del almidén es una prueba muy sencilla pero que todavia se utiliza
para determinar la presencia de almidén en algunos alimentos. La prueba se basa en una
reaccién fisica y no quimica, en la cual el almidén reacciona con el yodo para formar un
complejo de color azul intenso. Bajo las mismas condiciones, el glucégeno da una coloracién

café.
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Figura |. Estructura quimica del almidon.

(iv) Hidrolisis del almidon
Esta prueba tiene como objetivo demostrar que efectivamente los polisacaridos como el
almidén estan compuestos de monosacaridos unidos por enlaces glicosidicos. Como se
menciond anteriormente, el almidén esta constituido de un solo monosacarido, la glucosa.
Las propiedades del almidén son diferentes a las de la glucosa como se evidenciara mediante
la hidrolisis del almidon para generar glucosa. Todos los polisacaridos son hidrolizados en sus
constituyentes monosacaridos, por la acciéon de acidos diluidos. Esta es una reaccién gradual
que puede observarse durante el tiempo de la sesién de laboratorio. Es por tanto
recomendable que usted inicie el proceso de hidrdlisis al comenzar la sesién de laboratorio y
luego proceda con el resto de las pruebas. La hidrélisis del almidén se puede evidenciar con
dos pruebas:

a) Desaparicion del color azul caracteristico de la prueba del yodo.

b) Aparicién de glucosa, un azicar reductor. La aparicién de glucosa se evidenciara

mediante la prueba de Benedict.

10.4. Materiales

v" | Tubo de ensayo grandes (10 mL) v" | balén aforado de | L
v" 10 Tubos de ensayo medianos v" Micropipeta de 0.5-5 mL.
v 2 Gradillas v’ Espétula
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v" 7 Balén aforado de 1000 mL

10.5. Sustancias

v Agua destilada

10.5.1. Prueba de Benedict

v' Reactivo de Benedict: 100 g de
Carbonato de sodio (Na,CO,)
anhidro, 173 g de Citrato de sodio,
173 g de Sulfato de cobre
pentahidratado (CuSO,.5H,0)

v

10.5.2. Prueba cualitativa de la glucosa oxidasa

v" Solucién de glucosa/oxidasa: contiene
glucosa oxidasa, peroxidasa,
amortiguador y amino-4-antipirina.

10.5.3. Prueba de yodo para almidén

v" Solucién de almidén al 1%, usado en
las pruebas anteriores.

10.5.4. Hidrdlisis del almidén

v Acido clorhidrico (HCI) concentrado
v Solucién de hidréxido de sodio
(NaOH) 0,4 mol/L

10.6. Procedimiento

10.6.1. Prueba de Benedict

v

v

| placa de aglutinacion

Soluciones de carbohidratos O,
mol/L

Solucién de almidén al 1%

Soluciones de carbohidratos 0,
mol/L, usados en la prueba anterior
Solucién de almidén al 19, usado en
la prueba anterior.

Solucién de yodo:
solucién de Kl al 2%

| g de yodo,

Solucién de yodo, usado en la prueba
anterior.
Reactivo de Benedict

— Pesar 100 g de Na,CO, anhidro y disolver en 200 mL de agua destilada hervida.
— Pesar 173 g citrato de sodio (NaH,(C;H,O (COOQ);,, y disolverlo en 200 mL de agua

destilada hervida.

— Pesar 17,3 g de CuSO,.5H,0 y disolverlo en 300 mL de agua destilada hervida.
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Mezclar las tres soluciones cuando estén frias. Aforar a | L con agua destilada hervida.

Preparar una solucién 0.1 mol/L de cada uno de los siguientes carbohidratos glucosa,
galactosa, lactosa, xilosa, fructosa, sacarosa y una solucién al 1% de Almidén (La
disolucién del almidén se realiza en agua caliente).

Rotular las soluciones.

Adicionar 2,5 mL de reactivo de Benedict en un tubo de ensayo mediano (los tubos de
ensayo grandes se usan en la prueba de hidrdlisis del almidén).

Repetir el paso anterior en 6 tubos mas. Luego, a cada tubo, anadir 6 gotas de un las
soluciones de carbohidratos.

Colocar los tubos en un bafio de agua hirviendo por 5 minutos. Observar cualquier
cambio de color durante el calentamiento.

Tomar los tubos y ponerlos en una gradilla y después de un corto tiempo observar si
se ha formado un precipitado, el cual puede ser rojo, anaranjado o verdoso.

Observar si los resultados concuerdan con lo esperado tedricamente sobre

carbohidratos reductores y en el informe dar explicacién de ello.

10.6.2. Prueba cualitativa de la glucosa oxidasa

10.6.3

Poner 3 gotas de solucién de glucosa oxidasa/peroxidasa en siete depresiones de la
placa de ensayos.

Anadir una gota de glucosa a una depresién, una gota de fructosa a otra, etc. Observe
las depresiones inmediatamente y anote los resultados. Vuelva a observar las
depresiones y revise si existe algin cambio. Si se observa algin cambio luego de
incubar por mas tiempo las diferentes reacciones, en el informe se debe explicar a qué

se debe este cambio y qué implicaciones podria tener este resultado.

. Prueba de yodo para almidon

En tres tubos medianos distribuir los reactivos como se indica en la tabla |.
Agitar muy bien los tubos y notar la diferencia de color que se atribuye a la formaciéon

de un complejo entre el almidén y el yodo. Anotar el resultado.
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— Colocar los tres tubos en un bafio de agua caliente (70 °C) con cuidado, por 10
minutos y observar cualquier cambio de color. Anotar el resultado.

— Enfriar los tubos y observar nuevamente. Anotar el resultado.

Tabla |. Preparacién de mezclas para la prueba de yodo.

Tubo Sustancia

No. Agua (mL) Almidon al 1% (gotas) Solucion de yodo (gotas)
I 5 5 I
2 5 I I
3 5 0 [

10.6.4. Hidrdlisis del almidén

— Poner 10 mL de una solucién de almidén al | % en un tubo de ensayo grande.

— Anadir | mL de HCI concentrado al tubo. Agitar bien y luego colocar el tubo en un
bafno de agua hirviendo con cuidado de no quemarse.

— Mientras el almidén se esta hidrolizando (tarda de 1:30 h a 2 h aproximadamente),
efectie la prueba de coloracién del yodo. Para ello, ahada en otro tubo 5 mL de agua,
una gota de la solucién de yodo y 0,5 mL de la solucién de almidén que tiene
hidrolizando en el bafio maria a ebullicién. Anote el resultado de la prueba del yodo.

— Después de que la hidrdlisis del almidén se haya llevado a cabo por |5 minutos, saque
0,5 mL del almidén que se esta hidrolizando en el bafo maria y repita la prueba del
yodo cada |5 minutos. ContinGe la hidrdlisis hasta obtener una prueba de yodo
negativa.

— Posteriormente y para confirmar la presencia de glucosa, efectle la prueba de
Benedict. Para ello, anada en un tubo 0.5 mL del almidén hidrolizado, | mL de NaOH
0,4 mol/L (para neutralizar el acido) y 2,5 mL de reactivo de Benedict. Incubar por 8
minutos en agua hirviendo. Anotar y analizar los resultados. Utilice sus resultados del
punto | (Prueba de Benedict) y del punto 2 (Prueba de yodo para almidén) para

interpretar sus resultados.
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10.7. Disposicion de los residuos

Tabla 2. Disposicién final de los residuos generados en la practica.

Sustancia o Mezcla Recipiente rotulado

Solucién acuosa-

Todos seran descartados en el recipiente indicado
colorantes

10.8. Consultar antes de la practica

a) ¢Qué otro reactivo se puede usar para analisis de azlcares reductores?

b) ¢Por qué es necesario el citrato de sodio en el reactivo de Benedict?

c) ¢Qué coloracién es una prueba positiva para la glucosa oxidasa?

d) ¢Por qué la prueba de la glucosa oxidasa es especifica para la determinacién de glucosa?

e) ¢Qué tipo de enlaces es capaz de romper el HCI? ¢Por qué?

Referencias bibliograficas
1)  UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA; DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA.
Bioquimica: aulas praticas. 6. ed. Curitiba: Ed. Da UFPR, 2001. 178 p.
2) Nelson, D.L., Cox, M. M. Lehninger Principios de Bioquimica. Ediciones Omega.
Capitulo 3 (2006).
3) Miller, MB. DNA technology in schools: a straightforward approach. Biotechnology
education, V. 4, 1993. Pags:15-21.
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I 1. EXTRACCION E IDENTIFICACION CUALITATIVA DE

LiPIDOS
Tipo de practica: Duracion: Indicaciones de peligro:
Grupal (2 personas) 4 horas No tiene indicaciones de peligro

11.1. Objetivos
¢ Extraer y caracterizar la lecitina y el colesterol de yema de huevo.
% Determinar cualitativamente la presencia de colina, fosfatos y glicerol en un

hidrolizado de lecitina.

11.2. Conceptos relacionados

Lipidos, Lectinas, colina, fosfatos y glicerol.

11.3. Fundamento teérico

Se llama lipidos a un conjunto de moléculas organicas, la mayoria biomoléculas, compuestas
principalmente por carbono e hidrégeno y en menor medida oxigeno, aunque también
pueden contener fésforo, azufre y nitrégeno. Tienen como caracteristica principal ser

insolubles en agua y solubles en disolventes organicos como el benceno.

Los lipidos forman un grupo de sustancias de estructura quimica muy heterogénea, siendo la

clasificacion mas aceptada la siguiente:

o Lipidos saponificables: Los lipidos saponificables son los lipidos que contienen acidos
grasos en su molécula y producen reacciones quimicas de saponificacion. A su vez los

lipidos saponificables se dividen en:

Lipidos simples: Son aquellos lipidos que sélo contienen carbono, hidrégeno y oxigeno. Estos

lipidos simples se subdividen a su vez en: Acilglicéridos o grasas (cuando los acilglicéridos son
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sélidos se les llama grasas y cuando son liquidos a temperatura ambiente se llaman aceites) y

Céridos o ceras.

Lipidos complejos: Son los lipidos que ademas de contener en su molécula carbono, hidrégeno

y oxigeno, también contienen otros elementos como nitrégeno, fésforo, azufre u otra
biomolécula como un glicido. A los lipidos complejos también se les llama lipidos de
membrana pues son las principales moléculas que forman las membranas celulares:

Fosfolipidos y Glicolipidos.

o Lipidos insaponificables: Son los lipidos que no poseen acidos grasos en su estructura
y no producen reacciones de saponificacion. Entre los lipidos insaponificables
encontramos a: Terpenos, Esteroides y Prostaglandinas. En el esquema | se muestra la

clasificacién general de los lipidos.

m— Acidos grasos y alcoholes grasos

Complejos Fosfolipidos, glicolipidos y lipidos conjugados
Derivados del . Esteroides (colesterol) y terpenos
Isopreno

Altamente
reducidos Enlaces

(C,H,0) sencillos

Saturados
Clasificacion
Insaturados I I
Acidos grasos (mayor fluidez) [N

Esfingolipidos
Triglicéridos
Fosfoglicéridos

Esquema I. Clasificacion general de los lipidos.

(estructura

Configuracién
cis o trans
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Principalmente cumplen las siguientes tres funciones:

* Funcién de reserva energética: Los lipidos son la principal fuente de energia de los
animales ya que un gramo de grasa produce 9,4 kilocalorias en las reacciones
metabdlicas de oxidacién, mientras que las proteinas y los glicidos sélo producen 4, |
kilocalorias por gramo.

* Funciéon estructural: Los lipidos forman las bicapas lipidicas de las membranas
celulares. Ademas recubren y proporcionan consistencia a los érganos y protegen
mecanicamente estructuras o son aislantes térmicos como el tejido adiposo.

» Funcién catalizadora, hormonal o de mensajeros quimicos: Los lipidos facilitan

determinadas reacciones quimicas y los esteroides cumplen funciones hormonales.

El colesterol es una grasa presente en todas las células del organismo. Se presenta en altas
concentraciones en la médula espinal, pancreas y cerebro pero se sintetiza principalmente en
el higado y en el intestino delgado. Aproximadamente el 50% de las necesidades de
colesterol son sintetizadas en el higado mientras que el resto se obtiene de los alimentos de

origen animal presentes en la dieta.

COLESTEROL

Esquema 2. Molécula de colesterol.

En la molécula de colesterol se puede distinguir una cabeza polar constituida por el grupo
hidroxilo y una cola o porcién apolar formada por los distintos ciclos y los sustituyentes
alifaticos. Asi, el colesterol es una molécula hidrofébica que al igual que otros lipidos es

bastante soluble en disolventes apolares como el cloroformo, acetona y éter. Considerando
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lo anterior, cualquier método de extraccién de lipidos requiere utilizar mezclas de solventes
organicos que permitan solubilizar todos los lipidos y precipiten proteinas e hidratos de

carbono para su mejor separacion.

Los organismos mamiferos obtienen colesterol a través de dos vias:

* Via exdgena o absorcién de colesterol contenido en los alimentos. El colesterol se
encuentra exclusivamente en alimentos de origen animal, mayoritariamente en la yema de
huevo, higado, lacteos, cerebro (sesos) y muisculo esquelético (carnes rojas).

* Via enddgena o sintesis de colesterol en las células animales a partir de su precursor, el

acetato, en su forma activada acetil-coenzima A.

Un huevo posee una alta densidad de colesterol: aproximadamente 213 gramos por unidad,
que se encuentran en la yema. Segln antiguas recomendaciones para la poblacién sana en
general, s6lo deberian consumirse tres huevos a la semana como maximo. Pero ahora se sabe
que el colesterol dietario, por ejemplo el contenido en los huevos, no afecta en gran medida
al colesterol sanguineo en personas sanas, dado que no es el principal responsable de ese
aumento.

Mas aun, el huevo posee la ventaja de tener mayor porcentaje de acidos grasos poli y
monoinsaturados y, por ende, mas grasas insaturadas que saturadas. Estas Ultimas constituyen
uno de los factores principales del aumento del colesterol en sangre, pero los huevos las
poseen en escasa cantidad. Especificamente, un huevo contiene |,5 gramos de grasas
saturadas y de 2,5 a 3 gramos de grasas insaturadas. Pero ademas, las grasas monoinsaturadas
contribuyen a elevar los lipidos de alta densidad (HDL) , también llamado "colesterol bueno".
El colesterol es el principal esterol del organismo humano y precursor de todos los demas
esteroides corporales. Se encuentra formando parte de membranas celulares, lipoproteinas,
acidos biliares y hormonas esteroideas.

El colesterol puede extraerse de muestras bioldgicas con cloroformo, etanol caliente, éter
dietilico, acetona, y otros solventes organicos. Es comun la practica de usar una mezcla de

solventes organicos en su extraccién. Cuando esta inmerso en agua el colesterol se hincha y
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forma una emulsién. Al contrario de otros lipidos el colesterol no esta sujeto a la
precipitacion por agentes alcalinos.

Entre los fosfoglicéridos mas comunes, tenemos a los tres derivados del acido fosfatidico, a
saber: Fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina. A los fosfatidilcolina se les
conoce con el nombre genérico de lectinas. Existen varias lectinas dependiendo de los dos
acidos grasos que contengan esterificados en carbono alfa y beta del glicerol.

Las lectinas son moléculas polares que existen en formas de sales internas o zwiteriones, ya
que contienen la carga negativa del acido fosférico, y la carga positiva del grupo trimetilamino
de la colina. El pH isoeléctrico de una lectina pura es generalmente de 6.7, lo cual concuerda
con su estructura anfétera.

Las lecitinas puras son sustancias blancas de aspecto grasoso, que cuando se exponen a la luz
y el aire toman una coloracién café, debido a la autooxidacién y descomposicién. Son solubles
en los solventes ordinarios de las grasas, excepto en acetona. Esta propiedad se emplea para
su aislamiento. Son higroscépicas y se mezclan bien con el agua formando soluciones
coloidales nebulosas.

La identificacién de la lecitina puede hacerse por saponificacion, para separar los acidos grasos

y su hidrdlisis para separar la colina.

|1 1.4. Materiales

v Yema de huevo cocida v’ Erlenmeyer

v Mortero v" Varilla de vidrio.
v Manta de calentamiento v Pipetas

v" Vaso de precipitado de 100 mL v’ Probeta de 25 mL
v’ Balanza v | Tubo de ensayo
v' Embudo v Papel de filtro

11.5. Sustancias

Mezcla etanol:éter 2:1

Mezcla Cloroformo:etanol 2: 1|

Acido sulfdrico concentrado

Acido molibdico

Acido ascérbico | mg/mL  recién
preparado.

Anhidrido acético

ANENENENEN

<\
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11.6. Procedimiento

11.6.1

Pesar media yema de huevo cocido.

Adicionar 20 mL de una mezcla de etanol:éter 2:1. Macere en un mortero, deje en
reposo |0 minutos con agitacién ocasional.

Filtrar la solucién. El filtrado recogerlo en un vaso de precipitado de 100 mL y el
residuo guardarlo para una segunda extraccion.

Evapore el filtrado en bafio de Maria usando una manta de calentamiento. Pesar los
lipidos totales.

Posteriormente, disolver los lipidos totales en 5 mL de éter, adicionar a esta solucién
I5 mL de acetona. El precipitado obtenido es el contenido de lecitina en la yema.
Aglomere el precipitado de Lecitina. Decante y filtre de nuevo.

Pese el precipitado de Lecitina y el sobrenadante (Triglicéridos + colesterol),

evaporar, pesar y guardar para el andlisis de colesterol.

Identificacion de colesterol

Reactivo de Liberman Burchard

Tome 2 mL del sobrenadante del paso | en un tubo de ensayo y afnada |10 gotas de
anhidrido acético y 2 gotas de acido sulfurico concentrado, la aparicién de una

coloracién verde es indicadora de la presencia de colesterol.

Reacciéon de Salkowski

Mida | mL del sobrenadanante del paso | en un tubo de ensayo, incline el tubo y
deslice por su pared interna un volumen igual de acido sulfirico concentrado,
cuidando que los liquidos no se mezclen. Observe la formacién de un anillo coloreado

en la interfase.

Después de pesado el precipitado de lecitina, disuélvalo nuevamente con 10 mL de una

mezcla de etanol-éter 2:1 y realice las siguientes pruebas:
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Identificacion de fostatos
Tome | mL del filtrado y adicione | mL de acido molibdico, agite, deje 3 minutos en
reposo. Adicione | mL de solucién de acido ascérbico observe la formacién de un color

azul.

Deteccion de colina
Tome | mL de filtrado y caliente suavemente en un mechero o en un bafno de agua

hirviendo. La trimetilamina liberada se caracteriza por un olor a pescado.

Identificacion de glicerol

Tome 2 mL de filtrado + 2 mL de agua de bromo. Calentar en vitrina para expulsar el

exceso de bromo. Tomar 0,4 mL de esta solucién + 0,1 mL de solucién de naftol al 5% en
etanol, agitar. Adicionar 40 gotas de acido sulfdrico. Calentar 2 minutos en bafo maria,

enfriar. Observar la aparicién de coloracién verde.

11.7. Disposicion de los residuos

Tabla 2. Disposicién final de los residuos generados en la practica.

Sustancia o Mezcla Recipiente rotulado

. - . Solucién acuosa-
Todos seran descartados en el recipiente indicado

colorantes
I 1.8. Consultar antes de la practica
a) ¢Es saponificable el colesterol?. Argumente su respuesta.
b) (Cudles deben ser los valores promedio de colesterol total, triglicéridos y

lipoproteinas (VLDL, LDL, HDL)?. ¢Son los mismos para todas las edades?

c) ¢Cudles son las funciones del colesterol en los humanos?
d) (De cudles compuestos es el colesterol un precursor?
e) En qué 6rgano y a partir de que compuesto se sintetiza el colesterol en los

humanos?
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12. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
PEROXIDASA EXTRAIDA DE HOJAS DE PLANTA (PALMA
AFRICANA) Y SU INHIBICION POR EFECTO DE LA TEMPERATURA

Tipo de practica: Duracion: Indicaciones de peligro:

12.1. Objetivos
% Extraer en solucién la enzima peroxidasa y cuantificar su actividad a diferentes
diluciones.

% Determinar el efecto de la temperatura en la actividad enzimatica de la peroxidasa.

12.2. Conceptos relacionados

Enzimas, peroxidasa, actividad enzimatica.

12.3. Fundamento tedrico

En Bioquimica, se llaman enzimas las sustancias de naturaleza proteica que catalizan
reacciones quimicas, siempre que sea termodinamicamente posible (si bien no pueden hacer
que el proceso sea mas termodindmicamente favorable). En estas reacciones, las moléculas
sobre las que actlia la enzima en el comienzo del proceso son llamadas sustratos, y estas los
convierten en diferentes moléculas, los productos.

Las propiedades de las enzimas se derivan de su estructura proteica, siendo la principal
propiedad su capacidad catalitica. La especificidad y estabilidad de las enzimas estan también

determinadas por su condicién de proteinas. Asi tenemos:

* Estabilidad
La capacidad catalitica de una enzima depende de la manutencién de su estructura nativa.

Dicha configuraciéon es la resultante de muchas fuerzas de interacciéon. Los cambios
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ambientales pueden debilitar estas interacciones alterando la estructura tridimensional nativa
ocasionando la pérdida total o parcial de su funcionalidad biolégica

La desnaturalizacion se entiende como cualquier proceso que altere la estructura
tridimensional nativa de una enzima que conlleva a la pérdida de la actividad. Dependiendo
de la magnitud del agente desnaturalizante, puede verse afectada su estructura cuaternaria (si
existe), terciaria o secundaria. La pérdida de la estructura cuaternaria es frecuentemente
reversible, pudiéndose recobrar la actividad catalitica, por el contrario la pérdida de la
estructura terciaria es frecuentemente irreversible y lleva asociada una pérdida total o parcial
de la actividad; la alteracién de la estructura secundaria es irreversible, provocando un efecto

de coagulacién y la inactivacion total de la enzima.

Las enzimas son catalizadores muy sensibles a la temperatura. Un aumento del nivel térmico
se traduce en un aumento de la energia vibracional que puede provocar la ruptura de
puentes de hidrégeno y la destrucciéon de interacciones apolares.

La fuerza i6nica del medio afecta la estabilidad de la enzima produciéndose, a bajos valores de
fuerza i6nica, una disminucién de las interacciones enzima-solvente y un incremento de las
interacciones ionicas en el interior de la cadena que pueden desestabilizar su estructura.

El pH también afecta fuertemente la estabilidad de la enzima. La carga de los residuos
aminoacidicos de la proteina depende de la concentracién de protones en el medio. Valores
de pH bajo o sobre el punto isoeléctrico provocan la acumulacién de cargas ya sean positivas
o negativas que pueden ocasionar la desestabilizacién de la estructura de la enzima debido a

las fuerzas de repulsion.

o Actividad

La capacidad catalitica o actividad es la propiedad esencial de una enzima. Desde un punto de
vista termodinamico la enzima, como catalizador, actGa disminuyendo la magnitud de la
energia de activacién que requiere una reacciéon de transformacién de sustrato o producto.
Desde un punto de vista cinético la accién de la enzima se traduce en un incremento en la

velocidad de transformacién de sustrato a producto.
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La capacidad catalitica de la molécula enzimatica reside en el centro activo que comprende un
nimero reducido de residuos aminoacidicos, préximos en la estructura tridimensional aunque
lejanos en la estructura primaria. El centro activo es una estructura compleja cuya
configuracién permite ubicar la molécula de sustrato en la posiciéon correcta para que los

grupos funcionales de la enzima efectten su transformacién quimica

Existen diversos métodos para medir la velocidad de una reaccién enzimatica. La
espectrofotometria permite detectar cambios en la absorbancia de luz por parte del sustrato
o del producto (segln la concentracién de estos) y la radiometria implica incorporacién o
liberaciéon de radiactividad para medir la cantidad de producto obtenido por tiempo. Los
ensayos espectrofotométricos son los mas utilizados, ya que permiten medir la velocidad de
la reacciéon de forma continua. Por el contrario, los ensayos radiométricos requieren retirar
las muestras para medirlas, por lo que son ensayos discontinuos. Sin embargo, estos ensayos
son extremadamente sensibles y permiten detectar niveles muy bajos de actividad enzimatica
Como todos los catalizadores, las enzimas funcionan disminuyendo la energia de activacién
(AG¥) de una reaccién, de forma que se acelera sustancialmente la tasa de reaccién. Las
enzimas no alteran el balance energético de las reacciones en que intervienen, ni modifican,
por lo tanto, el equilibrio de la reaccién, pero consiguen acelerar el proceso incluso millones
de veces. Una reaccién que se produce bajo el control de una enzima, o de un catalizador en
general, alcanza el equilibrio mucho mas deprisa que la correspondiente reaccién no
catalizada.

Al igual que ocurre con otros catalizadores, las enzimas no son consumidas por las reacciones
que catalizan, ni alteran su equilibrio quimico. Sin embargo, las enzimas difieren de otros
catalizadores por ser mas especificas.

Las peroxidasas son glicoproteinas globulares con un peso molecular aproximado de 42000
Da, en las cuales la porcién proteica corresponde aproximadamente 34000 Da, el resto del
peso molecular del grupo esta constituido por el grupo prostético (grupo hemo), dos iones
calcio y algunos glicanos superficiales enlazados. Por lo general son moléculas mas pequenas

que las oxidasas.
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La peroxidasa es una enzima que cataliza la oxidacién de un amplio nimero de sustratos
organicos e inorganicos, utilizando el poder oxidante del peréxido de hidrégeno (el cual es el
sustrato). Es utilizada ampliamente en bioquimica clinica. Asi, los ensayos para la
determinacién y cuantificacion de metabolitos como glucosa, acido Urico, colesterol o
triglicéridos en fluidos biolégicos usan peroxidasa como enzima acoplada. También se utiliza
en inmunoensayos para la deteccion de virus tan conocidos como el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) causante del SIDA o el herpesvirus. La peroxidasa también
se utiliza como biocatalizador para la generaciéon de productos de interés biotecnolégico e
industrial como resinas fendlicas, adhesivos, antioxidantes, antiestaticos y protectores de
radiacion magnética, colorantes alimentarios y componentes bioactivos de detergentes. En
este experimento, para analizar la actividad de la enzima se utilizara la solucién extraida de la
planta y reaccionara con soluciones de H,O,. La enzima descompondra el peréxido
produciendo O, libre que reaccionara con un compuesto (Guayacol) que al oxidarse forma
una solucién coloreada (Tetraguayacol) y de esta forma poder ser detectado a una longitud
de onda en el rango visible.
Para determinar la actividad de la peroxidasa se debe tener en cuenta que el coeficiente de
extincién molar a 470 nm del tetraguayacol es 5200 M"' cm™. Utilice la siguiente ecuacién:

Act= (m(3.1)(60)(I1x10%)/ 5200 donde

m = pendiente de la grafica para cada experimento de dilucién de peroxidasa

3.1 = volumen total en ml de la solucién en la celda del espectrofotémetro

60 = factor de la pendiente de segundos a minutos

Ix10® = factor de mmol a umol para el valor de M del coeficiente de

extincion.

12.4. Materiales

v' Mortero v 5 tubos de ensayo
v" Pipetade 10 mL v Tubos eppendorf
v" Micropipeta de 0.5-10 uL AD,0,0.0.9.0.9.9.9,¢.0,.9.04
12.5. Sustancias
v" Solucién extractora: Buffer fosfato 60 v' Peréxido de hidrégeno al 30%.
mM, NaCl 0,1 M, pH 7,0 v Guayacol

v" Buffer fosfato 10 mM pH 6,0
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12.6 Equipos
Centrifuga

12.7. Procedimiento

12.7.1. Solucion de peroxidasa

— Picar 2 g de hoja de palma africana y homogenizar con 20 mL de la solucién extractora
en licuadora durante 2-3 minutos.

— Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente y luego centrifugar a 5000 rpm

durante 15 minutos. Usar el sobrenadante como solucién de peroxidasa.

12.7.2. Solucion de sustratos
— Disolver 10 uL de peréxido de hidrogeno al 30% y 40 uL de guayacol en 20 mL de
buffer fosfato pH 6.0.

12.7.3. Actividad enzimatica

— Preparar en 5 tubos de ensayo 100 uL de la solucién de peroxidasa cada una de las
siguientes diluciones: 1:2, |:5, 1:10, 1:25, 1:50.

— Llevar con una pipeta 3 mL de la solucion de sustrato a la celda del
espectrofotometro, colocar la longitud de onda a 470 nm y calibrar la absorbancia a
cero con esta solucion.

— Para realizar las lecturas de absorbancia adicione primero 100 uL de la solucién de
peroxidasa (5 experimentos, | para cada dilucién) a la celda, inmediatamente adicione
3 mL de solucién de sustrato y registre el valor de la absorbancia cada |5 segundos
por un periodo entre 3-5 minutos.

— Dibuje una grafica para los 5 experimentos de absorbancia vs tiempo.

— Determine la actividad de la peroxidasa.

— Determinar la concentracion de proteina utilizando el método de Biuret (con

estandares de Albumina de suero Bovino (BSA).
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Utilizar los valores de concentracién de proteina para mirar el comportamiento y

elucidar un valor aproximado para la actividad especifica de la enzima.

12.7.4. Efecto de la temperatura en la actividad de la enzima

Seleccionar una de las diluciones de la enzima del experimento anterior.

Adicionar | mL de esta dilucién a un tubo de eppendorf, taparlo y calentarlo en un
bafio a 95°C.

Sacar 0,1 mL de esta solucién a los 0, 5, 10, I5, 30 minutos de incubacién y enfriarlos
inmediatamente en un vaso con hielo.

Realizar el experimento que se hizo anteriormente con esta dilucién para determinar
la actividad de la misma forma que lo anterior para cada valor de tiempo.

De los datos obtenidos comparar los valores de actividad para la enzima sin calentar y

al calentar la dilucién a cada tiempo.

12.8. Disposicion de los residuos

Tabla. Disposicién final de los residuos generados en la practica.

Sustancia o Mezcla Recipiente rotulado

Todos seran descartados en el recipiente indicado Solucién acuosa

12.9. Consultar antes de la practica

a)

b)

¢Cémo varia la acciéon enzimatica sobre la naturaleza fisica de la muestra (comparar
resultados, higado y papa macerados Vs las mismas muestras sin homogeneizar).

¢{Cual es la funcién de un catalilizador sobre la velocidad de reaccién?

[ ID:9,9,9,0.9.9,9,0,0.9.9.9,9,0,.9.9.9,.9.0,0.0.9.9.0,0,0,.¢
() ID.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9,9,0,0.0,0,0,0,0,0.0,0,¢
DY ID.9,9,0,0.9.9.9.0,0.9.9.9,9,0,0.9.9.9.0,0,0.9.9.9.0,0,0.¢
EED29,.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9.9,0,9,9,9,0,0,0,0,0,0,0,0,0.¢
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