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ABREVIATURAS.

a.a Aminoacidos

= Aproximadamente

Abs Absorbancia

Br - Et Bromuro de Etidio

Bco Refiérase a un tubo blanco de lectura
°C Refiérase a grados centigrados de temperatura
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cmg Centimorgans

C.CR. Campo centrifugo relativo

D Dextrégiro
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DMF Dimetilformamida
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e Edicion

et. al. Y otros autores

EDTA Etilendiamintetracetato de sodio
g Gramos

G Campo centrifugo

GP Grado de polimerizacién

° hrs Horas
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J Jouls, Julios

Kcal Kilocalorias

KJ Kilo Julios

Kb Kilobases de ADN

Kg Kilogramos

Km Constante de Michaelis Mentel
L Levagiro, litros

Me, M+, M+ Grados de oxidacién de un metal
mA Microampers

2 Mayor o igual a

< Menor o igual a

M Molaridad

mg Miligramos

Mg Microgramos

" min Minutos

mi Mililitros
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um Micrémetros
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ESQUEMA A

LA GRAN IMPORTANCIA DE LAS BIOMOLECULAS
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ESQUEMA B

LA GRAN IMPORTANCIA DE LAS BIOMOLECULAS

Clases de molécula

Carbohidrato: Generalmente con
tiene carbono, oxigeno e hidrégeno,
en la férmula aproximada

(CH,0),

Lipido: Contiene una alta propor-
cion de carhono e hidrégenos
generalmente es no polar e
insoluble en agua. »

Proteina: Cadenas de aminodcidos;
contienen carbono, hidrégeno,
oxigeno, nitrogeno y azufre.

Acido nucleico: Formados de
subunidades de nucledtidos; pueden
consistir en un solo nucledtido o en
una cadena larga de nucleétidos.

Principales subtipos

Monosacdrido: Azicar simple

Disacarido: Dos
monosacaridos
unidos

Polisacdrido: Muchos
monosacdridos (generalmente
glucosa) unidos

Triglicérido: Tres dcidos grasos
unidos a un glicerol

Cera: Nimeros variables de
dcidos grasos unidos a una
cadena larga de aleohol.

Fosfolipidos: Grupo fosfato polar
y dos dcidos grasos unidos
a un glicerol.

Esteroides: Cuatro anillos unidos
de dtomos de carbono con
grupos funcionales agregados.

Acidos nucleicos de cadena larga

Nucledtidos simples

Ejemplo

Glucosa
Sacarosa

Almidén
Glucégeno
Celulosa

Aceite, grasa

Ceras en cuticula
d(‘l pl‘z]l‘l['JS

Fosfatidilcolina

Colesrerol

Queratina
SCdH

Hemoglobina

Acido desoxirribo-
nucleico (DNA)
Acido ribonucleico

(RNA)

Trifosfato de
adenosina (ATP)

Mnnuﬂ';nﬁlt:: de
Adenosina ciclico
(AMP ciclico)

Funcion

Fuente de energfa importante para las
células; subunidad de la que estdn he-
chos la mayor parte de los polisacéridos

Principal aziicar transportada
en los cuerpos de las plantas
terrestres

Almacenamiento de energia en plantas

Almacenamiento de energia en animales

Material estructural en plantas

Almacenamiento de energfa en animales
y algunas plantas

Cubierta a prueba de agua en las hojas
y tallos de las plantas de tierra

Componente comiin de las
membranas en las células

Componente comiin de las
membranas de células eucaridticas;
precursor de otros esteroides como la
testosterona y las sales biliares
Proteina helicoidal, principal
componente del cabello
Protefna en forma de ldmina delgada; de la
seda producida por la polilla y las arafias
Protefna globular compuesta de cuatro
subunidades peptidicas; transporte de
oxigeno en la sangre de los vertebrados
Material genético de todas las
células vivas
Material genético de algunos virus;
en las células vivas, es esencial en
el intercambio de informacién genérica
del DNA a proteinas
Principal molécula transportadora de
energia a corto plazo en las células
Mensajero intracelular

AUDESIRK. Propiedades biologicas de las principales biomoléculas



INTRODUCCION

La bioquimica tiene sus raices en la medicina tradicional, la alquimia, la nutricion, la
herbaria, la homeopatia y en todos los procesos naturales. Actualmente, el estudio
bioquimico se enfoca al interior de los sistemas vivos y a sus procesos naturales
llamados metabolismo.

Todas aquellas que se consideran biomoléculas estan directamente o indirectamente
relacionadas con alguna funciéon bioquimica que determina el excelente funcionamiento
de un ser vivo. Por ésta razon es importante reconocer que los acidos nucleicos, las
enzimas, las proteinas, los aminoacidos, los lipidos, los glicidos y atn, aquellas
moléculas y elementos que son considerados como bioelementos tales como el agua y
los metales; son indispensable en la creacion, desarrollo, especializacion, evolucion y
muerte de un ser vivo. En todos los sentidos, desde lo microscopico hasta lo
macroscopico la bioquimica esta presente.

Joyce apoya la siguiente definicion “La vida es un sistema quimico capaz de sostenerse
a si mismo y que ademas es susceptible de experimentar la evolucion Darwiniana como
se menciona a continuacion”.

1° Un grupo de individuos debe poder reproducirse haciendo copias de si mismo.

2° Las copias deben tener imperfecciones o mutaciones heredables que introduzcan
variaciones en una poblacion.

3° Debe existir un sistema de seleccion natural que favorezca la supervivencia de
algunos individuos sobre otros.

La vida se concibe como un sistema organizado de materia y de energia en el cual la
organizacion se desarrolla gracias a un tercer factor fundamental, el agua. Este orden de
vida postula, desde sus origenes una trascendencia genoacudtica, y una renovacion
permanente de nutrimientos y nutricion que suponen un nacimiento y un desarrollo de la
misma materia en movimiento y evolucion.

El agua como tal, es entonces, considerada para cualquier ser vivo un elixir de la vida ya
que, sin ésta no podria sustentarse la misma.

Los carbohidratos, los lipidos, los aminoacidos, las enzimas, las vitaminas, las
proteinas y los acidos nucleicos cumplen varias funciones clave en la naturaleza. Solo
por citar algunas de ellas; se les conoce como funcionales, como estructurales y como
reservas energéticas. Ademas de las propiedades fisicoquimicas que manifiestan cada
una incluso, llegan a pertenecen al grupo de sustancias naturales conocidas como
macromoléculas y que son capaces de sintetizar a la membrana misma.

LOS CARBOHIDRATOS.- (Hidratos de carbono o azlcares) son compuestos
organicos formados por carbono, hidrégeno y oxigeno; y en algunos tipos intervienen
también el azufre y el nitrogeno. Estan constituidos principalmente por unidades
monoméricas llamadas monosacéridos que a su vez son constituyentes principales de
los disacéaridos y de los polisacaridos. Todos ellos tienen la caracteristica comiin de
poseer grupos alcohol, un aldehido y una cetona.



Los carbohidratos son fuente inmediata de energia con una capacidad extraordinaria
para absorberse y regular el metabolismo basal, los procesos mentales, los hormonales,
de nutricion y de contraccion; solo por mencionar algunos.

LOS LIPIDOS.- Constituyen un grupo heterogéneo de sustancias presentes en los seres
vivos, insolubles en agua y extraibles en solventes organicos, como el éter, el
cloroformo, la bencina, etc. Estos compuestos pueden clasificarse segiin su ntimero de
carbonos, por su numero de insaturaciones, o por su son linealidad o su ciclicidad; pero
principalmente por sus grupos funcionales, estos son el éster, el alcohol, y el extremo
carboxilo o acido graso.

Se sabe que los lipidos son considerados como una fuente energética de reserva en el
organismo, aunque recientemente se ha descubierto que la grasa a la cual se le considera
como nociva, en realidad cumple otras funciones.

La cavidad abdominal, en estados de sedentarismo, cominmente se llena de tejido
graso, comenzando por las capas exteriores hasta llegar las capas mas profundas. Hoy
en dia, estudios cientificos han demostrado que, a la inversa, la practica de ciertos
ejercicios, posturas y respiraciones canalizara el refluyjo metabdlico de las grasas,
trasformando el 50% en agua y el resto en energia, que es llevada desde la cavidad
abdominal a las capas mas profundas del tejido conjuntivo para formar una especie de
“cojin”. Ya en el perimicio, se encarga de proteger a los 6rganos, los musculos y las
glandulas vitales. En conclusion, al quemar la grasa y almacenar energia en los 6rganos,
se limita el espacio abdominal, y por lo tanto, se incrementan los gramos de presion
por centimetro cuadrado en la superficie del 6rgano. De ésta manera a través del habito
de las repeticiones, se le condiciona al organismo a convertir dicha grasa en energia de
forma permanente, almacenandola en las mismas capas del tejido conjuntivo.

LAS PROTEINAS .- Son macromoléculas provenientes de cadenas peptidicas que estan
compuestas de aminoacidos. Estas biomoléculas estan estructuradas por un extremo
amino, un extremo carboxilo, un hidrégeno y un grupo radical. Las proteinas se
clasifican basicamente por su funcion o por su estructura. La clasificacion mas relevante
es aquella en donde se les denomina segun su estructura. La primaria, la secundaria, la
terciaria, la cuaternaria y las conjugadas, auque en ocasiones, las proteinas se asocian a
otras moléculas, formando estructuras mas complejas denominadas supramoléculas.

Las proteinas son con diferencia las macromoléculas mas abundantes presentes en la
célula: En la mayoria de los seres vivos constituyen el 50% 6 madas del peso seco.
Calcular cuantos tipos de proteinas hay actualmente es una tarea imposible. Se conocen
unos 700 tipos de proteinas, pero potencialmente se piensa que, en realidad, podemos
hablar de unos 50 mil o quizas 100 mil tipos de proteinas diferentes. De estos 700 tipos
se han estudiado unos 300 solamente, y los cientificos han conseguido cristalizar 150 de
estos compuestos. El ensamble de proteinas a partir de los 20 aminoacidos depende de
2 moléculas maestras el ADN y el ARN comunicadas por un lenguaje unico, en ese
mensaje se encontrarian las instrucciones secretas para fabricar todas las proteinas que
le mantienen vivo a usted. Basta con que el ARN se ponga en comunicacioén con los
ribosomas, y empieza la fiesta. Miles de proteinas salen despedidas listas para cualquier
cosa; pueden reparar un trozo de ADN que se ha roto, mandar un mensaje a otra célula
para que empiece a secretarse una hormona que marque el inicio del desarrollo en la
vida de un embrién o en contra parte, la apoptosis de un individuo; o como eficaces



mensajeros de los impulsos nerviosos, tanto en los primitivos cerebros de los gusanos o
para trasmitir los pensamientos de un fisico despistado que esta pensando en una nueva
teoria sobre las leyes del universo. Cuando se piensa hay que agradecérselo a ellas.

LOS ACIDOS NUCLEICOS.-Las 2 principales clases de 4cidos nucleicos estan
definidas por su azucar constituyente; el ADN contiene D-2’-desoxirribosa y el ARN
contiene la D-ribosa. La D define la estereoquimica de la ribosa y a menudo se omite
por conveniencia. El ADN es mucho mas estable que el ARN y est4, por consiguiente,
bien adaptada a su papel genético, como hebra estable de continuidad hereditaria. La
cadena de ADN esta compuesta por monomeros denominados nucledtidos o, mas
especificamente, desoxirribonucleétidos. Cada nucledtido estd compuesto de acido
fosforico, de un azticar como se menciono anteriormente y de las 4 bases nitrogenadas
(adenina, guanina, citosina y timina); mientras que en el ARN solo se operan 2 cambios
(desoxirribosa por ribosa y timina por uracilo).

Escribe Francis Crick. El hombre moderno tiene quizas unos 50,000 afios, la
civilizacion unos 10,000; pero el ADN y el ARN han existido desde hace miles de
millones de afos, de forma activa y nosotros somos las primeras criaturas concientes de
su existencia. E1 ADN es una molécula larguisima. Los 46 cromosomas que contiene el
nicleo de una célula humana encierran unos 2 metros de ADN. Ademas de esta
sorprendente caracteristica organizativa, el ADN puede autoreplicarse y es una
molécula autoreproductiva. Deja pues, descendencia. Somos entonces, los reservorios
de una molécula inteligente.



OBJETIVOS GENERALES

Elaborar un manual un manual tedrico — practico que sirva de apoyo para los estudiantes
de la FESC en las asignaturas de bioquimica a nivel licenciatura (carrera de Q.F.B.).
Ademas de ser util para los profesores de preparatoria y secundaria en las asignaturas de
quimica y biologia. Todo esto a través de una serie de formatos conocidos como fichas
de triple entrada, con la finalidad de proporcionar un material didactico que facilite el
conocimiento en dichos niveles y que va acorde a los planes de estudio actuales.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.-Describir una nueva metodologia conocida como ficha de triple entrada que facilite el
conocimiento en el area bioquimica

2.-Aplicar las fichas de triple entrada a través de un marco tedrico y un marco
experimental con caracteristicas bien definidas que facilitaran el conocimiento en el
area quimica, bioldgica y bioquimica de forma pedagogica.

3.-Integrar la parte tedrica y la parte experimental de cada biomolécula con éste sistema
de trabajo, para cada uno de los siete capitulos.



ANTECEDENTES

Actualmente se procura encontrar los medios de enseflanza mas optimos y eficientes,
dados los tiempos que se disponen para las practicas. Esta ultima es una razén de peso
para adoptar los sistemas pedagodgicos mas practicos que nos lleven a obtener los
mejores resultados en la preparacion de nuestros futuros profesionistas.

La UNAM se ha adelantado notoriamente en los planes y programas de estudio, debido
a las necesidades de nuestro tiempo. Por ende, los retos actuales en los diferentes
niveles de estudio, requieren de una parte tedrica y una experimental que se
complementan entre si. La existencia de éste manual se justifica, ya que no existe un
texto adecuado que ayude al alumno al 100%, dado que los libros a los que puede
recurrir son muy antiguos, muy profundos, se tratan temas que nunca se utilizan, la
informacion se encuentra incompleta, la informacion no es confiable, o simplemente no
existe el tema de consulta.

Por estas razones, este manual pretende hacer llegar un herramienta util para los
alumnos de la FESC de acuerdo a los nuevos planes de estudio en las asignaturas de
bioquimica dado que cubrird las necesidades basicas en los laboratorios y en la parte
teorica.

Por otra parte su lenguaje sencillo también va dirigido a los niveles de preparatoria y
secundaria como un apoyo en las practicas de quimica y biologia que se solicitan en ese
nivel y de acuerdo a los planes de estudio actuales, ya que el nivel pedagogico que se
maneja, la seleccion de practicas y el lenguaje lo hacen facil de abordar para dichos
niveles.



JUSTIFICACION

Actualmente se procura encontrar medios de aprendizaje mas optimos y eficientes,
dados los tiempos que se disponen para la investigacion documental y para la
realizacidn de practicas de algiin tema especifico. Por ésta razon se han buscado nuevas
alternativas y elementos para hacer llegar la informacion teérica y experimental de una
manera practica, breve y concisa; una de estas opciones es la ficha de triple entrada.

La ficha de triple entrada se define como un sistema o método que ordena y divide una
pagina en espacios rectangulares a 2 6 3 entradas, segun sea el caso. En dichos espacios
se recoge el contenido principal de un tema consultado en forma de resumen o sintesis,
facilitando de ésta manera su acceso, organizacion y memorizacion de forma concreta y
sencilla.

Sus caracteristicas son variadas pero, para éste caso se optd por tomar las adecuadas a
ésta 4rea.

MARCO TEORICO. MARCO EXPERIMENTAL
Titulo del tema Titulo de la practica
Introduccion (Para qué sirve?
Cita textual Importancia
Imagen Metodologia — Técnica
Pie de foto Fundamento
Guia del estudiante iNota importante!
Fuentes Clasificacion
Referencias

Sus bondades son:

Ayuda a ordenar y a formar las ideas para una exposicion adecuada con los elementos
mas importantes y sobresalientes de un tema.

Induce al alumno a recordar y a reconocer el orden de los elementos en una ficha de
triple entrada.

Compromete al estudiante que trabaja con fichas de triple entrada a escribir sus propias
ideas a través de una breve introduccion y de un comentario a manera de sintesis.

Da dinamismo a la ficha a través de una imagen relacionada con el tema de consulta.
Refuerza los conocimientos a través de cuestionarios.

Permite al alumno sacar sus propias interpretaciones y conclusiones.

Induce al alumno a recordar y actualizar la manera en que se redactan los elementos en
una ficha bibliografica, hemerografica y otros medios electronicos de consulta.

Motiva al alumno a consultar mas a fondo las fuentes originales de libros, articulos,

textos y fuentes electronicas; con el fin de acrecentar mas el vocabulario y aprender mas
sobre el tema.



FORMATO DE TRABAJO

Marco Teorico
El Marco tedrico consta de:

Titulo del tema. El cual se resalta con negrillas y en maytscula, ademads se le asigna un
nimero consecutivo; en donde el primer digito corresponde al capitulo de estudio y el
segundo corresponde a los subtemas de esa misma unidad.

La Introduccion. Nos marca de manera general origen y concepto historico de la
biomolécula, definicion, clasificaciones, y propiedades fisicoquimicas.

Los Comentarios. Nos hablan de la funcion e importancia que tiene la biomolécula en la
naturaleza y en la vida cotidiana. Cabe mencionar que la informacion que sustenta a la
introduccion 'y a los comentarios no se cita en las fuentes del mismo formato, dado el
poco espacio con el que cuenta la ficha, ademas de ser informacidén que comprende una
serie de datos elementales que no se retoman textualmente y que por sustentar las bases
bioquimicas, se encuentra en cualquier libro de bioquimica. En cambio, se optd por
colocarla al final en una referencia bibliografica exclusiva dandole la importancia que se
merece.

La cita Textual. Como su nombre lo dice, es la extraccion viva del parrafo de un
articulo cientifico que varia en diferentes niveles de comprension y se retoma con la
finalidad de motivar el interés por el tema que se esta consultando.

La Imagen. Nos refuerza en contenido temdatico ademas de darle una vista atractiva al
tema.

Pie de foto. Son los comentarios que relacionan al tema que se consulta en ese momento
con respecto a la imagen que aparece.

Guia del estudiante. Su funcién es reforzar el contenido fina de cada capitulo,
contemplando al marco teorico y al marco experimental con una serie de preguntas que
en algunos casos no tengan relacion con el tema consultado en ese momento pero bien
pueden estar conectados con otros marcos experimentales de ese capitulo.

Las Fuentes. Son referencias que citan al articulo puesto en la cita textual y a la imagen
del marco tedrico, las fuentes se citan con un nimero. En éste marco apareceran algunas
palabras resaltadas en negrillas con la finalidad de que el alumno las busque en alguna
fuente indispensable y enriquezca su vocabulario cientifico.



Marco Experimental

Estas técnicas estaran enfocadas a las areas de biologia, quimica, bioquimica y otras
asignaturas afines a las ciencias de la salud.

Tomando en cuenta la complejidad del tema solo se abordaran los métodos clasicos
convencionales asi como los métodos instrumentales, sin embargo, se incluiran con
ciertas excepciones aquellas que requieran una instrumentacion especial asociados a un
area restringida de la industria, asi como aquellos que requieran de un tratamiento muy
especifico como lo es en el caso de la investigacion. Ademas, la didactica que se
empleara en éste manual permitira su facil acceso, originandolo desde un nivel medio
basico (secundaria) hasta un nivel superior (licenciaturas o ingenierias).

El Marco experimental consta de:

Titulo de la Practica. El cual se resalta con negrillas y en mayuscula, ademas se le
asigna un numero consecutivo; en donde el primer digito corresponde al capitulo de
estudio, el segundo corresponde a los subtemas correlacionados con el marco tedrico y
la literal en mayuscula nos designa el orden exclusivo de ese capitulo o subcapitulo,
solo para las practicas.

¢JPara que sirve?. Nos ilustra de manera diferente el objetivo de la practica para hacerlo
mas atractivo en los niveles de secundaria.

Importancia. En éste punto se resalta la importancia de la practica, las ventajas que
presenta y en ocasiones algunas caracteristicas tedricas o practicas de la misma que
complementan la informacion.

Meétodo —Técnica. Aqui en éste punto es en donde se desarrolla la técnica o la
metodologia a seguir de manera breve, segin sea el caso. No se da un listado de
materiales ni de reactivos ya que se incluyen en la marcha de la practica. En ocasiones
se presenta la preparacion de los reactivos o condiciones necesarias para la practica.
Otro aspecto importante es que se da el resultado marcado como R = (+) cuando la
reaccion es positiva y de la misma manera se marca a la reaccidon negativa con su
respectivo signo R = (-)

Fundamento. Nos refuerza a la practica con algun texto explicativo o con la reaccion de
la misma practica.

Aplicacion. Nos denota el campo profesional al cual se puede aplicar la practica, asi
COMo Ssus pormenores.

jNota importante!. Nos resalta los cuidados personales, de seguridad o de condiciones
optimas para que la practica se lleve a cabo de la mejor manera.

Clasificacion. Nos sefala con una vifieta en forma de rombo (#) para qué nivel o niveles
que se sugieren para la practica, asi como la naturaleza de la misma en 3 categorias

(Cualitativa, Semicuantitativa o Cuantitativa).

Referencias de la Técnica o Método. Son las fuentes de donde se retomo la técnica o el
método descrito.
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METODOLOGIA DE TRABAJO

DEFINICION DEL PLAN DE TRABAJO

v

ELECCION DEL TEMA DE INVESTIGACION

ACOPIC DE BIBLIOGRAFIA BASICA

DELIMITACION DEL TEMA DE INVESTIGACION
!

ELABORACION DEL ESQUEMA DE TRABAJO

PLANEACION DEL CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

ELABORACION DEL CUADRO METODOLOGICO

v
ELABORACION DE AGENDA DE TRABAJO,

h 4

RECOPILACION DE INFORMACION DOCUMENTAL

ELABORACION DE FICHAS BIBLIOGRAFICAS
" Y HEMEOGRAFICAS

ELABORACION DE FICHAS DE TRABAJO

v

PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION RECOPILADA

Y

PRESENTACION DEL MATERIAL RECOPILADO Y ANALIZADO

LLENADO DE FICHAS O FORMATOS (FICHAS DE TRIPLE ENTRADA)
MARCO TEORICO Y MARCO EXPERIMENTAL

RECOPILACION, FORMACION DE CAPITULOS, ARMADO
GENERAL DEL TRABAJO Y CORRECCIONES FINALES.
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direccién del momento dipolar

Hidrogene vbomp




INTRODUCCION

a
Los investigadores reconocen que la
denominacion de H,O, es, en realidad
una licencia cientifica. El agua como tal
fue reconocida como uno de los 4
“elementos basicos”, segiin la antigua
cultura Griega, quines le designan con
el nombre de hidrogene, Homp.

800 veces mas densa que el aire, el agua
es la unica sustancia que al congelarse
pierde peso y que ademas su calor de
vaporizacion a 100° C es de 538.7 cal/g,
lo que permite que actie como un
regulador térmico en nuestro planeta.
La molécula de agua esta constituida
por 2 atomos de H unidos en forma
covalente a 1 de O, es altamente
polar, no es lineal y crea estructuras
tetrahédricas debido a su hibridacion
s y p. Cabe indicar que los puentes de H
no solo se inducen en el agua, paro si
con cualquier sustancia que tenga
caracteristicas polares, como son las
proteinas o los carbohidratos, con sus
diversos grupos hidrofilicos; mediante
este mecanismo algunos compuestos de
bajo peso molecular retienen agua y le
confieren a la materia propiedades
reolégicas muy particulares.

El agua es un solvente biologico ideal,
estas moléculas presentan una tendencia
ligera a disociarse, lo cual es
fisiologicamente importante.

Su propiedad de ionizarse tiene
importancia capital para la vida, dado
que el agua puede actuar como un acido
0 como una base, es posible representar
su ionizacién como una transferencia
protonica intermolecular, que forma un
ion hidronio (H30") y un ion hidréxilo
(OH).Por definicién, al —log (H;0"), se
le llama pH y al —log Ka, se le llama
pKa. Entonces, se puede definir al H,O
como un sistema amortiguador de
solvencia libre, capaz de influir en el
caracter anfipatico de algunos grupos
funcionales por ejemplo, COO™ por
COOH y NH; por NHy; como sucede
en el caso de los aminoacidos y de las
proteinas.

Sus principales funciones biologicas
estriban en su capacidad para
transportar distintas sustancias, disolver
otras, y activar a una gran diversidad de
macromoléculas, sin esta accion las
enzimas, por ejemplo, perderian su
capacidad de reaccion. Ademas los
tejidos, Organos y sistemas también
perderian su constitucion y terminarian
por atrofiarse.

<o N
CITA TEXTUAL N
E/ﬂmn 7acque.v Cousteau expreso "El agqua de

mar de mis células reacciona recordsindome que
soy mar." En lp misma linea se expreso el
célelre éio'ﬁ;ﬂo Claude Bernard: "Cuondo la
vidn salic del mar, se (levi el océano consigo. !
Claudine  Luu, de (o universidad ~ de
Mom‘f;e/ﬁ'er, /@0 aln siquiente conclusion: "El
agua es el pr'inci/m/ comﬁf@enfe de los sistemas
vivos, y no olvida las sustancias que disuele.” Se
hacin una vez mds, mencion de lu controvertidn
ﬁipo’feyiy conocidn como memoria del. agqua, (1)

IMAGEN:

PIE DE FOTO.

Foto que ilustra la importancia que
tienen hoy en dia como atractivo turistico
algunos senotes. Gran senote, peninsula de
Yucatan. (2)

GUIA DEL ESTUDIANTE. ?

N-iCudl es lo temperaturs del calor de
vaporizacion del 2gua?

2)-Qué propiedad fisicoquimica le confieren
cardcter dual al agua?

3)-6Qué forma tridimensional adquiere el 2gua?
) “Mencione ung téenica de identificacion del
269,

o)-¢Qué  aplicaciones importancia tiene Lo
técnica?

COMENTARIOS

]

(Informatico) Es el Uinico liquido
que al congelarse pierde peso. Si la
dejamos fluir libremente en un
plano inclinado, por liso que sea,
seguird un curso serpenteante, con
un disefio en espiral. Algunos
cientificos han aventurado incluso
la hipotesis de que acaso pueda
registrar en su estructura toda la
memoria de la vida sobre la tierra.
Hablamos del agua de cada dia, la
sangre de nuestra madre “GAIA”
(termino muy comin en el
medioevo).

Nosotros, como todos los
mamiferos de la tierra, nos
desarrollamos, en el periodo de
gestacion, sumergidos en un
microcosmos acuatico, salado y
calido. Y durante el resto de
nuestra vida sentiremos una
atraccion irresistible por el agua,
que nos vincula con nuestro origen
por partida doble, individualmente
y como especie.

Las cianobacterias son una de las
formas de vida mas resistentes y
pueden vivir en habitat poco
atractivos, desde los desiertos mas
aridos hasta los casquetes polares,
aunque ya se perdio toda su
anatomia original, se cree que su
bioquimica era muy similar dados
sus vestigios “genoacuaticos” que
vinculan a las anteriores formas de
vida con las actuales.

Otra fuente, pero de menor
importancia es la que se origina en
las reacciones metabolicas y de
combustion de los nutrimentos: la
oxidacion de 1 molécula de
glucosa por las vias
correspondientes origina 6
moléculas de H,O, que son iguales
a 0.6g /lg de glucosa; ademas,
también se obtienen 1.1g y 0.4g de
H,O /1g de grasa y de proteina
respectivamente en una dieta. Esto
es, por cada 2000 kcal de
consumo, se generan
aproximadamente 300ml de H,O.

FUENTES. —>
1).- RIOS.C. El misterio del agua,
Afio Cero, Afio X, N°10-0110-09,
2001.

2).-De la VEGA Eduardo (foto),
Desde las entranas de la tierra,
(Como ves? Ano5 N° 54, Mayo
2004

13




, 1.A.- PERDIDA DE AGUA POR SECADO PARA MUESTRAS
(PARA QUE SIRVE? BIOLOGICAS

METODO- TECNICA

Determinar la cantidad de agua
existente en una muestra
biologica mediante la técnica de
secado para evidenciar la
presencia de la misma. L.- Pulverizar, desmenuzar, quebrar, granular, cortar hasta un tamaiio menor a 3mm, y
pesar 12 g de una muestra de semillas y / o frutos.

I1.- Pasar la muestra y secar a 105 °C durante 5 hrs.

IMPORTANCIA. @

En los liquidos, se dan
contactos definidos e IIL.- Dejar enfriar la muestra en un desecador y pesar a intervalos de lhra, hasta

interacciones  intermoleculares que la diferencia entre 2 pesadas continuas sea cuando mas del 0. 25 %.

relativamente fuertes, el agua no
es la excepcion. Este tipo de
interacciones monoméricas se
mantienen basicamente unidas IV.- Calcular el % de agua y considerar el peso de la muestra tomada.
por 2 tipos de enlaces: los
puentes de hidrégeno y los
enlaces covalentes corrientes.

Por esta razon, los procesos IMAGEN APLICACION_

vitales implican muchas
reacciones e interacciones en las
interfases bioquimicas
existentes entre el agua y los Esta
componentes semisolidos, agua
/ lipido, agua / azlcar agua /

prueba es de suma
importancia para la industria
lipid ! alimenticia, sobre todo en el
vitaminas y agua ./ proteinas control de calidad, cuando se
entre otras més. Debido a esto es procura que haya un minimo de
conveniente no pasar por alto las humedad en productos
interac'ciones agua.solu.to para deshidratados. Por ende es muy
cualquier muestra biolégica. util en los niveles superiores.

dirsccién del moments dipolar

Estructura que nos muestra la interaccion que se da entre
iNOTA atomos de hidrogeno y oxigeno (2)

IMPORTANTE!

— ) CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
Se deben cuidar 2 aspectos
importantes, 1° el uso de o

molinos para triturar la muestra Bésico Medio ¢ SUPGI'iOI'Q )
1.- DR. SOBERON A. Guillermo, DR.

y 2° se debe cuidar )
estrictamente la preparacion de o MARTUSCELLI Q. Jaime. et. al; Farmacopea
la muestra para que no se pierda Cualitativo. de los Estados Unidos Mexicanos, 5%/e?, México,
humedad. SECRETARIA DE SALUD, 1988.

Semicuantitativo ¢ 2.- BADUI. S. Quimica de los alimentos, 3a/ed,
México, Pearson, 1993.

Se debe procurar que el peso de

1 capsula sea constante. L.
P Cuantitativo.
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1.B.- DETERMINACION DE LA PUREZA DEL AGUA POR SU
(PARA QUE SIRVE? TEMPERATURA DE CONGELACION

Determinar la pureza del agua METODO- TECNICA
valiéndonos de la propiedad que

tiene esta para cambiar del

estado liquido al estado solido a
los cero grados centigrados, L- Preparar un sistema como se muestra en el esquema, con un tubo de ensayo de 25 mm de
cuando esta se encuentra pura. diametro x 100mm de largo, colocar la muestra provista con un tapon de corcho, un
termémetro y un agitador de alambre de 300mm de largo doblado en su parte inferior en
forma curva horizontal, rodeando el termémetro.

Todo el sistema se coloca en un bafio maria con un volumen minimo de 3.7cm, que debera
tener un termémetro.

IMPORTANCIA. @ IL.- Fundir un trozo se hielo, verterla dentro del tubo de prueba. Ensamble el termémetro
con el aparato.

Las sustancias puras tienen un
punto de congelacion bien I11.- Llenar el baiio maria como se indica a un T° C entrar de 4 °C - 5 °C abajo del punto de
definido y el agua no es la congelacién y esperar,si el agua esta en estado liquido, la determinacién se hace
excepcion, pero las mezclas empleando un baiio con una T = 15 ° C abajo del punto de congelacion esperado.
generalmente congelan sobre un
rango de temperatura variable. IV.- Tomar las T° cada 30 seg. y anotar, continuar agitando mientras la T ° disminuye, por
Si se libera calor cuando se lo menos durante 3’ min. después de que la T° empieza a descender nuevamente (después
presenta  la  solidificacion, de permanecer constante).

demuestra la presencia de
cualquier  impureza  disuelta V.- Cuando el promedio de por lo menos 4 lecturas consecutivas, que varian no mas de 0.2 °C,
presente solamente en el liquido esto constituye la temperatura de congelacion.

y no en el solido.

*Consultar esquema de montaje

El método que aqui se describe
se usa para determinar la
temperatura de congelacion, en

sustancias que funden entre los IMAGEN APLICACION.

-20°C y 150°C.

Cuando el enfriamiento es muy |
prolongado se pueden producir : . Esta prueba es una herramienta
desviaciones en los cambios B A e eficaz cuando se valora la pureza
normales de la T°C. Por ende, la Lo : de agua en los niveles superiores.
prueba se repite introduciendo B0 e S Solo en algunos casos se usa esta
pequefias  porciones de la ; [ § g A N valoracion para preparaciones de
muestra sélida a intervalos de o i W hagriie antibioticos y mezclas
1° C mientras la temperatura se e ; 07 A0sHes, el idensidad intravenosas.
aproxima al  punto  de : £
congelacion estimado.

|NOTA ht 0,86-1,02 A :

1,74-1,80 A

Fic. 5. Estructura del hielo I. Obsérvese su red abiera que se
corresponde con su baja densidad.

la muestra se ha A B
enfriado aproximadamente 5° C CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.

arriba  de  su  punto de , - . .
congelacion, la T°C del bafio se Basico Medio SupeI‘IOI'Q In—=

debe ajustar entre | 7°C-8°C — - DR. SOBERON A. Guillermo, DR.
debajo de dlcho punto. Agitar la Cualitativo ¢ MARTUSCELLI. Q. Jaime. et. al. Farmacopea de
mqestra continuamente con el . . los Estados Unidos Mexicanos, 5%, México,
agltador? entre el fondo y la Semicuantitativo. SECRETARIA DE SALUD, 1988.

superficie a intervalos de 20 L.
ciclos por minuto. Cuantitativo.
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ESQUEMA 1A

ALAMBRE

|
TERMOMETRO —* f\

<— TERMOMETRO EN 0.1° C

E £ E
£ £ =
E M0 0 9
E o £ o i,
g o 1 R ] et LIMITE DE LLENADO
s ) [Is]
o
E
E
50 mm o]
4]
Sl
kr/ 9 mm
Cm e - f
—37.5 mm. 125mm  —37 5mm

| o

DR. SOBERON. Montaje para la determinacion de la pureza del agua por su
temperatura de congelacion
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Determinar la cantidad de agua
en una muestra de una sal
conocida al llevarla a sequedad
total o parcial, segin sea el caso
de la muestra para establecer la
presencia de la misma.

IMPORTANCIA. @

La pérdida de peso se puede
llevar a cabo calentando el
compuesto o manteniendo las
condiciones  estandares  de
temperatura (15 - 25°C) vy
presion atmosférica ambiental.

En los solidos es frecuente
encontrar agua de humedad
entre 0.5 — 1. 0 % para aquellos
productos higroscopicos que no
se pueden desecar
completamente  durante  su
proceso. Aunque cabe aclarar
que el agua de hidratacion
también esta presente ya que se
encuentra unida por enlaces
covalentes presentandose como
mono, di, tri, pentahidratos,
etcétera, en las sales.

1.C.- CUANTIFICACION DE AGUA POR SECADO CON ESTUFA DE
VACIO PARA SALES ANHIDRAS Y PRODUCTOS FARMACEUTICOS

METODO- TECNICA

I.- Tomar 4 unidades de una muestra de tableta, trocisco o capsula; se maceran hasta obtener
un fino polvo y pesar 100mg en una balanza analitica.
Anotar su peso (con una atmosfera relativa al 10% de humedad).

IL.- Pesar un frasco con tapén esmerilado primero, la muestra se lleva al frasco, enseguida
pesar el frasco, con su contenido, sin incluir el peso del tapon. Colocar el frasco en una estufa de
vacio y colgar el tapén en la parte lateral, sin cerrar durante el periodo de secado.

IIT Procurar que el secado sea a una T° = 60° C y a una presién igual o menor a Smm de
mercurio, por 3 hrs. Aunque cabe aclarar que si la bibliografia marca condiciones distintas, se

deben hacer los cambios pertinentes

IV.- Transcurrido el tiempo necesario, llenar la estufa de vacio con aire seco, pasando a través
de un agente deshidratante como acido sulfarico o gel de silice.

V.- Colocar el tapén al frasco y llevar a un desecante como el pentéxido de fésforo o gel de
silice. Se procede a enfriar a T° ambiente y se vuelve a pesar.

VI.- Por tltimo sacar la cantidad de agua por diferencia de pesos y calcular el % de perdida de

iNOTA
IMPORTANTE!

El método descrito en esta
practica cuantifica cierta
cantidad de agua aunque no la
total, ya que el agua se presenta
como libre o como esencial.

Solo se recomienda utilizar esta
técnica para compuestos solidos

FUNDAMENTO APLICACION.

agua.

El agua al igual que otros compuestos, se encuentran
suspendidos en el medio ambiente y dadas la naturaleza
de los enlaces del agua; es muy factible que algunas
sales naturales y sintéticas se “amalgamen” con el agua,
presentando de esta manera pesos y volimenes falsos.

Esta pruecba es de suma
importancia para la valoracion de
algunas sales y antibidticos que
deben presentar un minimo de
humedad segin se reporte de
acuerdo a especificaciones del
reactivo y marca, presentes en el
frasco comercial. Se considera
muy util en los laboratorios de
investigacion y en los de nivel
superior.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
mon——

1.- DR. SOBERON A. Guillermo, DR.
MARTUSCELLI. Q. Jaime. et. al. Farmacopea de
los Estados Unidos Mexicanos, 5%, México,
SECRETARIA DE SALUD, 1988.

CLASIFICACION.

Basico Medio# Superior ¢

Cualitativo ¢
Semicuantitativo.

Cuantitativo.
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ESQUEMA 1B

A Fuentes de calur

B Bafo de aceite

C. Matraz de fondo redonda

D. Tapon de corcho cubierto por
papel de estafio

E. Cubierta de ashesto

F. Separador de aceiles

G. Condensador,

H. Entrada y sahda de agua

135cm 1.6 om

Acm &
-
gecm
12ecm
R - 136 em
dcm F
4
Imm o ]
m T |
11em E
o
wn

14cm L

1.4em
Separador de aceite mas ligero
que ¢l agua

Separador de aceile mas pesado
que &l agua

DR. SOBERON. Montaje de un Picndmetro para la determinacion de mezclas
azeotropicas
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Determinar la composicion del
agua mediante una electrolisis
que permita la separacion de los
gases elementales de | agua
(oxigeno e hidrogeno).

IMPORTANCIA. @

En este experimento es
importante que observe las
distancias superiores que existen
entre uno y otro tubo de ensayo.

Ya que esta medida nos
determinara las
proporcionalidades que existen
en la naturaleza atomica de la
materia; obteniéndose 2
volimenes de hidrégeno por 1
volumen de oxigeno.

1.D-- DETERMINACI()I! DE H* Y O A PARTIR DE H20 USANDO LA
TECNICA DEL VOLTAMETRO DE HOFFMAM (ELECTROLISIS)

METODO- TECNICA

L.- Montar el aparato de Hoffman como se indica a continuacién:

Coloque en serie 2 pilas secas de 4.5 Vols. unidos por 2 cables de 30cm con un caiman en ambos
extremos (dnodo y catodo).

Colocar un extremo de un caiman en un trozo de grafito de carbén y en el otro extremo del
caiman se debe colocar el paso de corriente de la pila.

Repetir el procedimiento anterior solo que en lugar de usar un trozo de grafito se debe sustituir
por una placa de cinc, aluminio o magnesio.

I1.- En un baso de precipitados de 250ml coloque una solucioén de acido sulfirico al 12% con una
cantidad de 100ml

I11.-Coloque con mucho cuidado los extremos de los caimanes que contienen el grafito y la placa
metalica, en los interiores de 2 tubos de ensayo, uno en cada tubo; y a su vez colocar estos tubos
invertidos en el interior de un vaso de precipitados.

Deje que la reaccion se lleve acabo de 20’ a 40’ min.

Al término del experimento coloque en el interior de cada tubo una pajilla recién apagada y
observar que pasa (realice la operacion rapida. Checar esquema.

iNOTA
IMPORTANTE!

Se debe cuidar que se lleve
acabo la reaccion de manera
efectiva y ademas, las pajillas
deberan introducirse
inmediatamente  después  de
sacar cada tubo de ensayo.

FUNDAMENTO APLICACION.

I8

H,O —— 2HT + 1/202T

Esta técnica es muy util y sencilla,
por esta razon se puede llevar a
cabo en las aulas escolares de los
niveles medio basico y medio
superior.

H,0—— OH +H"

Reaccion que nos muestra la descomposicion del agua
por una electrolisis en sus dos gases elementales

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
mon——

1.-ALVAREZ Marcelino, Guia de Practicas de
Quimica Para Alumnos de E.E.M.M, Espaiia,
EDUTRADE S. A; 1996.

CLASIFICACION.

Basico# Medio¢ Superior

Cualitativo.
Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.
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ESQUEMA1C

ANGELES. Esquema que nos muestra el montaje del voltametro de Hoffman
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Método utilizado para
determinar agua por destilacion
en mezclas azeotrépicas.

El agua arrastrada se mide al
terminar la destilacion con

ayuda de un tubo calibrado.

Aunque la precision del método
sea menor que en los métodos
gravimetricos, no deja de tener
su propio valor, y en ocasiones
el error se debe al arrastre de
agua con otras sustancias
miscibles o a reacciones de
degradacion de sustancias que
contienen azucar o proteinas.

IMPORTANCIA. @

La ventaja de la destilacion
azeotropica radica en su
duracion relativamente corta y
en la posibilidad de utilizar
muestras mayores. Ademas de
poderse utilizar en muestras
bioloégicas como alimentos y
productos secos.

Es importante que la T°
ambiental sea menor que la del
bafio maria para que el liquido
de la vasija no se pierda por
expansion. La mas importante
aplicacion analitica de las
medidas de densidad es la
determinacion de alcohol de
soluciones acuosas, en donde se
prepara una curva estandar
midiendo el peso especifico de
un numero significativo de
soluciones alcohol / agua.

1.E.- DETERMINACION DE AGUA POR MEZCLAS AZEOTROPICAS

METODO- TECNICA

I.-Pesar de 10-100g de la muestra con un error permitido de +/- 10mg.

I1.-Agregar al matraz:
A) La muestray las perlas de vidrio
B) De 100-300ml de Xilol o Toluol
C) Agitar la mezcla

I11.- Poner a hervir el tiempo necesario:

A) Hasta que en el tubo de medida no se separe ni una gota de agua

B) Hasta que la posicion del menisco no varie.

IV.- Secar cuidadosamente la parte exterior del picnémetro con un paiio de hilo hiimedo, de
15’ a 20°’min. hasta alcanzar el equilibrio con la atmésferay pesar.

Repetir el mismo procedimiento para el agua y para el liquido contenido en el picnémetro.

Por ultimo se pesar el picnémetro vacio.

*Elaguapesalg/ml a4°Cy a25°C esigual a 0.99707 g/ ml

Checar esquema de montaje

iNOTA
IMPORTANTE!

El peso de la muestra depende
de la cantidad de agua esperada,
porque el tubo de medida solo
tiene capacidad para 10 ml de
agua.

Preferentemente se utiliza toluol
ya que tiene un punto de
ebulliciéon menor que el xilol.

FUNDAMENTO

LS

Como se indico con anterioridad, la muestra se destila
afiadiendo toluol. El azedtropo formado, por toluol y
agua (Kp= 84°C), se separa debido a la reducida
densidad del toluol tras la condensacion

Datos
Kp= Puntos de ebullicién

Mezclas:
Kp toluol/Agua= 84 °C
Kp Xilol/Agua=92 °C

Puros:
Kp Toluol=110 °C
Kp Xilol=144 °C

APLICACION.

Esta destilacion se realiza para
materiales biologicos, alimentos
heterogéneos; voluminosos
preferentemente secos 0
semisecos, por ejemplo verduras
secas y col acida.

Cuando se van a analizar elixires,
tinturas, bebidas y extractos; se
recomienda realizar una
destilacion previa para separar el
alcohol.

CLASIFICACION.

Basico Medio# Superior ¢

Cualitativo.

Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
(Para conocer mas...)

Io—— >

1.-RENHART. M. Analisis de los alimentos 2%/e¢,
Espana, Acribia, 1992.

2.- CONNORS. Kenneth .A, Curso de analisis
farmacéutico (Ensayo del medicamento), 2%e?,
Espaiia, REVERTE, 1980.
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ESQUEMA 1D
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Balanza granataria de un plato

Matraz de balon

Tubo calibrador

A

_, Pignémetro

<

Menisco
o

<
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Determinar la cantidad de agua
libre por el método de Karl
Fisher, evidenciando su
presencia, mediante la reaccion
que se produce entre el agua
con el didxido de azufre, el
yodo, la piridina anhidra y el
metanol.

IMPORTANCIA. @

Prepare previamente el reactivo
de Karl Fisher como se indica
en la Farmacopea de los E.U. M.
Un ml de esta solucion equivale
a 5 ml de agua.

El punto final de la titulacion se
puede determinar electrométrica
mente mediante un micro
amperimetro.

1.F.- VALORACION POR REACTIVO DE KARL FISHER

METODO- TECNICA

I.- Montar un equipo para valorar una solucion:

Colocar un soporte universal con 1 pinza de nuez, una pinza para matrazy colocar una
bureta graduada de S0 ml con boquilla amplia y una llave de paso, cerciorarse de que la

llave de paso este bien cerrada.

I1.- Colocar un baso de precipitados de 100 ml bajo la bureta.

I11.- Preparar una solucion, diluyendo 2 ml de agua bidestilada con metanol a 1000ml de

aforo.

IV.- Tomar 25 ml de esta solucion y agregar al vaso de precipitados suavemente.

V.- Llenar la bureta con reactivo de K.F. hasta la marca de 50 ml y comenzar a valorar la
mezcla Etanol / Agua, hasta obtener el punto de equilibrio indicado por el vire de color.

Calcule el contenido de agua con la siguiente formula:
C=V'F/25§

C = Contenido de agua en g / ml
V =volumen del R. K. F.
F = Es el factor equivalente de agua del reactivo

iNOTA
IMPORTANTE!

ar

Se debe de tomar en cuenta que
el reactivo se va
descomponiendo gradualmente,
por lo cual debe valorarse 1 hr.
antes de usarse y ademas debera
protegerse de la luz en un frasco
color ambar con tapon de vidrio
y bajo refrigeracion.

Conseguir el reactivo en una
casa comercial ya estabilizado.

Valorar el reactivo previamente.

FUNDAMENTO

LS

1) SO, + I, + H,O + 3CsHsN —»
2 CsH5sN.HI + CsHsN.SO;
2) CsH; N.SO; + CH;:OH ——»

CsHsN. HSO4CH;

Con el yodo libre en la solucion se produce un cambio
de color, el cual nos indica el punto final de la reaccion,
Por ende la reaccion es indirecta ya que se cuantifica la
cantidad de yodo restante y no la de agua.

APLICACION.

Esta pruecba es de suma
importancia para la valoracion de
algunas sales y antibidticos que
deben presentar un minimo de
humedad seglin se reporte en la
bibliografia. Muy qtil en el area
farmacéutica.

CLASIFICACION.

Basico Medio Superiore |

Cualitativo.
Semicuantitativo

Cuantitativo ¢

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

mon——

SOBERON A. Guillermo, DR.
MARTUSCELLI. Q. Jaime. et. al. Farmacopea de
los Estados Unidos Mexicanos, Sé‘/ed, México,
SECRETARIA DE SALUD, 1988.
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ESQUEMA 1 E

ANGELES. Esquema que nos muestra el montaje para una valoracion de Karl Fisher
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INTRODUCCION

El nombre glicidos, del Griego gluxi
yAvy® dulce, tomando como referencia
al caracter dulce de la mayoria de los
glucidos simples y el término azucar, es
una generalizacion del cabohidrato mas
clasico del grupo, es decir, el azacar de
cafia, 0 sacarosa.

El término carbohidratos o hidratos de
carbono se acufié en un principio para
designar a una familia de compuestos
que contienen C, H y O, estos ultimos
en la proporcion del agua, cuya antigua
formula se abrevia como C,(H,0), lo
que les dio su antiguo nombre, sin
embargo, tiempo  después se
descubrieron otras sustancias presentes
como el N, P y S. Actualmente se
definen como biomoléculas derivadas
de compuestos organicos con grupos
aldehidicos (R-HC=0), cetonicos,
(R-RC=0) y de alcoholes polihidricos
(R-C-OH).

Se clasifican en 3 grandes grupos, los
mas simples se denominan
monosacaridos; de 3,4 ,5 y 6 atomos
de carbono que corresponden a las
triosas, tetrosas, pentosas y hexosas.
Los  disacaridos son  moléculas
formadas por 2 monémeros de azicar
y los polisacaridos estan constituidos
por 3 6 mas mondmeros de aziicar. En
ocasiones se les denomina
oligosacaridos a los compuestos que
contienen hasta 10 mondémeros de
azucar. En general, los hay del orden
lineal y ciclicos, y ademas algunos
presentan esteroisomeria (aayB,y
DyL).

Los azucares se conducen como acidos
muy débiles, y por esta razéon los
efectos producidos por las bases que
aceleran la enolizacion de los azlcares,
son semejantes a los que se observan
con aldehidos. En ausencia de bases, es
probable que exista un equilibrio entre
las formas enol y ceto; pero lo habitual
es que el equilibrio esté a favor del
grupo ceto.

Generalmente estos compuestos son
insolubles en etanol y éter; solubles en
agua y tienen un sabor dulce aunque
existen algunos que son amargos;
comparativamente. La mayoria se ha
podido cristalizar. Se encuentra en
diferentes frutas hortalizas, hongos,
insectos y hasta bacterias.

2.- CARBOHIDRATOS

CITA TEXTUAL
El ﬁmiylmo,

Para obtener ln mdxima energia durante of
_juego, Michael Yhordan f[myuno’ e;p@ueﬁ,
alimento que contiene almidon, el cual es un
poﬁmm’ﬁ&/&, muy similar al ﬂ/uco’ﬂeno, que se
/excamﬁone fa’ci/menfe en ﬁequeﬁm moléeulns
de ﬂfucom, Estas moléculas son de un alfo
contenido enef:géﬁw Yy reaccionan  frara
convertirse en CO, Y H,0. Contrariamente a lo
que st cree, la energia se lihera, no mientras se

rompen /05’ en/acey Jé /M(,'O_S'ﬂ sino (,'Mﬂi’l&d? st
P J

forman los enlaces de CO, Y H0O (1)

IMAGEN:

PIE DE FOTO.

El esquema nos muestra una serie de
alimentos ricos en su contenido de glucidos,
como fuente energética primaria de los seres
Vivos.(2)

GUIA DEL ESTUDIANTE. ?

1)- sCuales son los 3 grupos funcionales de los
carbohidratos?

2)- iComo se clasifican los carbohidratos?

3)- dCudles son los 2 aztcores due se
consideran de reserva energetica en los seres
vivos?

4)-En lo pruebs de Benmedict, (Qué es mas
importante? L2 presencia de color o el
precipitado?

o)~ ¢Qué otros reactivos solo determinan o
presencia de 9zdcares?

COMENTARIOS

]

Cuando el oxigeno que respiramos
no alcanza para generar la cantidad
de energia suficiente (mientras
realizamos  grandes  esfuerzos
fisicos), las células musculares se
ven obligadas a usar una reaccion
completamente  diferente  que
consiste en romper a la mitad de
cada molécula de glucosa en dos
moléculas de acido lactico:
C6H1206 e 2C3H603 +
energia.

Este proceso, conocido como
respiracion anaerobica,
proporciona menos energia por
cada molécula de glucosa
comparado con el de la respiracion
aerobica donde participa el
oxigeno, cada glucosa genera 4
Kcal / g. El &cido lactico que
queda como residuo de la
respiracion anaerobica produce
dolor al cabo de unas horas, la
famosa “robotitis” que todos
hemos sentido después de realizar
algiin “sobreesfuerzo” al que no
estamos acostumbrados y ademas
con una inadecuada forma de
respirar.

Algunos de los carbohidratos
constituyen sustancias de reserva
energética en los seres Vvivos
(Glucogeno y Almidon), otros son
sustancias  estructurales.  Por
ejemplo, la quitina es un
polisacarido estructural
modificado (un grupo con N
reemplaza un grupo —OH) que
constituye el exoesqueleto de los
artropodos. La corteza de los
arboles esta formada por celulosa:
un polisacarido constituido por
unidades repetidas de glucosa.
Tanto la quitina como la celulosa
son azlcares insolubles en e agua.

FUENTES. —>

1).-SOSA Plinio, Michael Jordan
un tipo con mucha quimica,
(Como ves?, Ano2, N°4,
Noviembre 2000.

2).-DONALD. Voet.Fundamentals

Biochemistry, 2% E.E. U.U.,
Jhon Wiley and Sons, 1995.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Determinar la presencia de
azucares a través de sus grupos
reductores (grupos aldehido y
cetona).

La capacidad de un azlcar para
reducir los reactivos alcalinos
depende la disponibilidad de un
grupo aldehido o cetona,
expuestos. Por tanto, estos
azucares se vuelven agentes
poderosos, capaces de reducir
Cu™aCu'yAg aAg°

IMPORTANCIA. @

Esta prueba se puede aplicar
ademds a otros compuestos
como acetona, acetaldehido,

butaraldehido y formaldehido,

obteniéndose buenos resultados
en corto tiempo.

2.A-- REACCION DE FEHLING - DETERMINACION GENERAL PARA
AZUCARES REDUCTORES

METODO- TECNICA

L.- Agregar los siguientes azicares en solucion.
Glucosa Sacarosa Almidén  Almidén Hidrolizado Suero de leche*

IL.- A cada tubo agregar lo siguiente.
A) 0.5 ml del aziicar
B) 0.5 ml de solucién A de Fehling.
C) 0.5 ml de solucién B de Fehling
D) 4 ml de agua

I11.- Colocar todos los tubos de ensayo en baiio Maria durante 10" min. y observar los cambios.

*Preparacién del suero de leche.
Disolver 2ml de leche en 10 ml de agua y adicionar de 3 a 6 gotas de jugo de limén y esperar a
que desnaturalice la proteina. Tomar 0.5 ml del suero.

Solucion de Fehling A = Agregar 34.64g de sulfato de cobre pentahidratado aforado en 500 ml
de agua destilada.

Solucién de Fehling B= Agregar 60g de hidroxido de sodio + 173g de Tartrato de sodio- potasio
(sal de Rochelle) en agua y aforar hasta 500ml.

REACCION (+) = Verde para lactosa o precipitado rojo ladrillo para la glucosa, con

iNOTA
IMPORTANTE!

Se recomienda realizar una
prueba de efectividad al
reactivo, previa a la practica. Ya
que después de un tiempo, el
sulfato de cobre, se precipita
como dioxido de cobre. Ademas
debera cubrirse de la luz, por ser
de naturaleza foto sensible.

FUNDAMENTO

sobrenadante azul.
ﬁ APLICACION.

Se aplica muy bien a las practicas
del laboratorio escolar para
identificar azucares reductores en
diversas muestras biologicas.

, Lo 1 enolizacion
aziicar + lcali =S enoles reductores

oxido-reduccion ; ;o
enoles + Cu*2 Cu * + azicares acidos o o
Ademas sirve para identificar la

presencia de lactosa en la industria
alimenticia, aunque no es la prueba
principal.

oxidacién

Cut+H,0 ——— Cuy,0

El cobre se une al 4cido tartarico para evitar la
formacion inmediata de hidroxido de cobre.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
mon——

1.-DOMINGUEZ. Xorge. A. Experimentos de
Quimica Organica, 5“/ed, Meéxico, limusa, 1984.

CLASIFICACION.

Basico# Medio¢ Superior ¢

Cualitativo ¢
2.- CAMPOS G. y DELGADO. N. L. Manual de
Bioquimica Celular, FESC-UNAM MEékxico,
1993.

Semicuantitativo.

Cuantitativo.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Determinar la presencia de
azucares a través de sus grupos
reductores (grupos aldehido y
cetona) para evidenciar su
existencia

IMPORTANCIA. @

La capacidad de un azucar para
reducir los reactivos alcalinos
depende la disponibilidad de un
grupo aldehido o cetona,
expuestos. Por tanto, estos
azucares se vuelven agentes
poderosos, capaces de reducir
Cu™aCu'yAg aAg°.

Los azlcares reductores pueden
reaccionar con distintos agentes
oxidantes. Se han empleado
reacciones como la de Fehling,
Benedict y Osazonas para
distinguir al los monosacéridos
de los disacaridos en funcion de
sus diferentes tiempos de
reaccion.

De los distintos reactivos
empleados  para  determinar
azicares (de manera general),
el que es mas confiable, es el
reactivo de Benedict y ademas
es el mas empleado en la
actualidad.

2.B.- PRUEBA DE BENEDICT - AZUCARES REDUCTORES

METODO- TECNICA

I.- En 13 tubos se agregar
S5ml de reactivo de BENEDICT +
1ml de los siguientes azicares 0.1 M:

glucosa maltosa lactosa
arabinosa  sacarosa fenol
acetaldehido hidroxiquinona
almidon manosa xilosa
inulina dextrina

I1.- Dejar en agua hirviente en un lapso de 5°-50 'min. hasta que haya una buena aparicion de

color.

UN RESULTADO (+) = Aparicién de color Rojo, Verde o Amarillo.

Moléculas Grandes — reduccion lenta = Rojo ladrillo.
Moléculas pequeiias-reduccién rapida = Verde.

*Si la reaccion ocurre, aparece un precipitado de éxido de cobre rojo ladrillo

iNOTA
IMP

Hay que tomar en cuenta
fundamentalmente la cantidad
del precipitado, antes que su
color.

El reactivo debe prepararse
previamente (parecido a Fehling
Ay B) o bien puede comprarse.

FUNDAMENTO

Reaccion clasica de 6xido reduccion

enolizacion

azlicar + alcali ———— enoles reductores

4+, Oxido-reduccion
Yy e

enoles + Cu Cu * + azicares acidos

oxidacién

Cut+ H,0 —— Cuy,0

Il
CH;—C—H + 2H*+2¢e~ —* CH;—CH,—OH
Acetaldehido Etanol

H,C

H,C 3OS
USC=0 + 2Ht+2e- —> Hc/cu-ou
x)

Hi,C”

Acetona Propan-2-ol

APLICACION.

En la industria alimenticia se
utiliza para determinar la presencia
de un carbohidrato asi como las
cantidades  presentes en un
equilibrio.

En los laboratorios escolares se usa
con mucha frecuencia dado su
sencillo manejo y su facilidad para
adquirir el reactivo.

CLASIFICACION.

Basico# Medio¢ Superior ¢

Cualitativo.
Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

mon——

1.-RENDINA. G. Técnicas de bioquimica
aplicada, Espafia, Interamericana, 1974.

2.-ASHBY.J.F. Principios de quimica bioldgica,
Espaiia, ACRIBIA, 1998.
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Determinar la presencia de
azucares a través de sus grupos
reductores  (grupos aldehido y
cetona

La capacidad de un azlcar para
reducir los reactivos alcalinos
depende la disponibilidad de un
grupo aldehido o cetona,
expuestos. Por tanto, estos
azucares se vuelven agentes
poderosos, capaces de reducir
Cu"aCu'yAg aAg°.

IMPORTANCIA. @

Esta prueba es muy sensible,
basta una muestra de 0.001%
para que la reaccion sea (+)

Con esta prueba se desdobla a
los disacaridos y a los
polisacéridos hasta
monosacaridos.

Se considera que es una
reaccion de deshidratacion en
medio 4cido que da como
producto una molécula de
furfural, que en presencia de
naftol en medio acido forma un
complejo con color intenso
caracteristico en la interfase.

Prueba  sumamente eficaz,
sensible y rapida.

2.C.- REACCION DE MOLISH-UDRANSKY PARA IDENTIFICAR LA

PRESENCIA DE AZUCARES

METODO- TECNICA

I.- Agregar a los tubos 1 ml de la solucién de azicar a identificar.

II. - Agregar 2 gotas de reactivo de Molish y mezclar bien.

I11.- Agregar 1ml de acido sulfiirico concentrado por las paredes del tubo y esperar hasta

obtener resultados.

Preparacion del reactivo de Molish:

Disolver 0.1 g de o naftol en 10ml de etanol.

REACCION (+) a naftol = Anillo rojo-violaceo o morado en la interfasa de las soluciones

del tubo de ensaye.

REACCIQN (+) a naftol = Rojo oscuro con las “osas”
REACCION (+) ¢/ resorcina =Rojo p/ cetosas

iNOTA
IMPORTANTE!

Al agregar el acido concentrado,
no agite los tubos de ensayo y
cuide de que este resbale por las
paredes.

FUNDAMENTO

LS

Complejo de furfural con color intenso

E& OH /g) /CHC Omog. 9
ilc |8 C
| Cﬁ\\ -0 Y N \/

\ fhote s
y \
b *Mam

Hidroximetil
furlural

L /
ofrHH/on . *”SO u

Compuesto coloreado

APLICACION.

Su practica en los laboratorios
escolares es muy recomendable.

Se aplica en la determinacion de
azlicares en bebida y zumos de
frutas.

En algunos laboratorios escolares
su aplicacion es muy util y
sencilla, mientras que en los
laboratorios de diagnostico se
utiliza para determinaciones de
azucares reductores.

CLASIFICACION.

Basico# Medio¢ Superior ¢

Cualitativo ¢
Semicuantitativo.

Cuantitativo.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
Io— >

1.-DOMINGUEZ. Xorge. A. Experimentos de
Quimica Organica, Sa/ed, Meéxico, limusa, 1984.

2.- CAMPOS G. y DELGADO. N. L. Manual de
Bioquimica Celular, FESC-UNAM, México1993.

3.-MACARULLA. M. J. y GONI. M. F.
Biomoléculas ~ Lecciones de  Bioquimica
Estructural, REVERTE, Espafia, 1993.
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, 2.D.- REACCION DE TOLLENS
(PARA QUE SIRVE?

%

Determinar de manera METODO— TECNIC A

cualitativa la presencia de
azucares (hexosas) en muestras
biologicas.

I.- Agregar 1ml del reactivo de Tollens a los tubos de ensayo.

Determinar que tipo de azicares
dan positiva a la reaccion, en
muestras puras

I1.- Aiiadir 2ml del (os) aziicares deseados a cada tubo de ensayo.

I11.- Calentar a bafio maria de 10’- 15" min. y esperar resultados

PREPARACION DEL REACTIVO DE TOLLENS.

Disolver: 3g de nitrato de plata en 30 ml de agua destilada.

Anadir 1.5g de hidroéxido de sodio disuelto en 30 ml de agua,

En seguida se agregar, gota a gota, Hidroxido de amonio diluido (1:1) hasta que se disolver el
precipitado formado.

IMPORTANCIA. @

Prueba sumamente eficaz, .
sensible y répida. REACCION (+) = Formacion del espejo de plata sobre la superficie del tubo.

Recomendable para el nivel
superior y medio superior.

FUNDAMENTO APLICACION.

Se puede aplicar directamente a
muestras purificadas o a productos
biologicos bien tratados.

En los laboratorios escolares se usa
) Bry/H0, 0-C 0 con mucha frecuencia dado su
o) [Ag(NH,),] v 0 T . X .

: il sencillo manejo y su facilidad para
adquirir el reactivo.

dcido D{(+ }mandnico

iNOTA

IMPORTANTE! Reaccion dada por la glucosa y el nitrato de plata
> amoniacal.

CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
El nitrato de plata no se debe
tocar con las manos al preparar o] e—

el reactivo de Tollens. Bésico Medio ¢ Superioro

1.-DOMINGUEZ. Xorge. A. Experimentos de
Quimica Organica, 5%, México, limusa, 1984.

El reactivo de debera prepararse
previamente y utilizarse en su
totalidad ya que al cabo de 10
hrs. produce compuestos

explosivos. Cuantitativo.

Cualitativo ¢
. L. 2.-DOMINGUEZ. Xorge. Fundamentos de y
Semicuantitativo. problemas de Quimica Organica, 3%e’, México,
limusa, 1978.
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INTRODUCCION

2.1.- MONOSACARIDOS

COMENTARIOS

-

Los glacidos u holésidos sencillos
formados nicamente por una molécula
de azhcar, se llaman monosacaridos.
Sus nombres terminados en “osas”, nos
indican su origen.

Los azucares se clasifican a partir de 3
consideraciones.
1) Por la identificacion de un grupo
funcional en la molécula.
2)Por su numero de atomos de
carbono en la molécula.
3)Por el nimero de wunidades
moleculares (no en el caso de los
monosacaridos).

Los monosacaridos se agrupan en
funciéon de un nimero de atomos de
carbono en dichas moléculas, por lo
cual a un azicar de 3 carbonos se le
llama triosa, a una de 5, pentosa, y a
una de 6, se le llama hexosa, etcétera.

Aquellos que tienen grupos aldehido se
llaman aldosas o aldotriosas y los que
tiene grupos cetonicos son cetosas o
cetotriosas.

Otra gran clasificacion se da de acuerdo
a sus propiedades quimicas, como
monosacaridos simples y se
caracterizan por su numero total de
atomos de carbono como se menciono
anteriormente, mientras que  los
monosacaridos derivados se
caracterizan por una modificacion
quimica de los anteriores, dada por una
reduccion, una oxidacion o una
sustitucion.

Las aldosas y cetosas que contienen el
mismo numero de atomos de carbono
son isémeros; esto es, poseen la misma
formula empirica, pero con diferente
conformacion en el espacio, dado que
sus atomos de carbono son quiralicos,
por ejemplo la hexosa y la hexulosa,
que tienen la misma formula C¢ Hi, Og

En cuanto a la serie D y L, esta dada en
funciéon de la posicion — derecha o
izquierda-del grupo funcional —OH en
su cadena del carbono primero, aunque
cabe aclarar que existen desviacion (+)
y (-) de la luz para c/ serie; mientras que
las formas o y B, estan en funcion de la
posicion  del grupo-OH en una
conformacion de Fisher ciclica (furano
0 pirano).

CITA TEXTUAL

La quim/i/ﬂ/ es de gran imﬁnm‘ﬂnciﬂ pﬂm la
vida. Por g‘emp/o, el dcido (+) ascérbico es (n
vitamina C, m;‘enymy que una moléculn de
fjuﬂ/ compw‘icién quimicﬂ, fpero con una
geometria diferente (su imagen al espeo 0

wiral), el dcido (-) ascérbico, no fGiene
actividad éio/o’jim, es decir, no ﬁuea@ ser
asimilado, ino es una vitamina! La ()
cloromiceting es un pofem‘e antibictico, fero su
moléculn dextrorvotaroria (+) no lo es. La ()
advenalina es una hormona muchas veces mas

activa que su ffm'm[ (a (+) advenalina, (2)

IMAGEN:

a-p-glucosa o B-0-glucosa

PIE DE FOTO.

Representacion esquematica de los
tipos de enlaces quimicos en 2 moléculas
lineales y ciclicas de la glucosa, asi como su
conformacion o y 3 en las piranosas. (1)

GUIA DEL ESTUDIANTE. ‘?

10)- éCudles son las 3 consideraciones para

lasificor un 9zdcor?

2)- 4Qué es un isomero?

3)- iPor qué se dice que lo pruebs de
O:Toluiding se puede cuantificar?

%) - sQué 2zacar determing lo O

o)~ Qué espectro de absorcion tiene [a
reaccion y que color da?

Los monosacaridos simples son
solidos, blancos, cristalinos,
hidrosolubles y en general tienen
sabor dulce. Antiguamente a la
glucosa se le llamaba dextrosa y
azucar de uva. A la fructuosa, un
monosacarido, se le llama a veces
levulosa o azucar de fruta. Hoy, se
sabe que la galactosa no se
encuentra libre sino combinada
con la glucosa en la lactosa (aztcar
de la leche).

También hay galactosa en los
tejidos  nerviosos, donde se
combina con un lipido para formar
los cerebrosidos.

Por vias reductivas se originan los
desoxiazicares que carecen de un
hidroxilo en uno de sus carbonos,
asi la ribosa da origen a la
desoxirribosa del DNA.

Asi, por la via oxidativa se forma
el acido glucurodnico que facilita la
eliminacion renal de algunas
sustancias poco solubles en agua,
como las bilirrubinas 'y los
esteroides.

Por ejemplo, los aditoles se forman
por reduccion del grupo aldehido a
alcohol: asi las triosas originan el
glicerol, impotante en los
mecanismos de defensa
inespecificos de la piel y también
presentes en los lipidos corporales.

La glucosa se considera como la
unidad basica de los oligosacaridos
y los polisacaridos ademas, se
encuentra en la sangre y pude
administrarse por via intravenosa
cuando no es posible deglutir
alimentos.

FUENTES. —>

1.-BADUI Salvador. Quimica de
los alimentos 3“/ed, Pearson
Educacion, México, UNAM, 1993.

2.-TRUJILLO A. Mauricio y
Valdez A. Norma. Pasteur y las
moléculas en el espejo, (Como
Ves?, Afio 4, N° 44, Julio 2002.
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¢PARA QUE SIRVE?

¥

Determinar la presencia de
azlcares con naturaleza
reductora ya que los mismos
tienen la capacidad de fermentar
en presencia de levaduras.

Las hidracinas en condiciones
adecuadas de reaccion pasan a
hidrazonas:

glucosa- glucosazona,
galactosa-galactosazona,
lactosa- lactosazona,
maltosa-maltosazona

Los azicares pueden ser
identificados por el tiempo que
tardan en formar sus osazonas
correspondientes, por la forma
cristalina y por la estabilidad en
temperatura fria o caliente.

IMPORTANCIA. @

Es de suma importancia ya que
se pueden cuantificar productos
de reaccion peso /peso y ademas
se puede ver el grado de pureza
a través del Pf.

Usando las mismas
proporciones de reactivos, se
puede repetir esta prueba para
cualquier azicar reductora.

Su realizacion es rapida y
sencilla ademas se requiere poco
reactivo.

2.1.A.- REACCION DE OZASONAS PARA MONOSACARIDOS
REDUCTORES

METODO- TECNICA

L.- Preparar un tubo de ensayo y colocar

100mg de glucosa + 200 mg de clorhidrato de fenilhidracina +
300mg de acetato de sodio cristalizado + 4ml de agua.

Tapar el tubo con algodoén (superficialmente).

I1.- Calentar a bafio maria durante 20" min.
Dejar enfriar y reposar la solucién.

I11.- Tomar unas gotas de la muestra, colocarlas en un portaobjetos y observar la forma de los
cristales usando un microscopio.

IV.- Filtrar el precipitado y disolverlo en alcohol caliente.
Recristalizar, secar y determinar su punto de fusién.

REACCION (+) = Amarillo Claro.

iNOTA
IMPORTANTE!

En todos los casos es importante
anotar el tiempo de formacion
de las osazonas, asi como
dibujar la forma que adquieren
los cristales

Los disacaridos no dan reaccion,
solo los monosacaridos
reductores.

FUNDAMENTO APLICACION.

I8

Reaccion de osazonas para monosacaridos En algunos laboratorios escolares
] su aplicacion es muy util y
CHO ) —Coet N

SR e @) sencilla, mientras que en los

Ho—GoW  Hu 2 HO—4— K lal?oratorios de.diagnés,tico clipi.co

H—C-OH "O o on médico y veterinario alin se utiliza

Ao H—C—0H para determinar azlcares
CH,OH CH.0H reductores en muestras biologicas.

D-Glucosa Fenilhidrazine

[ Fenilhidrazina

H w?w-h‘ﬁf—@ '
l H H —C=N—N.

[ TO]

~
N C=0 H \JJ
I
HO—(ljfli H Fenilhidrzina HO-—(.[?—H
o) il

H""? ~OH H—C—OH
H—C—oH H——on
CH.0H CHi0H

Glucosuzons

CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
on—— >

1.-RENDINA. G. Técnicas de Bioquimica
Aplicada, Espafia, Interamericana, 1997.

Basico# Medio¢ Superior ¢

Cualitativo.
] o 2.- CAMPOS G. y DELGADO. N. L. Manual de
Semicuantitativo. Bioquimica Celular, FESC-UNAM, Meéxico,

Lo 1993.
Cuantitativo ¢
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(PARA QUE SIRVE?

%

Determinar la concentracion de
glucosa a partir del
sobrenadante de una muestra
biologica libre de proteinas

IMPORTANCIA. @

Esta técnica es de suma
relevancia, ya que se pueden
cuantificar productos de
reacciébn en una muestra de
sangre humana o animal.

Otra de sus importancias radica
en el poco tiempo que requiere
la practica para su realizacion,
asi como una minima cantidad
de reactivo que se necesita. En
comparacion con otras practicas,
su desarrollo es muy sencillo.

Es un método colorimétrico y la
intensidad de  color es
directamente proporcional a la
concentracion.

En la actualidad es poco
utilizada ya que el reactivo es
COrrosivo  y cancerigeno,
ademas esta sujeta a muchas
interferencias.

2.1.B.- PRUEBA DE DUBOWSKY PARA GLUCOSA.

ORTO-TOLUIDINA EN MEDIO ACIDO

METODO- TECNICA

I. - Preparar un tubo de ensayo al que se le colocan 1.9 ml. de acido tricloroacético al 3% +
0.1 ml. de sangre completa. Mezclar y dejar reposar durante 5" min.

I1.-Preparar otros 3 tubos de ensayo enumerados y etiquetados con su tipo de preparacion:
A) 2-Bco.=Blanco 1ml. de agua destilada + 5 ml de toluidina.
B) 3-Pb.=Problema 1ml. de sobrenadante de la muestra + 5ml. de toluidina

C) 4-Pt.=Patron 1ml. de solucién patrén + 5ml. de toluidina

IV.- Tapar los tubos con papel aluminio, mezclar y calentar con agua hirviendo durante

10 'min.
V.- Enfriar al chorro del agua corriente sin destaparlos.

VI.- Calibrar el espectrofotometro con el tubo blanco.

Leer los 2 tubos restantes (Pb. Y Pt.) a 630 nm. de absorcion

REACCION (+) = Verde- Azul.

iNOTA
IMPORTANTE!

El contenido de los tubos se
vierte en celdas adecuadas y se
debe de checar que el espectro
este bien calibrado.

La muestra debera estar libre de
proteinas.

FUNDAMENTO

LS

H
CaN 7

HCOH
BRLT HOéH
HCOH
HCOH
énon

I

Se obtiene un color verde, probablemente debido a la
formacion de un compuesto aminado de glucosa, como
se muestra en el esquema.

APLICACION.

En algunos laboratorios
escolares su aplicacion es muy
util y sencilla, mientras que en
los laboratorios de diagndstico
clinico médico y veterinario
aun se utiliza.

Midiendo la absorbancia de la
solucion se hace una relacion para
determinar la concentracion de
glucosa en una muestra de sangre,
que se usa para diagnostico clinico

Glucosa mg/100ml = Abs.
Pb/ Abs.Pt 200

CLASIFICACION.

Basico# Medio¢ Superior ¢

Cualitativo. ISBN, 1993.
Semicuantitativo.

Cuantitativo ¢

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

mon——

1.-VEGA. C .Linda, Manual del laboratorio de
bioquimica para M.V.Z; México, UNAM-FESC;

2.-HENRY. Richard. J. Quimica Clinica, 2%/ed,
Espaiia, JIMS, 1980.
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, 2.1.C.- PRUEBA DE BIAL - IDENTIFICACION DE MONOSACARIDOS
(PARA QUE SIRVE?

%

Determinar carbohidratos del METODO— TECNIC A

orden de los monosacaridos

Determinar de manera I.- A cada tubo afiadir 1ml de los siguientes aziicares:

Cuf‘htatwa la presencia. de Ribosa  Desoxirribosa Glucosa Fructuosa
azucares en muestras biologicas.

I1.- Enseguida afiadir 8 gotas del reactivo de Bial +
1.5 ml de Acido Clorhidrico concentrado.

II1.- Calentar los tubos a bafio Maria durante 10’ min y espere resultados.

Resultados:
Pentosas (+) = Verdoso o Azul Violaceo
Hexosas (+) = Naranja- Amarillo — Café

IMPORTANCIA. @ Heptosas (+) = Purpura

Su importancia radica en que
diferencia entre pentosas,
hexosas y heptosas

Ademas es una  prueba
determinante y especifica para
DNA

FUNDAMENTO APLICACION.
Prueba sumamente eficaz, - '

sensible y rapida.
Recomendable para el nivel C“! Se aplica muy bien a las practicas
superior y medio superior. CH,0H H CHO del laboratorio escolar para

0 e oy identificar azicares reductores en
{] 0” . . r .
H K -—_._,
H O T + 3H,0 TR diversas muestras bioldgicas

HO OH pentasa H furfural

Se recomienda para la practica
usar jugos de fruta como pifa y
naranja.

Orcinol + Fe Cl; en medio acido. El producto de esta

reaccion es una superposicion de las nubes electronicas
iNOTA entre el furfural y el difenol, esto es, una reaccion de

IMPORTANTE! condensacion de nubes electronicas entre grupos
.

ciclicos.

Cerciorarse previamente de que CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.

tanto reactivos como materiales

no estén contaminados (estén Basi Medi S ] ] m—
bien limpios y secos). asico¢ cdio ¢ Superior ¢ 1.-DOMINGUEZ. Xorge. A. Experimentos de
Quimica Organica, Sa/ed, Meéxico, limusa, 1984.

Cualitativo ¢ 2.- CAMPOS G. y DELGADO. N. L. Manual de
Bioquimica Celular, FESC-UNAM México,1993.

3.-RENDINA. G. Técnicas de bioquimica
aplicada, Espafia, Interamericana, 1997.

Semicuantitativo.

Cuantitativo.
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2.1.D.- CURVA PATRON DE LA RIBOSA Y LA DESOXIRRIBOSA CON
(PARA QUE SIRVE? DIFENILAMINA

%

Determinar de manera METODO— TECNIC A

cuantitativa la presencia de un
azucar nucleico en muestras
biologicas.

) ) Prepare las siguientes soluciones:
Determinar la presencia  de

desoxirribosa, carbohidrato del
orden de los monosacaridos
presentes en el ADN y ARN,
valiéndose de un método
llamado curva patréon y una
técnica colorimétrica.

10ml de acido tricloroacético al 10%
Reactivo de difenil amina.- 1 g de difenil amina en 100ml de acido acético glacial + 2.5 ml de
H, SO, concentrado.

I.- Siguiendo el paso VII de “Extraccion de ADN Animal II”, tomar 2ml de ésta solucién y
afiadir 1 ml se acido tricloroacético al 10% + Sml de reactivo de difenil amina.

I1.- Realizar una ligera mezcla y calientar 10’min a bafio maria

I1L.- Preparar una curva patrén con algunos patrones y su blanco (como se muestra en la tabla
anexa), lea a 595 nm.

IMPORTANCIA. @ R (+) = Color Azul

*Checar tabla de medicion de ADN

Su importancia radica en que
diferencia entre desoxirribosa y
ribosa mediante un vire de color

caracteristico. FUNDAMENTO APLIC ACION.

Ademas es una  prueba : :
determinante y especifica para Se aplica muy bien a las practicas

ADN "y ARN, que suele ser del laboratorio escolar para

cuantitativa. identificar azlcares reductores en
diversas muestras biologicas, es
muy usual para la identificacion de
ADN y ARN en los procesos y
métodos de investigacion.

El azucar conocido como desoxirribosa, reacciona
facilmente con la difenil amina en medio acido, dando
una reaccion positiva solo en los azicares unidos a bases
plricas, ya que ¢éstas se liberan adoptando una

Recomendgble ~pare.1, el nivel configuracion abierta dentro de la cadena de ADN o .
superior € ivestigacion. ARN Es importante resaltar que estas

précticas son de gran relevancia
para la identificacion de ADN y
ARN, por ende se utilizan muy
bien en  todos los niveles e
investigaciéon, auque bien, se
puede aplicar al nivel basico,

Prueba sumamente eficaz,
sensible y rapida.

iNOTA
IMPORTANTE! siempre 'y cuando se haga

cualitativa.

Sp

Calibre  adecuadamente el CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.

espectrofotdmetro y  prepare
muy bien los tubos a leer o

. Basico# Medio¢ Superior ¢
problema, patrén y blanco. P 1-MACARULLA. M. J. y GONL M. F.

Biomoléculas  Lecciones de  Bioquimica
Cualitativo ¢ Estructural, REVERTE, Espafia, 1993.

Semicuantitativo.

Cuantitativo ¢
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, 2.1.E.- MUTARROTACION DE LOS AZUCARES
(PARA QUE SIRVE?

%

Determinar el poder rotatorio de METODO— TECNIC A

los azlcares con capacidad
reductora, usando un
polarimetro.

Determina la diferencia entre 2 I.-Disolver 1g de glucosa cristalina (o o 3) en 10 ml de agua destilada.

compuestos que presentan la
misma formula, estructura
empirica y los mismos grupos
funcionales.

IL.-Preparar un cronometro en mano, se poner en marchay tomar el tiempo cero.
I11.- Preparar el polarimetro, agregar la solucion en un tubo polarimetrico.

IV).-Leer el angulo (o) de desviacion de luz polarizada a intervalos regulares de 15’ minutos
(de 3 — 6 lecturas).

V.- Extrapolar a tiempo cero para obtener el valor de (o), para la forma cristalina utilizada.

IMPORTANCIA. @

VI.-Utilizar la formula: o =(a) x Cx L.
C=0.1g/ml

Resalta la importancia de que 2

isomeros Opticos desvian el
plano de luz polarizada en
direcciones  opuestas. Por
ejemplo, el (+) acido ascorbico
es la vitamina C, mientras que
su  homologa de  igual
composicion quimica, pero con
una geometria diferente, el (-)
acido ascorbico, no presenta
actividad biologico, es un
compuesto inerte.

L=1062dm. segin diseiio experimental

FUNDAMENTO APLICACION.

Muy recomendada para nivel
superior, ya que fortalece
algunos temas vistos en los
programas, sobre todo en
estereoisomeria 'y  mezclas
racémicas.

iNOTA

Cristales da acido racémico que observd Pasteur: (a) o y i derecha: dextrorrotatorio
¥ (b)  y i izquierda: levorrotatorio.

C CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.

polarimetro.
- - ] o
Basico Medio Superior ¢

Aunque los valores de equilibrio 1.-MACARULLA. M. J. y GONL M. F.
no se alcanzan hasta las 24 Biomoléculas,  lecciones de  bioquimica

horgs, pueden cogseguirse mas Cualitativo. estructural, Espafia, Reverte, 1993.
rapidamente afiadiendo 1 gota

de amoniaco a la solucién. Semicuantitativo. 2- TRUJILLO. R. Mauricio, Pasteur y las

L. moléculas en el espejo, (Como Ves?, Ano 4,
Cuantitativo ¢ Ne44
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INTRODUCCION ﬁ)

2.2.- DISACARIDOS

COMENTARIOS

-

Los disacaridos son biomoléculas que
se forman por union de 2 unidades de
monosacaridos, llevandose a cabo la
eliminacion de 1 molécula de agua.

También se les conoce como
diholésidos, se caracterizan por las
“osas” que los constituyen y el lugar
que ocupa el puente oxidico con sus
enlacesay B, 1-2; 2a, 1-4; ayf, 1-
4. Al formarse el puente entre
moléculas de oxigeno, se dice que el
azicar se ha cerrado en anillo
piranésico, cuando el ciclo tiene 6
eslabones, y furanésico, si tiene 5.

Los disacaridos se agrupan en funcion
de 2 moléculas de azucar, es decir,
formados por 2 monosacaridos iguales
o distintos.

Los disacaridos reciben nombres
sistematicos en funcion de:

1)Los  monosacaridos que lo
compone.

2)El tipo de enlace que interviene
entre los 2 azlicares.

3) El sitio del puente oxidico.

4)La terminacion “osa” o “ano”
( nombre sistematico)

Dadas sus propiedades quimicas se
clasifican en reductores, cuando
conservan un grupo aldehido o cetona
libre, y coinciden con sus propiedades
fisicoquimicas con los monosacaridos;
son solidos, cristalinos, hidrosolubles,
presentan mutarrotacion y poder
reductivo, entre otras propiedades.

Se consideran no reductores en caso de
no quedar expuesto el grupo aldehido o
cetona.

Los disacaridos pueden ser homogéneos
o0 heterogéneos dada la composicion de
sus mondmeros, por ejemplo, los
homogéneos de glucosa incluyen a la
celobiosa, maltosa, isomaltosa,
gentobiosa y trehalosa.

Los heterogéneos son la sacarosa,
lactosa, lactulosa y melibiosa.

CITA TEXTUAL

(Consulta...)
Muchos historiadores han ﬂ/ﬂm‘eaﬁéy que tanto

el plomo como ln atraccion fpor lo dulce
confrié@emn a o caidn del imperio romana.
Los recubrimientos con ﬁ/omo emp/m/w' en
vasos, /J/ﬂfoj‘ Y cerdmica en ﬂenem/, ademis del
p/oma ﬁm'mfe en lns tuberias, han hecho
ejpecu/m' sobre ef pw’iﬁ/e daiio cerehral que este
pw/o causar. Adicionalments ante o falta de
miel, los cocineros eran [ropensos a endulzar sus
p/mﬁ//w' emﬁﬁmn/o una sustancia lamada
sapra, ﬁm&/uci&/a al hervir vino picm@ (en el
que el aleohol se oxida a deido Acético) en
recipientes de p/oma, formando acetato de
p/oma (azicar de pémo} que es muy Aulte.
(2)

IMAGEN:

CHOH CHOH
0

rmificaion
0 o)
|
MoK H,

CHOK

0
e (ipfuiges
|

0 0
1 4 i
-0 o, ol

PIE DE FOTO.

Representacion esquematica en
donde la glucosa se presenta en forma
pirandsica y la fructosa adopta la
estructura de 5 miembros de tipo
furanosa. (1)

GUIA DEL ESTUDIANTE. ?

1)- ¢Por que se les llama disacaridos?

2~ B que caso; el azdcar se considers no
reductor?

3)- 6Qué compuestos forman los hidracings con
la maltosa y la lactosa?

%) - (Qué importancia tiene recristalizar y sacar
el punto de fusion del producto en la reaccion
de ozasonas?

5- 6Qué color nos da L2 reaccion anterior?

El disacarido mas representativo
de este grupo es la sacarosa, que
proviene principalmente del azficar
de cafa y de la remolacha, en sus
formas pura o combinado con muy
distintos  alimentos, es un
componente importante para la
dieta humana.

Los disacaridos formados por la
union de un OH del carbono
anomérico de un monosacarido y
un grupo hidroxilo de otro
monosacarido, tienen gran
importancia fisiologica la sacarosa,
la lactosa y la maltosa. Aunque la
maltosa no existe libre en la
naturaleza; se obtiene por una
hidrolisis parcial de los
polisacaridos, almidon y
glucdgeno, pero forman parte de
su larga estructura.

La lactosa presente en la leche, se
forma en las glandulas mamarias
de los mamiferos; es considerado
un galactésido con  uniones
glucosidicas. Sin embargo, tanto la
sacarosa como la lactosa no
pueden absorber directamente por
la sangre y primero deben ser
hidrolisadas por enzimas
especificas, presentes en la mucosa
intestinal.

La sacarosa se utiliza ampliamente
como agente edulcorante, se
obtiene facilmente y es mas dulce
que los azucares comunes,
maltosa, lactosa y glucosa. Solo la
fructosa es mas dulce, y hoy en dia
mezclas de fructosa y glucosa
producidas por enzimas a partir del
maiz y otras plantas, estan
sustituyendo a la sacarosa como
edulcorante comercial.

FUENTES. —>

1.-LAGUNA Y PINA.
Bioquimica, 4a/ed, Espaiia, Salvat,
1990.

2.- LOPEZ. M. Agustin, (Como te
supo? La ciencia de la dulzura,
(Como Ves?, Ano 2, N°22,
Septiembre 2000.
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¢PARA QUE SIRVE?

%

Cuantificar a la lactosa
medianate una técnica de
titulacion indirecta con un
vire de color.

IMPORTANCIA. @

Esta practica es una de las
mas importantes en las areas
de la bioquimica
experimental, ya que
cuantifica con gran precision
una de los disacaridos mas
relevantes en la industria
alimenticia.

2.2.A.- CUANTIFICACION DE LACTOSA

METODO- TECNICA

L.- Tomar un matraz de aforo de 100ml y colocar en su interior 2.5 g de leche + 40 ml de agua,
agitar cuidadosamente para homogenizar y evitar el espumado.

I1.- Enseguida afiada 3ml de fehling I, agitar con cuidado y agregar 2ml de NaOH 0.25N, seguir
agitando con cuidado.

IIL.- Llevar al aforo hasta 100ml con agua destilada, homogenizar sin formar espuma, filtrar.
IV.-Mientras filtra, colocar en un vaso de precipitados de 250ml, Sml de fehling + Sml de Fehling
II + 10 ml de agua destilada, cubrir el vaso con un vidrio reloj y poner a hervir.

V.- Cuando comience a ebullir agregar 10ml del filtrado obtenido anteriormente y continuar la
ebullicion sin quitar el vidrio reloj, hasta completar 6’ min, observara un precipitado de éxido de
cobre (color ladrillo), en éste momento se debe retirar del fuego.

VI.-Colocar una solucion de HNOs: H,O 1:1 en un baiio maria.

VIL- Lavar la parte convexa del vidrio reloj con agua destilada, recolectar los lavados en el mismo
vaso. Filtrar la solucion por gravedad, enjuagando el baso con agua caliente para desprender
todas las trazas de cobre que estén adheridas. Los lavados también se filtran para recuperarlos.
VIIIL.- Colocar en un matraz Erlen meyer, el papel filtro con el é6xido de cobre y agregue 3ml de la
mezcla de HNOs: H,O 1:1, calentar sobre el papel filtro. El oxido se disuelve al entrar en contacto
con la mezcla, de ser necesario lavar nuevamente el papel filtro con otros 3 ml de la mezcla caliente
y retirar con una varilla de vidrio.

IX.-Calentar la solucién de nitrato de cobre hasta ebullicién y adicionar con cuidado 0.3g de urea,
y continuar la ebulliciéon mas de 1’ min.

X.- Dejar enfriar y adicionar Sml de dcido sulfurico diluido 1:1. Calentar nuevamente con cuidado
hasta que aparezcan vapores de acido sulfhidrico.

XI.- Llevar el residuo a S0ml de agua, calentar por un min., dejar enfriar la solucién y agregar 2
ml de KI al 50%, tapar el matraz con un vidrio reloj y dejar reposar unos minutos (soluciéon café
intenso). Titular el yodo obtenido con una solucién de tiosulfato 0.1 N mas 2 ml de almidén hasta
que aparezca un color amarillo tenue. Continuar titulando hasta que el color azul desaparezca y
quede una suspension insoluble de color blanco amarillenta.

XII.- Una vez que queda la suspension, agitar vigorosamente el matraz para que el precipitado no
ocluya yodo y la reaccion sea cuantitativa.

Seguin la reaccion 2Cu =12 =2Na,S,0; por lo tanto 0.0634g de Cu = 1ml de Na,S,0; 1IN
Reportar en % P /V de Lactosa en la muestra de la leche.

NOTA
IMPORTANTE!

En el paso IX tenga cuidado
de los vapores que se
desprenden ya que provocan
quemaduras.

FUNDAMENTO APLICACION.

LS

El oxido cuproso reacciona con el ac. Nitrico y después
con el ac. Sulfidrico formandose sulfato de cobre.

2 CuSO4+4KI — > 2K,S0,+2Cul+1,

Lactosa + CuSO, Cu0 Se aplica muy bien como una

metodologia experimental dentro de
las aulas del nivel superior. Dada su
complejidad y los reactivos usados,
no se recomienda para los niveles

El producto se valora con tiosulfato de sodio 0.1 N basicos.

I +28,0; 2 — > 21 +8, 04

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
mon——

1.- ESCALANTE R. G. Q.F.B.,, MONDRAGON
E. Ma Elena Q.B.P., etal, MANUAL DE
LABORATORIO DE BIOQUIMICA DE
ALIMENTOS Q.F.B. México, UNAM, 20002

CLASIFICACION.

Basico Medio Superior ¢

Cualitativo
Semicuantitativo.

Cuantitativo ¢
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INTRODUCCION ﬁ)

2.3.- OLIGOSACARIDOS

COMENTARIOS

-

Los oligosacaridos son azlcares que
contienen de 2- 20 unidades unidas por
enlaces glicosidicos. Al existir mas de
20 unidades se le considera ya un
polisacarido.

La unién de los monosacaridos tiene
lugar mediante enlaces acetdlicos o
glicosidicos, dentro de esta clasificacion
pueden incluirse aquellos polimeros que
no rebasen las 20 unidades, aunque esto
dependera del tipo de bibliografia que
se consulte; los mas abundantes son los
disacéridos, aquellos formados por 2
monosacaridos iguales o distintos.

Los enlaces glucosidicos forman parte
de las estructuras acetdlicas y pueden
sufrir hidrolisis catalizadas por acidos
y calor. En su mayoria se producen por
hidrolisis de polisacaridos a unidades
pequeiias.

Los oligosacaridos reductores
coinciden en sus propiedades fisicas y
quimicas con los monosacéridos
simples: son solidos, cristalinos,
hidrosolubles, presentan
mutarrotacién y poder reductivo, entre
otra propiedades. Las propiedades
reductoras se solo se dan cuando uno de
los hidroxilos anoméricos no esta
comprometido en el enlace glicosidico.

Como ejemplo tenemos a la maltosa, la
isomaltosa, la celobiosa y la lactosa.
Entre los oligosacaridos no reductores
se encuentran la sacarosa, la trehalosa y
la rafinosa.

Los oligosacaridos no reductores se
encuentran frecuentemente en fluidos
biologicos, casi siempre de origen
vegetal.

Por ejemplo la maltosa existe en muy
pequeias cantidades en plantas y es un
producto de la hidrolisis parcial del
almidon que se produce en el malteado
de cebada y que ademas se utiliza como
un edulcorante suave en los alimentos.

CITA TEXTUAL

En Miéxico se comercializa un sustituto de ln

leche [ﬂ@m}, que contiene fibra soluble,

pm’nciﬁa/menfe inulina Yy olros azdcares, y B-
ﬂ/umno, que es una ﬁém extraida de ln avena,
Actunlmente e evaliian sus heneficios en
ﬁacienfey con diabetes y con pméﬂemm de
obesidad, La inulina Y otros azdcares COVVI/?/é j0s
a base de fmcf(mm, se encuentran de manera
nataral en el agave fec;m’/em, aunque os
/Jm/ucfm' comerciales se obfienen de una /Q/ﬂnfﬂ
conocida como ﬂ/cacﬁofa de Jerusalén Y de ln
achicoria, (2)

IMAGEN:

CH,0H
0

B,o- Galactosa a,D- Glucosy

B
Enlace B,1-4-Glucosidico

v

D Lactosa

PIE DE FOTO.

Representacion esquematica que
nos sefiala el enlace ,1- 4 Glucosidico,
de la lactosa. (1)

GUIA DEL ESTUDIANTE. ?

10)- (Qué diferencia hay entre Disacirido vy
Oligosacarido?

2)- {Qué coincidencia hay entre Monosacaridos
y Oligosacaridos?

3)- 4Como se prepara el suero de L2 leche pars
la veaccion de Fehling?

%4)- iQué metales reducen dichos gzdcares en
esta reaccion?

o)~ éQué grupo determing Lo prueba de Bial?

Es sabido que la sacarosa es un
azicar que se absorbe facilmente
en el intestino y se convierte
facilmente en glucosa para ir a
torrente sanguineo. Haciendo de la
sacarosa uno de los 3
carbohidratos que los seres
humanos pueden aprovechar para
obtener energia; siendo los otros 2
la lactosa y el almidon.

La concentracion de la lactosa en
leche cambia, dependiendo del
mamifero. En cabra y vaca van de
un 4.5- 4.8% y la humana hasta un
7%. La lactosa constituye el 40%
de la energia consumida durante la
lactancia. La leche también
contiene de un 0.3- 0.6% de otros
oligosacaridos que poseen lactosa,
de los cuales son una rica fuente
de energia para los lactobacillus
bifidus, predominante en la flora
intestinal de los lactantes

También es conocido que la
lactosa es un buen estimulante de
la absorcion intestinal en la que la
fase liquida solidifica como un
vidrio, restringiendo la movilidad
de todas las moléculas, y las
reacciones dependientes de la
difusion; causando que la molécula
de agua en estado de vidrio no
pueda cristalizar. De esta manera,
los azlcares funcionan como
crioprotectores, protegiendo
contra la lesion de tejidos celulares
y contra la deshidratacion que se
producen en la congelacion.

FUENTES. —>

1.-ASHBY. J. F. Principios de
Quimica Biologica, Espafia,
Acribia, 1998.

2.- LOPEZ. M. Agustin,
Alimentos funcionales. Salud ala
carta, ;Como Ves?, Afio 4, N°42,
Mayo 2002.
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INTRODUCCION ﬁ)

2.4.- POLISACARIDOS

COMENTARIOS

-

El término cientifico para los
polisacaridos es el de “Glicanos”,
estos se presentan en forma lineal o
ramificada.

Los polisacaridos son polimeros que
provienen de una o varias cadenas de
monosacaridos.

Si todas las unidades glicosidicas estan
constituidas por el mismo azlcar se
llaman “homoglines” y si estan
constituidas por diferentes azucares se
les llama ‘“heteroglicanos,” 2 ¢ mas
unidades distintas.

Un polisacarido con 2 unidades
distintas se le llama Diheteroglicano, el
que contiene 3, Triheteroglicano, y asi
sucesivamente.

Al nimero de unidades de
monosacaridos en el polisacarido, se le
denomina grado de polimerizacion

(G P), y es muy variable. Muy pocos
poseen un GP < 100, la mayoria
presentan un GP que va de 200 — 3000.

Una gran macromolécula es la celulosa,
que comprende un GP de 7000 — 15000.
Se sabe que mas de un 90% del total de
carbohidratos  existentes en la
naturaleza se haya en forma de
polisacéridos.

En cuanto a la nomenclatura abreviada
de oligo y polisacaridos, las unidades
de azhGcar se designan con las 3
primeras letras del nombre, en donde la
primera es mayuscula ejemplo

Glucosa = Gle.

Si el monosacarido es una L- Azucar, se
mantiene la literal L; en caso de que la
literal sea D, se omite, ejemplo
Arabinosa L- Ara.

El tamafio del anillo, si es piranosil, se
designa con una p cursiva o si es un
furano, con una f cursiva.
La configuracién anomerica se designa
con con las letras a o B, ejemplo
Glucopiranosil = a Glc p .

Los acidos urénicos se designan con
una A mayuscula, ejemplo, acido
gulopiranosilico = L Gul p A. La
posicion de los enlaces se designa por
1— 36 1, 3, ejemplo maltosa = o Glc p
(1> 3) Glc o también a Glc p 1,4 Glc
.Es importante notar que no se puede
designar con . o B, o conuna p o f,
puesto que el anillo puede estar abierto
o cerrado.

CITA TEXTUAL

Un fméﬁb coordinado for Kavier Soberin y
?lﬂm‘ﬁn /o'pez se enfoca ol estudio de ln o
Amilasa y su mpaci&/mf de pm&/mir'
eficientemente ﬂ/mom a foartir del almidin, Se
le compara. con otras enzimas que también
action sobre azicares y se han Wp/emem‘aa/o
cambios en su estructura, impimaﬁu‘ for estas
comparaciones, que ﬂermifen generar cadenas
mucho  mds ﬂequeﬁm de j/ucom que las
pm/ucip/m usualmente, Fstos estudios tienen
/Jofenciﬂ/ ﬁﬂm Jimﬁﬁﬁmr el pr'ocew de
pm/uccio’n de los J’ﬂméex, eliminando
necesidad de una 2° enzima, o que reduce los
costos @niﬁ'mfimmenfe. (2]

IMAGEN:
|

PIE DE FOTO.

- Vista macroscopica de un polimero
de almidon, mostrando los enlaces
glucosidicos. (1)

GUIA DEL ESTUDIANTE. ‘7

1- ¢De qué otra forma se les llama 2 los
polisacaridos?

2- ¢Que significado tiene n las siglas GP?

3- {Cudl es el anico resctivo capaz de disolver
la celulosa?

4- (Que compuesto identifica o resccion de
lugol?

5- ¢En qué parte de l2 molécula de almidon
se nsertan los iones de yodo?

La mayoria de los polisacaridos
contienen unidades glicosidicas
que como medida, poseen 3 grupos
hidroxilo; por lo tanto se les
considera polioles en donde cada
grupo hidroxilo puede formar
puentes de hidrogeno con las
moléculas de agua sueltas y de esta
manera, mantenerlas unidas con
gran avidez .

Los polisacaridos modifican la
movilidad del agua en los
alimentos, y conjuntamente
controlan muchas propiedades
metabolicas y fisiologicas en las
células, en los oOrganos y en los
nutrientes.

Tres azucares de esta clase son: el
almidon, el glucogeno y la
celulosa; que pueden Ilamarse
hexosanos o glucosanos y que
presentan insolubilidad en el agua
ya que solo dejan expuesto un
grupo aldehido libre en toda la
molécula por lo cual pierden su
poder reductor.

Estos azucares son insipidos.
Existen azucares capaces de
fermentar en  presencia de
levaduras  (glucosa,  fructosa,
maltosa y manosa), otros no
fermentan (lactosa, galactosa y
pentosas).

La presencia de glucosa en la orina
— glucosuria — nos indica una
disfuncion del tabulo renal y la
presencia de azticar en la sangre
(diabétes miellitus). Se mide con el
método de Benedict o con un
método mas preciso, el de la
glucosa oxidasa.

FUENTES. —>

1.-RENDINA. G. Técnicas de
Bioquimica Aplicada, Espaifia,
Interamericana, 1997.

2.- SOBERON Xavier y Lopez
Agustin, Imitar a la Naturaleza,
(Cémo Ves?, Afio 2, N° 18, Mayo
2000.

40




(PARA QUE SIRVE?

¥

Determinar la presencia de
almidon en algunos alimentos
caseros con el reactivo de lugol,
para reconocer el polisacarido.

IMPORTANCIA. @

La insercion de las moléculas de
yodo se lleva a cabo en los
enlaces o-1-4 de la hélice como
se sefiala en el esquema.

Cada molécula de yodo queda
atrapada en una espiral del
esqueleto de la molécula de
almidon. La amilosa produce un
color azul puro intenso, mientras
que la amilopectina produce un
color rojo y el almidon, un color
negro o café.

Al calentar la solucion, el color
desaparece aunque al enfriarse
se revierta la reaccion. Las
cantidades elevadas de etanol
entorpecen la reaccion.

El yodo en medio alcalino oxida
a la glucosa dando acido
gluconico. Las cetosas no se
oxidan en estas condiciones. El
yodo en presencia de agua es
oxidante.

2.4.A.- REACCION CON LUGOL - DETERMINACION DE ALMIDON

METODO- TECNICA

L.- Triturar un gramo de almidén en 10ml de agua fria.

I1.- Vertir la suspension lechosa en un recipiente con 200ml de agua hirviendo y deje enfriar la
mezcla.

I11.- Parte del material formara una solucién coloidal.
Poner Sml de esta solucion en un tubo de ensayo y afiadir unas gotas de Lugol diluido, esperar
resultados.

IV.- Raspar un poco del interior de una papa y poner la muestra en un vidrio reloj, tomar una
muestra de paté y un pedacito de hoja blanca, y hacer lo mismo.

V.- A cada muestra se debe agregar unas gotas de lugol y esperar los resultados.

PREPARACION DEL REACTIVO DE LUGOL:
Disolver 16 g de yoduro de potasio en S mlde aguay anadir 3.2g de yodo, una vez disueltos,
aforar con agua hasta 250 ml.

REACCI(:)N (+) p/ almidon = color café oscuro o negro.
REACCION (+) p/ amilosa = color azul intenso

iNOTA
IMPORTANTE!

La disoluciéon de yodo es de
0.01 mo I/L, para ser exactos:
disolucion de yodo / potasio.

La reaccion es muy sensible,
detecta hasta 0.002mg de
almidon / ml de solucion.

FUNDAMENTO APLICACION.

I8

Insercion de yodo en almidon

Su aplicacion se lleva acabo en los
laboratorios  escolares de los
diferentes niveles escolares.

Se usa  comUnmente  para
determinar la presencia de almidén
en reposteria fina, harinas de
cereales, productos de molienda y
pan y otras muestras biologicas
tratadas adecuadamente.

amilosa (incolora)

1:+|*—4|?,—J

{amarillo) l

azul intenso
Fat

CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
on—— >
1.-DOMINGUEZ. Xorge. A. Experimentos de
Quimica Organica, 59, México, limusa, 1984.
2.- CAMPOS G. y DELGADO. N. L. Manual de
Bioquimica Celular, FESC-UNAM Meéxico,
1993.
3).-MACARULLA M. J. y GONL M. F.
Biomoléculas lecciones de  bioquimica
estructural, REVERTE, Espaiia, 1993.

Basicoe Medioe¢ Superior ¢

Cualitativo ¢
Semicuantitativo.

Cuantitativo.
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Determinar de manera
cualitativa la presencia de
celulosa en una muestra de
papel comun y corriente.

IMPORTANCIA. @

Esta reaccion es de suma
importancia ya que la celulosa
es insoluble en la mayoria de los
disolventes, pero es soluble,
solamente en el reactivo de
Schweitzer.

2.4.B.- REACCION DE SCHWEITZER - SOLUBILIDAD DE LA
CELULOSA

METODO- TECNICA

L.- En un baso de precipitados de 10ml agregar el reactivo de Schweitzer en una cantidad
significativa.

I1.- Agregar enseguida un trozo de papel filtro que mida de 3-6 cm. De didmetro.

I11.- Dejar reposar la mezcla el tiempo suficiente, hasta la formacion de una solucion viscosa.
IV.- Luego vertir en acido clorhidrico diluido y anote sus resultados.

PREPARACION DEL REACTIVO DE SCHWEITZER.

Tome un volumen 10 ml de hidréxido de amonio concentrado y agregarle 2ml una solucién

de hidréxido ciprico al 20%.

REACCION (+) = Producto lechoso y blanco

iNOTA
IMPORTANTE!

Se recomienda tener mucho
cuidado en el manejo del
reactivo de Schweitzer ya que
puede producir dafios severos
ala piel.

FUNDAMENTO APLICACION.

I8

La disposicién de hidroxilos con respecto a un plano
principal de la cadena, alternativamente hacia arriba o
hacia abajo, permite establecer multiples enlaces de
hidrogeno que son susceptibles a algunas bases como la
de amonio.

Este método aunque es muy
sencillo y elemental, inicialmente
se uso satisfactoriamente para la
fabricacion de fibra de celulosa.

En los laboratorios escolares se usa
con mucha frecuencia dado su
sencillo manejo.

Celulosa
[Gl1B - 41.G

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
mon——

1.-DOMINGUEZ. Xorge. A. Experimentos de
Quimica Organica, 5“/6‘1, Meéxico, limusa, 1984.

CLASIFICACION.

Basico Medio¢ Superior e

Cualitativo ¢

2.-MACARULLA. M. J. y GONIL M. F.
Biomoléculas, lecciones de  bioquimica
estructural, Espafia, Reverte, 1993.

Semicuantitativo.

Cuantitativo.
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Inducir el fenémeno de pirolisis
al calentar un azicar por encima
de su punto de fusion, logrando
inducir la adicion de 4cidos
carboxilicos y de algunas sales.
Dicho cambio se evidencia al
generarse un  ligero  color
amarillo o un café ambar.

Los azicares reductores que
mas favorecen esta reaccion en
primer lugar estan, las pentosa,
en segundo lugar estdn, las
hexosas y de esta manera las
aldosas act@ian mas facilmente
que las cetosas. En términos
generales, los monosacéridos
son mas activos que los
disacaridos.

IMPORTANCIA. @

Debido a la complejidad de esta

reaccion, existen aspectos que
no se conocen muy bien y que
requieren de mas investigacion;
ya que el comportamiento de los
azucares varia
considerablemente con el pH, la
temperatura y la presencia de
otros agentes quimicos que lo
pueden dirigir a diversas rutas.

2.4.C.- REACCION DE MILLAR - CARAMELIZACION O PIROLISIS DE

LOS AZUCARES

METODO- TECNICA

I.- A un tubo de ensayo agregar de 2 —5 g de sacarosa.

I1.- Poner al fuego el tubo de ensayo y se esperar hasta que haya una descomposicion del azicar
caracterizada por el pardeamiento de la misma y la presencia de agua.

II1.-Observar las caracteristicas y hacer sus anotaciones.

iNOTA
IMPORTANTE!

Una desventaja de esta reaccion
es que genera una serie de
compuestos  nocivos  como
pigmentos de melanoidinas,
furanonas, lactonas, furanonas,
pironas, pirazinas, esteres y
acidos; aunque en muy baja
cantidad.

FUNDAMENTO

LS

Esta reaccion esta dada por una deshidratacion general
de los azucares al exponerse al fuego, que provoca la
transformacion de ciertos isomeros y sus derivados
insaturados. Por ejemplo 2,5-Dimetilpirazina y la
trimetilpirazina, que contribuyen a su aroma
caracteristico.

APLICACION.

Los cambios que se realizan no
siempre son dafiinos, ya que en
algunos casos como en el del
cacao, café, panes, natillas cajetas
le dan el pardeamiento, aroma y
sabor requeridos para la industria
alimenticia.

Esta practica es muy ilustrativa
para los niveles de secundaria y
preparatoria ya que demuestra la
presencia de varias sustancias en
un compuesto.

CLASIFICACION.

Basicoe Medioe¢ Superior ¢

Cualitativo ¢
Semicuantitativo.

Cuantitativo.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

mon——

1.-BADUI Salvador. Quimica de los alimentos,
3%/ e, Pearson Educacion, México, UNAM, 1993.
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ESQUEMA 2 A

/7 Monosacaridos

Olignsacaridos

Carbohidratos
[Sacdridos)

Palisacdridos

Glucosidos

Aldosas

Biosas, triosas, lreosas

/-—- Penlosas, hexosas, heplosas

— Celosas

Desoxi-, anhidro-, aminoazicares
Acidos 6nicos, acidos urdnicos

Azucares-gster, -alcohol, -éler

Di-, lri-, tetra- - - - = Heplasacéndos

Homapolisacdridos

Heleropolisacaridos

Almidon, glucdgeno -

Celulpsa -

t Dexrinas, dexiranos
Inulina
Peclina

Hemicelulosas
Gomas vegelales

Agar agar

REINHARD Esquema que nos muestra una clasificacion de los carbohidratos
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ESQUEMA 2 B

i (:3 e sacarosa (glucosa + fructosa)

enC, xilulosa - maltosa {glucosa + glucosa)
* ribulosa DIHOLOSIDOS | ¢ aighiosa {glucosa + glucosa)
fructosa lactosa (galactosa + glucosa)
enC, gliceraldehido
treosa
eritrosa

lixosa
en C, l wilosa

enC, {

m(:‘{

(pentosas) arabinosa
3 rihosa

[ talosa
galactosa
idosa
gulosa
manosa
glucosa
altrosa
alosa

POLIHOLOSIDOS 1

BADUI Clasificacion clasica d e los carbohidratos
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[+]

HO = G- CHy-CH, -CH, -CH, -GH, -GH, -CH, -CH

Acido oleico
(insaturadao)

Aceite de
linaza

)

Lipos A 17 og




INTRODUCCION ﬁ)

COMENTARIOS

-

Del Griego A 1 & o¢ , lipos, grasa
forman un grupo de biomoléculas
estructuralmente muy heterogéneo, pero
con caracteristicas muy particulares de
solubilidad en disolventes organicos
como el éter, benceno, cloroformo,
alcohol, etcétera.

La mayor parte de los lipidos estan
constituidos por las  grasas y los
aceites.

Los lipidos son principalmente un
grupo de biomoléculas que contienen C,
H,y O, aunque a menudo presentan P,
S, N; de manera muy semejante a la de
los carbohidratos. Cabe aclarar que sus
grupos funcionales son muy
caracteristicos y definidos.

Los acidos grasos son Aacidos
carboxilicos de cadena larga, que se
hayan regularmente formando parte de
otros lipidos, casi siempre por medio de
enlaces esteres. Sus principales grupos
son: (R-CH, — OH) Alcohol,
(R-0=C O -R) Ester,
(R-0=CO") Acido graso.

Son insolubles en agua y solubles en
cloroformo y éter de petroleo

Existen diferentes formas de clasificar a
los lipidos dependiendo de Ila
bibliografia consultada, aunque una de
las formas mas generales es la
siguiente:

Acilglicéridos o Grasas Neutras.- son
acidos grasos unidos a un glicerol, que
pueden ser aceites o grasas y que tienen
como funcion el almacenar energia
metabolica. Aceites vegetales, aceites
minerales y Grasa animales.
Fosfolipidos.- Es la union que se da
entre un grupo fosfato polar y un 4cido
graso a un glicerol. Por ejemplo
Membrana celular y la Fosfatidil Colina
Ceras.-Es aquel ntmero variable de
acidos grasos unidos a una cadena larga
de alcohol. Por ejemplo Cuticula de
vegetales.

Esteroides.- es la union que se da entre
4 anillos de 6 carbonos cada uno
(ciclopentanoperhidrofenantreno),
agregados entre si. Por ejemplo
Testosterona, Colesterol y  Sales
Biliares.

Los cambios fisicos y quimicos que
sufren los lipidos frente a las
condiciones  ambientales se  ven
influidos por numerosos parametros que
determinan las caracteristicas
organolépticas del mismo como
ranceamiento, pardeamiento,
descomposicion, licuacion, etcétera.

SR

CITA TEXTUAL =
& Podrias imaﬂinmﬂ un  mundo i
chocolute?. Pues si bien los aztecas no o
consumian en lu forma que lo hacemos ﬁoy en
din, de cmﬂim'er manera recibian sus éeneﬁcioy
Esabins que al comer 40 9 de chocolute con
leche, 400mg de antioxidantes  flavonoides
fasan a tu torrente mnﬂw’neo?

ESabias que  con ln misma  canfidad  de
chocolate  oscuro, /u/;ﬁ’cm’ el consumo de
antioxidantes,mds o menos la dosis que ﬁ@ en
una taza de té neqro. Entre los flavonoides que
compronen al chocolute se encuentran s
/Jmcianmﬁ'nm' Y la epimfequina, que ayu&/ﬂn a
mantener la salud cardiovascular? (2).

IMAGEN:

PIE DE FOTO.

Tlustracion que resalta la importancia
de los aceites esenciales, en la industria de
los perfumes y cosméticos, a partir de
productos naturales. (1)

Los lipidos desempefian multiples
funciones como tejido, como
constituyentes  celulares, como
mensajeros quimicos, como
transportadores  de  nutrientes,
vitaminas,  pigmentos y hasta
como fragancias  esenciales;
aunque su principal funcién es la
de aportar de energia; en donde
cada g de grasa genera 9 Kcal de
energia.

Tanto las grasas como los aceites
contribuyen determinantemente a
dar las propiedades sensoriales.
Encontrandose éstos en frutos
secos, semillas oleaginosas y
tejidos animales; dado que las
hortalizas y las frutas jugosas
presentan muy bajas
concentraciones de estas.

El uso de las esencias se puede
rastrear a través del tiempo en las
practicas religiosas, médicas y
hasta de protocolo social; en las
principales civilizaciones de la
antigiiedad desde Asia, América,
Africa y Europa, como un comiin
denominador. Sin embargo, el
mérito de haber reconocido y
explotado las  fragancias o
“espiritus” a partir de la herbaria,
corresponde a los egipcios los
cuales usaron mirra, sandalo y
jazmines principalmente.
Posteriormente se heredd éste
conocimiento a Turquia, Persia y
Siria.

Un dato interesante, recién
descubierto es que los aceites ® - 3
son  antidepresivos  naturales,
alivian el dolor y la rigidez en los
casos de artritis reumatoide,
reducen el nivel de triglicéridos en
la sangre y disminuyen las
enfermedades cardiovasculares,
entre otras cosas.

GUIA DEL ESTUDIANTE. (7

1).- Defing queé es un lipido.

2)- 4Cudl es la pruebs fundamentasl de los
lipidos?

3)- sCudles son los grupos funcionales
principales de una grasa?

47

FUENTES. —>

1.-CHIAZZAR Susi, Colores y
aromas, E.E.U.U; Grupo editorial
Tomi, 2001

2.- LOPEZ. M. Agustin,
Alimentos funcionales: Salud a la
carta, ;Como Ves?, Ao 4, N°42,
Mayo, 2002.




(PARA QUE SIRVE?

%

El alumno asimilard una forma
sencilla de extraer lipidos de
algunas semillas oleaginosas.

Identifica de manera general a
los lipidos a través de una
prueba sencilla y cualitativa.

IMPORTANCIA. @

Las ventajas de esta técnica es
que es economica, se realiza en
corto tiempo, no lleva ningin
riesgo para los alumnos.

No es necesario pesar o medir
muestras

Se recomienda usar semillas
como la nuez de cascara de
papel, pifiones, mantequilla,
mantecas o aceites, ya que las
pruebas son mas evidentes con
estas muestras.

3.A.- PRUEBA DE LA HUELLA TRASLUCIDA EN PAPEL NO

TRANSPARENTE

METODO- TECNICA

IL.- Seleccionar 5 muestras alimenticias como: Glicerina, Leche, Nuez, Mantequilla y Manzana.

I1.- Cortar 5 trozos de papel, a partir de una hoja de cuaderno.

II1.- Frotar cada una de las muestra (paso I) en un trozo de papel.

IV.- Anotar sus resultados en un cuadro previamente realizado.

Grasas Insaturadas o Lipidos Simples R = (+)

Grasas Saturadas y Lipidos compuestos R = (-)

iNOTA
IMPORTANTE!

es recomendable usar
cremas comestibles ya que
pueden falsear la prueba por su
gran contenido de agua.

No se deberan usar semillas con
poco contenido de grasa, pues la
prueba no es lo suficientemente
evidente.

FUNDAMENTO

LS

La propiedad que presentan algunos lipidos para permitir
el paso de la luz a través de ciertas superficies, por
ejemplo papel no transparente.

Dicha propiedad la presentan los lipidos insaturados,
esto es, que en su cadena carbonada presentan dobles o
triples enlaces.

APLICACION.

Esta técnica es muy socorrida en el
nivel basico, atin en ausencia de un
laboratorio escolar ya que puede
realizarse como una experiencia
grupal sin salir del aula escolar.

CLASIFICACION.

Basico# Medio¢ Superior ¢

Semicuantitativo.

Cuantitativo.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

mon——

CAMPOS. C. G. y DELGADO. B. N. L; Manual
o de bioquimica Celular, México, FESC-UNAM,
Cualitativo ¢ 1993.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Observar y determinar las
propiedades organolépticas,
fisicas y quimicas de los lipidos

Identifica de manera general a
los lipidos a través de una
prueba sencilla y cualitativa.

IMPORTANCIA. @

Es importante destacar que
existen diversas pruebas fisicas
que nos pueden evidenciar las
caracteristicas ~ de  algunas
grasas, por ejemplo la de
densidad que se determina con
un picnémetro o una balanza de
Mohr — Westphal, o el indice de
refraccion, que se mide con un
refractometro de Abbe y nos
permite conocer la pureza y la
composicion de la grasa.

Las ventajas de esta técnica es
que es economica, se realiza en
corto tiempo, no lleva ningln
riesgo para los alumnos.

No es necesario pesar o medir
con exactitud las muestras y
los reactivos

3.B.- PRUEBA DE SOLUBILIDAD DE LiPIDOS

METODO- TECNICA

L.- Preparar en recipientes separados las siguientes muestras:

Glicerina, Aceite comestible, Acido palmitito, Mantequilla, Colesterol y Acido estesrico.

I1.- Preparar 6 tubos de ensayo con cada uno de los siguientes reactivos:

Agua, Acetona, Etanol, Benceno y Cloroformo.

II1L.- Realizar un cuadro anotando en la parte superior las muestras y en la columna izquierda

los reactivos a utilizar

IV.- Con un agitador agregar un poco de cada muestra a cada reactivo distinto hasta formar 25

combinaciones distintas.

V.- Agitar cada tubo de ensayo y anote sus resultados.

RESULTADOS.

Agua, polar =R (-)

Acetona, ligeramente no polar =R (+)
Etanol, polar =R (-)

Benceno, no polar =R (+)
Cloroformo, no polar =R (+)

iNOTA
IMP

Si se trabaja con alumnos del
nivel medio basico, es
recomendable cuidar que no
ingieran los reactivos.

También se debe tomar en
cuenta que la homogenizacion
sea suave y se debe observar si
hay solubilidad total o parcial

FUNDAMENTO

LS

Los lipidos son considerados ésteres de acidos grasos y
son relativamente solubles en agua y solubles en
solventes no polares como cloroformo, benceno y éter;
dada su afinidad.

“Lo igual disuelve a lo igual”

APLICACION.

Esta técnica a pesar de ser muy
general es muy util en los
laboratorios de nivel medio
elemental ya que si se cuenta con
los reactivos, esta resulta ser una
practica muy llamativa para los
alumnos.

CLASIFICACION.

Basico# Medio¢ Superior ¢

Cualitativo ¢
Semicuantitativo.

Cuantitativo.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

mon——

1.-CAMPOS. C. G. y DELGADO. B. N. L;
Manual de bioquimica Celular, México, FESC.
C1- UNAM, 1993.
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¢PARA QUE SIRVE?

¥

Determinar por medio de una
valoracion el numero de
instauraciones, acidos grasos,
hidroxilos, esteres que existen
en una grasa o el yodo
absorbido por la muestra; segiin
sea el caso.

IMPORTANCIA. @

En general, los indices aqui
descritos nos  proporcionan
sobre la s cantidades de acidos
grasos libres que existen en una
grasa y que puede estar expuesta
al enranciamiento bacteriano,
midiendo el grado de
enranciamiento hidrolitico.

Otros indices nos proporcionan
datos sobre la  longitud
promedio de la cadena, y otros
sobre el N° de instauraciones en
la cadena.

Cabe aclarar que se han ideado
otro tipo de ensayos que nos
sirven para medir la cantidad de
acidos grasos de cadena corta
que existen en un en un
triglicéridos, como en el caso
del método de Reichert — Meissl
y otro mas, que es el indice de
acetilo, el cual nos determina el
numero de grupos hidroxilos

3.C.- DETECCION DE LAS PROPIEDADES QUIMICAS GENERALES DE
UNA GRASA POR MEDIO DE SUS INDICES

METODO- TECNICA

I.-Montar un equipo para valorar una solucién como se muestra en el esquema de la
valoracién de Kart Fisher
Practica 1.F.

I1.- Colocar un baso de precipitados de 100 ml bajo la bureta.
I11.-Prepara una solucién, diluyendo 1 6 10 g de grasa en alcohol segiin sea el caso.

IV.- Neutralizar los acidos grasos libres con KOH en medio alcohélico, usando fenolftaleina,
Aifadir un volumen de KOH conocido en medio alcohélico, reflujar por 1 hr.

Seguir el procedimiento segiin la farmcopea, para el indice que se desee obtener. Método de
Hanus o método de Wijs, para los indices de yodo.

V.-Llenar la bureta con reactivo de KOH hasta la marca de S0 ml y comenzar a valorar la
mezcla, hasta obtener el punto de equilibrio indicado por el vire de color.

Calcular el contenido de KOH, Na,S,0;, HCl, NaOH; segtin sea el caso.

iNOTA
IMPORTANTE!

Es importante resaltar que el
valorante debe estar puro para
evitar falsos datos, aunque las
valoraciones puedan ser
indirectas o directas, con blanco
de referencia o sin blanco.

FUNDAMENTO ﬁ APLICACION.

Aunque hoy en dia existen técnicas
El indice de Acidez = E1 N° de mg de KOH necesarios mas sofisticadas para la deteccion
para neutralizar los acidos grasos en 1 g de grasa. Y de grasas, ain no dejan de
también son los los ml de Na OH 0.1 M, necesarios para descartarse los indices, ya que nos
neutralizar los acidos grasos en 10 g de grasa. dan una muy buena referencia del
comportamiento fisico quimico de
El indice de Saponificacién = E1 N° de mg de KOH una grasa.

necesarios para saponificar los esteres en 1 g de grasa. Hoy, en la actualidad, estas
pruebas se siguen utilizando en los
El indice de Yodo = El N° de g de yodo absorbidos por laboratorios de analisis
100g de grasa. experimental a nivel superior.
Mientras que los Indices de
El indice de Hidroxilos = EI N° de mg de KOH Reichert — Meissl se utilizan en la
equivalentes para neutralizar los OH presentes en lg de industria ya que nos determinan
grasa. los 4cidos grasos de menos de 12
carbonos abundantes en los lacteos
El Indice de Esteres = El N° de mg de KOH necesarios y el Indice de Titer nos ofrece
para saponificar los esteres presentes en 1g de grasa. informacioén acerca del punto de
congelacion, muy importante en la
intensidad de  hidrdgenacion,
valoracion que reciben los aceites
comerciales (ambos indices
indicados en la farmacopea de los

Estados Unidos Mexicanos).

CLASIFICACION.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
non—

Cualitativo. 1.- DR. SOBERON A. Guillermo, DR.
MARTUSCELLL Q. Jaime. et. al. Farmacopea de
Semicuantitativo. los Estados Unidos Mexicanos, 5%e%, México,
SECRETARIA DE SALUD, 1988.

Basico Medio® Superior ¢

Cuantitativo ¢
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ANGELES. Esquema que nos muestra el montaje para una valoracion en los indices de grasa
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INTRODUCCION j

Los lipidos simples estan formados por
acidos grasos y algun alcohol con el
cual se esterifican. Los acilglicéridos o
grasa neutras son aquellos esteres
resultantes de la union entre trialcohol
glicerol con 2 6 3 moléculas de un
acido graso.

Se caracterizan por contar con un acido
carboxilico de cabeza y una cola
hidrocarbonada que puede estar
saturada o insaturada, lo que les da el
caracter de grasas, aceites o ceras en
condiciones ambientales.

Entre sus diversas propiedades fisico -
quimicas presentan isomerismo Cis-
Trans, polimorfismos en sus formas
cristalinas, hidrélisis y fenémeno de
oxidacion.

Los éacidos grasos se pueden nombrar
de 5 maneras, segun el sistema que se
use:

1) se pueden denominar de acuerdo al
N° de atomos de carbono, sustituyendo
la terminacion “o” por “oico”. Cuando
la cadena carbonada tiene 2 grupos

carboxilicos, el sufijo debe ser “dioico”

2) Cuando los acidos carboxilicos se
unen a otro grupo, el acido graso, el
carbono N° 1 es el adyacente al grupo
carboxilo terminal, en cuyo caso
también se puede denotar con la
literales o,f,y,0, etcétera.

3) Se pueden denotar por 3 expresiones
numéricas pares, separadas por 2 puntos
en donde el primer N° nos indica el
nimero de atomos de carbono y el
segundo, el N° de dobles enlaces.

4) Otra forma es utilizar literales que
representen a los acidos grasos, por
ejemplo, la letra P representa al 4cido
palmitico y la literal L representa al
acido linoléico.

5) Por ultimo, se les puede connotar por
su nombre comun, como butirico,
estearico y linoléico.

3.1.- LIPIDOS SIMPLES

CITA TEXTUAL

Coma enfrentarse a ln celulitss,

No se trata de imfuoner cuerpos de atleta sin un
gramo de grasa ) capaces de 5'oﬁorfar ls
estrecheces de una moda que marca cuﬂ/qm‘er
imﬁerﬁccidn. Se trata de conocer las causas de
aﬁﬂricio’n de lu celulitis, como preuenir/ﬂ Y que
ﬁm%/e hacerse una vez que ha ﬂ/’m"éé‘fﬂ/ﬂ, pamiue
contrariamente a lo que muchos friensan, tener
celulits no es a{go natural; ni J'iqm’em en ln
mujer  aunque jenéﬁmmenﬁe este  mas

predispuesta a sufrivls. (2)

IMAGEN:

€Y WG ={)
P B

Cuola

S

hidrocarbonada

“E3n

PIE DE FOTO.

Estructura basica que nos puntualiza
la nomenclatura de los acidos grasos,
formado por un grupo carboxilo o acido
graso aunado a su larga cola hidrocarbonada

().

GUIA DEL ESTUDIANTE. ?
10)- ¢Qué grupo funcional resecion? con el
Sudan Il y VP

2)- Defing que es un lipido insaturado.

3).- Defing qué es un detergente.

4) - Defing qué es un indice.

COMENTARIOS

.

Los lipidos simples estan
compuestos principalmente por
ésteres de acido grasos 'y
alcoholes, que a su vez derivan en:
Grasas y Aceites. Esteres de
glicerol con acido
monocarboxilico. Ceras, Esteres de
alcoholes monohidroxilados 'y
acidos grasos.

La principal funcién de los
triglicéridos consiste en actuar
como reserva energética de en
animales y plantas, ya que los
triglicéridos son los lipidos que
mas frecuentemente estan
implicados en el almacenamiento
de la energia, ya que producen mas
calorias por gramo que cualquier
carbohidrato o proteina, por
ejemplo un hombre normal de 70
Kg contiene mas de 10 Kg de
triacilgliceroles, equivalentes a
100 000 Kcal, las necesarias para 2
meses de gasto en energia basal.

Tanto los acidos grasos como los
ésteres, que se encuentran en una
proporcion de un 99% en los
lipidos de origen vegetal y animal,
han sido clasificados como grasas
y aceites, dependiendo del estado
que presenten a temperatura
ambiental.

Los lipidos regularmente se
consumen en forma de quesos,
mantequillas, grasa plastificantes;
aceites de soja, algodén oliva,
cacahuate, coco y nuez entre otros.
Los triglicéridos  constituyen
aproximadamente el 98% de los
lipidos del tejido adiposo de los
mamiferos y el 30% del plasma y
del higado; y aproximadamente el
10% se encuentra en globulos
rojos.

Los glicéridos de origen acuatico
contienen un alto numero de
acidos insaturados y un bajo
contenido de acidos saturados.

FUENTES. —>

1).- MACARULLA. M.
Biomoléculas lecciones
bioquimica estructural, Reverte,
3%e", Espaia, Pearson, 1993.

2).- G. ARIAS. Raquel, Como
enfrentar a la celulitis,
DISCOVERY SALUD, N° 18
Julio 2000.
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¢PARA QUE SIRVE?

¥

Determinar los esteres de acidos
carboxilicos  mediante  una
reaccion basica en medio
alcohélico.

IMPORTANCIA. @

Los varios tipos de ceras estan
formados  predominantemente
de acidos carboxilicos
monobasicos superiores  con
alcoholes monovalentes
superiores y pueden detectarse
mediante esta prueba, la cual es
muy sensible.

Cuando el sodio metalico se
pone en contacto con la solucion
bencénica o etérea de un éster,
que también contenga 1,2-
dinitrobenceno, casi
inmediatamente  aparece  un
producto rojo. Posiblemente,
aqui haya produccion directa de
la sal anhidra de la forma “aci”
del nitrosonitrobenceno.

3.1.A.- DETECCION DE ESTERES DE ACIDOS CARBOXILICOS EN

GRASAS Y CERAS

METODO- TECNICA

L.- Agregar una solucion etérea del éster a tratar en un micro crisol de porcelana y en seguida
agregar una gota de solucién saturada de clorhidrato de hidroxilamina en alcohol, mas una

micro gota de potasa caustica en alcohol.

IL.-Calentar la mezcla en una micro flama hasta que ocurra un ligero burbujeo.
Después de enfriar, acidificar con acido clorhidrico 0.5 N agregar una gota de solucion de

cloruro férrico al 1% .

Presencia del éster R = (+) Color violeta intenso.

II1.- Otra prueba rapida y sensible para las grasas, los aceites y las ceras, se puede realizar

mediante la produccion de amoniaco como sigue.

Poner una pequeiia parte de la muestra a calentar en un tubo de ensayo con una temperatura
que oscile entre 130°C- 160°C con unas gotas de Biuret y dejar calentar hasta fase gaseosa.
Para detectar el color poner en contacto un indicador acido base o un papel mojado

previamente con reactivo de Nesssler.

Cera de abeja = Violeta pardo
Cera de candelilla = Lila
Bilsamo de Toli = Pardo verdoso
Copal de congo = Pardo

Cera de carnauba = Pardo Violeta oscuro
Cera de montana = Verde amarillento
Brea = Pardo verdoso
“Soromina” (éster sintético) = Violeta

iNOTA
IMPORTANTE!

Es importante considerar que el
acido hidroxamico liberado por
la acidificacion colorida con
cloruro férrico. Mientras, las
lactonas, se pueden considerar
como ésteres internos ya que
reaccionan de manera muy
semejante a los ésteres.

FUNDAMENTO

LS

(R, Ar) COOR, +NH, OH +NaOH ——»

(R, Ar)CO (NHONa)+R,0H + H,0

Cuando se lleva a cabo una reaccion de amono lisis, las
amidas de los respectivos acidos grasos se forman
liberando glicerol o alcoholes monovalentes superiores,
dichos alcoholes se condensan con el Biuret produciendo
uretanos y, por lo tanto, amoniaco.

Los éteres de los acidos carboxilicos se pueden convertir
en sale de alcalis de los acidos hidroxdmicos por
tratamiento con clorhidrato de hidroxilamina y un
hidréxido.

APLICACION.

En los procedimientos de quimica
legal esta técnica es muy valiosa
ya que se trabaja con el minimo de
muestras y la identificacion es de
alta sensibilidad.

Mientras que en los laboratorios de
medio superior y superior resulta
ser una practica muy ilustrativa y
de corto tiempo.

CLASIFICACION.

Basico Medio® Superior ¢

Cualitativo
Semicuantitativo.

Cuantitativo.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

on—— >

1.- FEIGL Fritz, Pruebas ala gota en analisis
organico, 7%, México — UNAM, Manual
Moderno, 1978.
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’ 3.1.B.- DFTECGI()N DE LOS ESTERES DE LOS ACIDOS
(PARA QUE SIRVE? CARBOXILICOS (GRUPO FUNCIONAL DE LAS GRASAS)

¥

Detectar la presencia de esteres METODO- TECNICA

de acidos carboxilicos mediante
una reaccion que las convierta
en sales alcalis, al tratarse con
clorhidrato de hidroxilamina y
un hidréxido.

L.- Agregar una gota de solucion del éster en prueba a un crisol limpio.

I1.- En seguida, afiadir una gota de solucién alcohélica saturada de clorhidrato de
hiroxilamina y a continuacién poner una micro gota de solucién alcohélica de
potasa caustica.

III.- Calentar la mezcla en una micro flama hasta que aparezca un ligero burbujeo.

IV.- Después de enfriar se acidifica la mezcla con acido clorhidrico 0.5 Ny luego

IMPORTANCIA. ; Agregar una gota de solucion de cloruro férrico al 1% hasta que aparezca un

vire de color.

La importancia que presenta
esta prueba es, indudablemente
el gasto minimo de reactivo y el Presencia de esteres R = (+) Color violeta variable.
corto tiempo de realizacion de
tal manera que, teniendo los
reactivos necesarios se puede
adaptar muy bien a cualquier
circunstancia.

FUNDAMENTO APLICACION.

La aplicacion que presenta esta
practica es relevante dado que
(R, Ar) COOR, + NH,OH + Na OH podemos.adaptarla muy b.ien a los

laboratorios escolares, siempre y
cuando se tomen en consideracion

(R, Ar) CO (NHONa) + R; OH + H,0 las condiciones necesarias.

Muy bien se pude adaptar a nivel
El acido hidroxamico liberado por la acidificacion se medio superior y superior.

puede identificar con una reaccion colorida con cloruro
férrico. Mientras que las lactonas, que se consideran
como esteres internos, reaccionan muy semejantes a los

iNOTA esteres normales.
IMPORTANTE!

Se cuidaran las condiciones de CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.

la flama ya que esta puede

consumir  rapidamente el o

reactivo, también se debera Bésico Medio¢ Superloro

cuidar la aparicion del vire de
color.

1.- FEIGL Fritz, Pruebas ala gota en analisis
Cualitativo ¢ orgénico, 7%, México — UNAM, Manual
. L Moderno, 1978.

Semicuantitativo.

Cuantitativo.
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’ 3.1.C.- PRUEBA DE SUDAN Il Y IV
(PARA QUE SIRVE?

¥

Determinar por medio de una METODO- TECNICA

reaccion  colorimétrica, la
presencia de lipidos (4cidos
grasos y grasas neutras), usando
una prueba cualitativa.

L-Preparar 5 tubos de ensaye etiquetados segiin la muestra que se va a agregar:

Evidenciar la prueba de Sudan
en un medio de etanol en donde
la reaccion es mas afin entre las
grasas y el rojo escarlata dado
que es un colorante débilmente
acido, permitiendo que la
reaccion sea rapida.

IIL.- Agregar 3ml de agua destilada a cada tubo.

II1.- Agregar a cada tubo de ensaye una pequefia muestra de leche, mantequilla, jugo,
Chocolate solido, aceite vegetal.

IV.- Agregar 20 gotas de acido oléico.
V.- Agregar 1 gota de | reactivo de SUDAN 111 O 1V a cada tubo.

VI.- Mezclar y agitar durante 1’ min. Cada tubo.

IMPORTANCIA. @

Color del reactivo = rojo

Sus ventajas son variadas, entre Acidos grasos R = (+) Rosa — Rojo
estas tenemos su corta Grasas Neutras R = (+) Negro
realizacion, su sencillez, su
sensibilidad y ademas se pueden Las grasas son afines a los colorante SUDAN III y SUDAN 1V, realizando un ataque directo del
usar muestras biologicas faciles grupo hidroxilo del indicador al grupo carbonilo de las grasas, dando como resultado la formacion de
de conseguir y a un bajo costo. un éster

Tanto el sudan III como el ,
sudan IV son  colorantes FUNDAMENTO APLICACION.
selectivos  para  determinar d
grasas en células, tifiendo los
nucleos de color azul, el
citoplasma verde brillante y los
eritrocitos verdes; mientras que
las grasas individuales las tifie

de naranja (o] rojo. <\
\ ‘/)
SR

Es colorante de eleccion para
__\\ determinar grasas en las practicas

/ de Dbiologia para diferenciar
tejidos.

Es una técnica muy socorrida en
los laboratorios escolares desde el
nivel medio bésico hasta el nivel
C H, HO: superior en las areas biologicas y

i \> Ne N : N=N / \\ de ciencias de la salud.
Nt/
iNOTA

IMPORTANTE! SUDAN IV Fundamento de reaccion

‘O0C-R
SUDAN III  Fundamento de reaccion /

Se debe revisar la caducidad del CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.

reactivo y procurar que los tubos
de ensayo estén bien limpios y . . . I]I:II:>

Secos Basicoe Medioe¢ Superior ¢
) 1.-CAMPOS. C. G. y DELGADO. B. N. L;

EIISI ncqzi(;sd: o trzréziqic:;lézclt;/:rzz o Manual de bioquimica Celular, México, FESC.
Cualitativo ¢ Cl- UNAM, 1993.

con etanol.

2.-GARRIDO. F. German. .et. al. Manual de
Colorantes para laboratorios de Ciencia Basica,
Cuantitativo. México, UNAM — FESC, 2003

Semicuantitativo.
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’ 3.1.D.- SAPON[FICACI()N DE UNA GRASA: OPTENCION DE ACIDO
(PARA QUE SIRVE? PALMITICO (LAURICO - MIRISTICO) Y SUS ESTERES (1)

¥

Identificar la presencia de
esteres mixtos naturales a partir
de aceite de coco.

METODO- TECNICA

Generalmente un aceite o grasa L.- Preparar un bafio maria y colocar en su interior un vaso de precipitados de 1000 ml.

prf)polrc_iona una mezcla de 4 6 1L.- En otro vaso de precipitados de 250ml, disolver 26 g de hidroxido de potasio en 26 ml
mas éacidos grasos, en algunos de agua.

casos es posible que se
separaren forma de sus esteres IIL.- Agregar en el primer vaso, 30 g. de aceite de coco, agitar constantemente y agregar
metilicos o como complejos de poco a poco la soluciéon de hidroxido de potasio previamente disuelta.

urea y glicerina. . . 3 . , . .
IV.- Terminada la adicion continuar calentando en baiio maria y agitar durante S0 minutos,

Se conocen algunas grasas y en seguida, afiadir 500 ml de agua hirviendo, agitar bien.

aceites en los que predomina un
acido graso o una amina, por lo
que se utilizan como una fuente VI.- A la solucion que quedd, afiadir lentamente 80ml de écido clorhidrico concentradoy
para obtener fijadores en continuar calentando hasta que flote una masa aceitosa de color café.

perfumeria.

V.- *Separar 30 ml. de esta solucion*

VII.- Enfriar la suspension, separar la masa y secarla entre 2 hojas de papel filtro.

VIIL- Por iltimo fundir la masa en una capsula de porcelana y decantar para separar el
residuo de agua que haya quedado atrapado.

IMPORTANCIA. @

Etiquetar un frasco con tapa y verter la mezcla de 4cidos grasos en su interior, aplicar una
prueba colorimétrica para identificar la presencia de grasas.

Esta prueba a pesar de no
presentar muchas ventajas, nos
muestra como se separan

algunos esteres metilicos para FUNDAMENTO i APLICACION.

formar jabonaduras.

Reaccion de saponificacion de una grasa para obtener un En la segunda mitad del siglo XIX
iabon diversos factores, sobre todo
econdmicos, cientificos y técnicos
Quimica del jabén de saponificacion) se obtiene ja- produjeron el desarrollo del los

bén y glicerina: !
Segulin hemos dicho, al reaccionar grasa+alcali—jabén+glicerina Jabones y detergentes, El proceso

una grasa con una base (reaceidn Asl por gjemplo industrial diﬁere un  poco del

CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, O O casero, ya que las cenizas se

\(:< \uH/ \E{ \E:é \cﬁ \Cﬁ?\mf] \c~/\: N/ i sustituyen por hidroxido de potasa

o de sodio. Su combinacién con

CH, CH, CH, CH, CH, CH, CHy CH, CH O 0 diferentes grasas como cebo, aceite

NENENANYN SNl N de olivo o aceite de coco, producen
CH;  CH, i, CH, CH, CH, GHy:CH, = ¢ CH; + 3 NaOH N N N

diferentes tipos de jabones a los

que se les afade perfumes,

colorantes, emolientes y

[NOTA - ,‘ 't CP.‘--‘- & far desinfectantes.
IMPORTANTE!

' CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
Se debe cuidar el manejo de

HCI y KOH por los alumnos ya . ] ] o
que dichas sustancias son muy Basicoe# Medio# Superior ¢ , )
1.- DOMINGUEZ. Xorge A. Experimentos

corrosivas e irritantes para piel y

ojos L de quimica orgéanica, 5%e‘, México, limusa,
Cualitativo. 1984.

2.- BARRAL. T. Adela. et. al. jEso es

quimica?, México, biblioteca de recursos

Cuantitativo ¢ didacticos, Alambra, 1988.

Semicuantitativo.
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Identificar la presencia de sales
de acidos grasos.

A las sale de un acido graso, se
le llaman jabones.

A las sales de acidos grasos que
contienen sodio y potasio, se les
llaman detergentes.

Y a las sales de metales pesados
se les conoce como lubricantes.

IMPORTANCIA. @

Es sabido que los goteros
producen gotas esféricas con
soluciones jabonosas, todo esto
se debe a un estado de tension
en la superficie libre de los
liquidos. Este fenomeno es bien
aprovechado en el presente
experimento para valorar de
manera cualitativa la cantidad
de sales de un acido graso en
una solucion acuosa a través de
la observacion.

3.1.E.- SAPON!FICACION DE UNA GRASA: O‘BTENCI()N DE ACIDO
PALMITICO (LAURICO - MIRISTICO) Y SUS ESTERES (Il)

METODO- TECNICA

L.- #De la solucién previamente preparada, dividala en 3 tubos de ensaye con 10 ml

cada uno.

I1.- Al primer tubo aiiadir 10 gramos de sal fina (casera), y observar la separacién de
un jabon por efecto del “salado”

IIIL.- Al segundo tubo taparlo y agitarlo durante 2’ min., dejarlo reposar y anotar el
que tarda en desaparecer la espuma.

IV.- Al tercer tubo afiadir 5 ml. de una solucion de cloruro de calcio al 10%. Agitar la
mezcla y observar si se forma espuma. Continuar agregando cloruro de calcio en
solucion hasta que no se observe mas espuma.

V.- Haga una solucion al 2% de cualquier detergente comercial, separe en 2 tubos de
ensaye y repetir los experimentos 11 y I1I.

iNOTA
IMPORTANTE!

Se debe cuidar que la solucion
de cloruro de calcio este
preparada previamente y al
porcentaje que se pide, antes de
iniciar la practica.

FUNDAMENTO

APLICACION.

o

-

o CH, CH, -CHiCH,-CHy CH, CH, CH, E

h NN A
CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, O-Na*

d

Esterato de sodio (jabon)

CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH,

¥

ENININENINEN NS

CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, OH,

Cola hudrdfoba

Saponificacion y subproductos de reaccion de un detergente.

0 diversidad de

Cabeza hidrofila

La preparacion de jabon es una de
las mdas antiguas reacciones
quimicas de las que se tiene
noticia, fue conocida por Griegos y
Romanos. Hoy en, dia existen
marcas y
I presentaciones muy elaboradas en
C\ la industria de la limpieza.

O Na? Mientras que en los laboratorios
resulta ser una de las practicas mas
ilustrativas.

CLASIFICACION.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

Basicoe Medioe¢ Superior ¢

mon——

1.- DOMINGUEZ. Xorge A. Experimentos de

Cualitativo ¢
Semicuantitativo.

Cuantitativo.

quimica organica, 5%e4, México, limusa, 1984.

2.- BARRAL. T. Adela. et. al. ;Eso es quimica?,
México, biblioteca de recursos didacticos,
Alambra, 1988.
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¢PARA QUE SIRVE?

¥

Obtener por medio de
calentamiento enantaldehido y
acido undecilico a partir de
aceita de ricino, mediante una
técnica conocida como pirélisis

IMPORTANCIA. @

Solo cuando algunos
compuestos organicos (aceites),
se someten a temperaturas
elevadas, ya sea en presencia o
en ausencia de catalizadores, es
posible obtener la ruptura de
cadenas carbonadas largas a
estructuras mas simples.

3.1.F.- PIROLISIS O CRACKING DEL ACEITE DE RICINO

METODO- TECNICA

I.-Montar un equipo de destilacién como el que se muestra en el esquema con un matraz
para destilado de 250ml, un matraz Kitazato de S00 ml, un refigerante, un embudo de
peray 2 soportes universales.

I1.-Colocar en el matraz para destilado 75 g de aceite de ricino comercial mas 6g de brea
(colofonio) y tapar con un corcho bioradado.

En un orificio, colocar un termémetro (0- 360° C) y en el otro orificio colocar el embudo de
separacion de tallo largo (embudo de pera) para reducir la presion del sistema por medio de
una trompa de agua.

I11.- Calentar de 5’- 7’min.
Durante este tiempo recoger de 80- 100ml del destilado.
Simultineamente hay que agregar otros 75g de aceite de ricino al embudo de separacion

iNOTA
IMPORTANTE!

Podemos notar que el destilado
empezado cuando se desprendan
vapores blanquecinos.

Una vez obtenidos los ml
deseados, se suspende la
destilacion para evitar que se
endurezca la resina amarilla.

El calentamiento debe hacerse
rapido para obtener buenos
rendimientos.

FUNDAMENTO i E APLICACION.

OH

Esta practica en su tiempo fue
CH ;- (CH,)s—CH-CH - CH=CH - (CH ) ;—-COO —CH ; muy socorrida, cuando se
realizaba este tipo de pirolisis
| con el aceite de ricino, se
R-COO-CH, obtenia enantaldehido y 4acido
undecilenico a, este tltimo muy
R -COO-CH ; socorrido como principio activo
en algunas micosis del cuero

OTI cabelludo.

CH;-(CH;)s-CH, +

Obteniendo como productos de reaccion:

CH 3-CH = CH - (CH ;);- COO —CH;

Reaccién de pirdlisis con sus subproductos.

CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
on—— >

1.- DOMINGUEZ. Xorge A. Experimentos de
quimica organica, Sa/ed, México, limusa, 1984.

Basico# Medio¢ Superior ¢

Cualitativo.
Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.
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ESQUEMA 3 B

SUCCION

Fr~ 1A PirAalicie Hdal arcaita da =isaina

DOMINGUEZ. 35. Equipo de destilacion para una pirdlisis del aceite de ricino
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(PARA QUE SIRVE?

%

Detectar la presencia de glicerol
mediante su transformacion en
acroleina.

IMPORTANCIA. @

Cuando el glicerol se calienta
con agente deshidratante como
el bisulfato de potasio, el
glicerol se transforma en un
aldehido insaturado llamado
acroleina, el cual presenta
nuevas propiedades
fisicoquimicas.

El limite de identificacion es de
mucha sensibilidad ya que
identifica hasta 5 microgramos
de glicerol.

3.1.G.- DETECCION DEL GLICEROL MEDIANTE LA CONVERSION EN

ACROLEINA

METODO- TECNICA

L.-Colocar un tubo de ensayo largo y resistente a los cambios de temperatura en un agujero
redondo de una placa de asbesto (que se emplea cuando se requiere de altas temperaturas
o de incineracion para liberar un gas). El cubrir el extremo abierto del tubo con una pieza
de papel reactivo y se mantener en posicion con un casquete de vidrio.

I1.- Colocar una pequefia muestra de glicerol y enseguida mezclar con un poco de bisulfato de

potasio finamente pulverizado.

II1L.- Colocar en el extremo abierto del tubo un trozo de papel filtro humedecido con el reactivo

1 (previamente preparado) y cubrir con la tapa de vidrio.

IV.- La acroleina producida en el calentamiento colorea el papel de un “azul intenso”
Cuando se trata con hidroxido de sodio 2N, el area azul cambia a “color durazno”

V.- Si se procede a agregar el reactivo 2 se forma una mancha amarilla o pardo rojiza en el

papel.

Reactivo 1.- Mezcle una gota de nitroprusiato de sodio al 5% con una gota de piperidina o

morfina al 20%.

Reactivo 2.- Prepare una solucion de O-Dianisidina en acido acético glacial.

NOTA
IMPORTANTE!

este perfectamente limpio y
seco, ademas se debera tener
mucho cuidado para no
contaminar los reactivos 1y 2.

También se procurara no tener
contacto con el Nitroprusiato de
Sodio, la O- Dianisidina y el
Ac. Acético glacial ya que
resultan toxicos para piel y ojos.

El procedimiento aqui
mencionado, hace uso de la
volatilidad de la acroleina y de
sus reacciones de color y no
puede emplearse en presencia de
etilenglicol o de acido lactico,
ya que estos se descomponen en
las condiciones antes descritas
dandonos acetaldehido con las
mismas reacciones de color y
en consecuencia un falso (+).

FUNDAMENTO

LS

CH, (OH)CH (OH) CH, (OH) + K, SO,

A

— H, C=CH - CHO + 2 H,0

Cuando se calienta el glicerol con un agente
deshidratante como el bisulfato de potasio, el glicerol
produce acroleina que es un aldehido insaturado.

APLICACION.

En los procedimientos de quimica
legal esta técnica es muy valiosa
ya que se trabaja con el minimo de
muestras y la identificacion es de
alta sensibilidad.

Mientras que en los laboratorios de
medio superior y superior resulta
ser una practica muy ilustrativa y
de corto tiempo.

CLASIFICACION.

Basico Medioe¢ Superior ¢

Cualitativo ¢
Semicuantitativo.

Cuantitativo.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

mon——

1.- FEIGL Fritz, Pruebas ala gota en analisis
organico, 7%, México — UNAM, Manual
Moderno, 1978.
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3.1.H.- DETECCION DE ACIDOS GRASOS SUPERIORES EN
(PARA QUE SIRVE? PARAFINA Y VASELINA

%

Determinar la presencia de
acido estearico o de 4cido
palmitico mediante una reaccion
de coloracion con rodamina B y
vaselina o parafina, o ambas.

METODO- TECNICA

I.- En un micro tubo de ensayo colocar una gota de soluciéon bencénica con la muestra y
enseguida agregar una gota de solucién saturada de rodamina B en benceno.

I1.- Mezclar tratar con 1 6 2 gotas de una solucion acuosa al 1% de nitrato de uranilo o de
acetato de uranilo.

I11.-Agitar la mezcla y si los dcidos grasos estin presentes, la capa bencénica se vuelve roja
o rosada dependiendo de la cantidad del acidos grasos.

V.-Si cuenta con una lampara de luz ultravioleta y la muestra se expone a esta luz, la

IMPORTANCIA. ; capa bencénica presenta una fluorescencia anaranjada.

VLI.- En caso de presentarse una emulsion, la capa de benceno y agua se separa mediante un
centrifugado, este procedimiento revela una cantidad aproximada de 5 microgramos de

Se considera una prueba rapida acido palmitico o bien de acido estearico.

para los 4cidos grasos superiores
tgntp en parafina, vaselina o Presencia de acido estearico o acido palmitioco R (+) = Rojo o rosado.
similares.
En presencia de Luz Ultravioleta R (+) = Naranja fluorecente.
Si una solucién neutra de
uranilo se agita con una solucion
saturada incolora de rodamina B

en benceno, la capa bencénica FUNDAMENTO iE APLICACION.

se vuelve roja y fluoresce de
color naranja en presencia de luz
ultra violeta si estdn presentes
los acidos carboxilicos solubles Reaccion de fluorescencia con ac. Estearico y acido En los procedimientos de quimica
en el benceno. Palmitico. legal esta técnica es muy valiosa
ya que se trabaja con el minimo de
muestras y la identificacion es de
alta sensibilidad.

N{CaHsla

Mientras que en los laboratorios de
medio superior y superior resulta
+ SRCOOH = 200},] + 2H* ser una practica muy ilustrativa y
de corto tiempo.

N{CeHsly

IMPORTANTE! “N(CaHL)s

iCuidadol,tanto la cera de CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.

parafina pura como la vaselina

no deben contener mezclados o

acidos grasos superiores y con Bésico Medioe Super10r0

unto de fusién bajos: aundue 1.- FEIGL Fritz, Pruebas ala gota en analisis
P JOS; d organico, 7%e®, México — UNAM, Manual

estos pueden  estar presentes Cualitativo. Moderno, 1978
debido a los aceites y grasas

saponificadas, en algunos casos.

Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.
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INTRODUCCION

Los lipidos compuestos son
considerados lipidos simples
conjugados, unidas a moléculas no
lipidicas entre los cuales encontramos:
Fosfolipidos.-Son esteres que contienen
acido fosforico en lugar de un acido
graso, combinado con una base
nitrogenada.

Glicolipidos.-Son  compuestos  de
Carbohidratos,  acidos  grasos y
esfingosinol, llamados también
cerebrosidos.

Lipoproteinas.-son combinaciones que
se dan entre lipidos y proteinas.

Muchos de los lipidos complejos que se
encuentran en la naturaleza contienen
fosforo en su estructura, estando
soportados por un esqueleto de glicerina
(fosfoglicéridos) o de esfingosina
(esfingolipidos), estos son considerados
lipidos mas polares que los glicéridos
simples por tener algunos componentes
hidrofilicos, diferente a los
fosfogliceridos que por el contrario se
distinguen por tener una parte
hidrofilica y otra hidrofobica, muy bien
diferenciadas. Ademas de este caracter
anfipatico, en la parte polar puede
coexistir la carga eléctrica negativa del
fosforico y la carga positiva de un
amonio total o parcial, constituyendo un
i6n eléctrico mixto o “zwitterion”.

Los fosfoglicéridos naturales son
opticamente activos y, salvo unos
cuantos, se ha encontrado que todos
pertenecen a la  misma  serie
enantiomérica. Cuando se utiliza el
sistema de Cahn- Ingold- Prelog para
determinar la configuracion, existe una
confusion semejante en el siguiente
aspecto; los fosfoglicéridos naturales
poseen una configuracion R en el
carbono —2 de la glicerina, mientras
que los digliceridos obtenidos a partir
de estos  mismos, por  una
defosforilacion tienen una
configuracion S, contrariamente a lo
esperado.

3.2.- LIPIDOS COMPUESTOS

CITA TEXTUAL

Las inuey@ﬂcionex realizadns fara determinar
el /uﬂm" enel que o célul ﬁm/uce su sintesis de
ﬁ'ﬁip/oy, mediante el estudio de fg'm@x in vitro,
indican que ef ﬁiﬂmfo Y el intestino son los
centros  mds activos en la  sinfesis  de
fox’fojﬁbéﬂ‘/ox: Usando técnicas de marcaje, se
ha demostrado que casi todas las célulns tienen
la mpmi&/ﬂ/ de sintetizar dicho comﬁue;’fo,
e;(cepfo los ﬂ/ééu[oy r\oj’as, Pareciera como si
cadn fg’i;fa fuese una factoria de creacion de
fosfolipidos, que recie del plasma las unidades
estructurales (2).

IMAGEN:

H H
\l l
CyHy—C=C— C—O0H
H
I
—C—NH= ¢ —H
g i ¢ CH,
/.
CH,~—0 — P—0—CH,—CH,— N—CH,
0 e CHy
Esfingomielina
[cerdmidofosforicolina, en forme
de zwltterion)

GUIA DEL ESTUDIANTE. ()

D- A dque se le lloma BEf en un2
cromatogratia?

2)- iQué cuidados personales se deben tener
en ung veaccion de Lieberman —Buchord y
Salkowski?

- Cuil es la importancis  de  los
fosfosliceridos en el metabolismo?

COMENTARIOS

.

A pesar de la actual acertividad
que existe, acerca de las
membranas biologicas, se han
creado algunos modelos virtuales
que explican mejor la estructura de
la membrana celular. El estudio
combinado con los andlisis
quimicos derivados a partir de
homogenizados celulares y
aunado a las investigaciones
citologicas en Microscopio
electronico, ayudan a comprender
mejor el funcionamiento y sus
mecanismos.

Algunas funciones importantes
son: la regulacion de
contracciones, la asimilacion de
nutrientes y la excrecion de
desechos metabolicos en la célula
Los fosfolipiudos naturales, tales
como los existentes en las
mitocondrias, contienen restos de
acidos grasos poliinsaturados, por
lo que a temperaturas ambientales
se les encuentra en fase liquido —
cristalina, es decir, estan fundidas
en un estado muy fluido.

Actualmente se sabe que algunos
grupos polares de los
fosfogliceridos pueden
interaccionar  fuertemente  con
iones metalicos como Ca™, y
Mg"™, adoptando en el agua una
configuracion liquido — cristalina
caracteristica; mientras que ciertos
grupos polares pueden estar
relacionados con el transporte
ibnico de Na" y de K, siendo
esta ultima mas alta en el interior
de la célula (regulando la bomba
sodio — potasio).

Al existir un desequilibrio en la
regulacion de sodio y potasio, esta
se manifiesta como una “perdida
parcial o total de la fuerza
muscular”, que en realidad es una
perdida de comunicacion sindptica
en las terminaciones nerviosas que
controlan  la  relajacion y
contraccion del sistema nervioso.

PIE DE FOTO.

Estructura de un fosfolipido que
nos muestra las cargas parciales, asi
como sus respectivos grupos nitro y
fosforo (1).

FUENTES.

n—>

1).-MACARULLA. M. J; Biomoléculas lecciones de bioquimica estructural, Reverte,

3%eY, Espaa, Pearson, 1993.

2).-DURAN .M. / FAVART. P; La célula — estructura y anatomia molecular, Omega,

Espaiia, 1978.
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Detectar la  presencia de
colesterol mediante 2 reacciones
cuantitativas
Liberman - Buchard vy
Salkowski.

IMPORTANCIA. @

La importancia de esta prueba
radica en su prontitud y su
sencillez para llevarla acabo.

Ademas se pueden usar
muestras alimenticias, muestras
biologicas tratadas y algunos
farmacos que presenten estas
caracteristicas y que demas no
presenten alguna interferencia
Dadas las caracteristicas
anteriores, resulta muy util
desde el nivel medio superior y
el nivel superior, mientras que
en el nivel basico se recomienda
que solo sea demostrativa por su
riesgo.

La coloracién que se obtiene en
esta reaccion se debe
practicamente al movimiento de
electrones que hay dentro de los
anillos aromaticos, sobre todo
donde existen enlaces
conjugados.

3.2.A.- REACCION DEL COLESTEROL POR LIEBERMAN-BUCHARD Y
SALKOWSKI

METODO- TECNICA

REACCION DE LIEBERMAN Y BUCHARD
L.- Tomar un tubo de ensayo de 10 ml agregar 1 ml de una solucion de colesterol al 1 % en
cloroformo.

I1.-Enseguida agregar 2 ml de anhidro acético mas 0.2 ml de acido sulfarico concentrado,
mezclar correctamente hasta la aparicion de un color violeta que cambia de color.

R =(+) Verde Esmeralda

REACCION DE SALKOWSKI
I.- Tomar un tubo de ensayo de 10 mly agregar 1 ml se una solucién de colesterol al 1 %
en cloroformo.

I1.-Enseguida se afiadir 1ml de acido sulfiirico concentrado y mezclar cuidadosamente,
esperar el vire de color.

La fase cloroférmica adquiere un tono rojo mientras que la fase sulfiirica es amarilla con
fluorescencia verde.
Otras moléculas de la familia de los esteroles difieren en color en cuanto a esta prueba.

R =(+) Rojo

NOTA
PORTANTE!

utilizar deberan estar
perfectamente secos y libres de
contaminacioén ya que se puede
proyectar la reaccion o el tubo
pude estallar.

Por otro lado se debera tener
cuidado al trabajar con el
anhidro acético y el acido, ya
que pueden dafiar la piel y los
ojos con el contacto directo.

FUNDAMENTO APLICACION.

1.- Reaccion de Liberman 4 _
2.- reaccion de Buchard Es importante mencionar que la

reaccion de Lieberman -
Buchard, también puede
realizarse de forma cuantitativa. Si
se construyendo una curva patron a
diferentes  concentraciones de
colesterol con distintas
intensidades de color. Con esta
propiedad se puede proceder a leer
en un espectro para  su
cuantificacion.

Y por seta razon se puede apropiar
muy bien a los laboratorios del
nivel superior.

CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
mon——

Basico Medioe¢ Superior ¢

o 1.-MACARULLA. M. J. y GONI. M. F.
Cualitativo. Biomoléculas  Lecciones de  Bioquimica
. L. Estructural, REVERTE, Espaifia, 1993.

Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Evidenciar  la presencia de
diferentes fosfolipidos mediante
una técnica cromatografica en
placa de silica gel a partir de sus
Rf y evaluar la placa con el
método  de  cromatografia
bidimensional.

IMPORTANCIA. @

Con lo que respecta al método
de cromatografia
bidimensional, a diferencia de
los métodos convencionales,
después de haber realizado la
primera cromatografia en una
direccion  (con  cloroformo/
metanol); se seca el papel o
placa y se repite el proceso (con
una mezcla de cloroformo/
metanol/acido acético/agua),
solo que esta vez en angulo
recto con referencia a la
direccion original del flujo, de
esta forma las sustancias no
separadas en el  primer
disolvente, se separan en el
segundo. Ademas, otra variante
son los reveladores que se
utilizan como el molibdeno,
ninhidrina y bismuto.

3.2.B.- E?(TRACOI()N Y SEPARACION POR CROMATOGRAFIA DE
FOSFOLIPIDOS

METODO- TECNICA

I.-Tomar el tejido del que se van a extraer los fosfolipidos y homogenizar en un mortero con
una mezcla de cloroformo — metanol — acido clorhidrico al 200: 100: 1. Al realizar la
homogenizacion afnadir un volumen doble de dcido clorhidrico al 0.1 M.

I1.-Después de terminar el homogenado filtrar la mezcla y centrifugar a 2500 — 3000 rpm
de 10 -15'min. para obtener los fosfolipidos.

II1.-Del centrifugado se debe obtener la fase inferior (cloroformo / fosfolipidos) y evaporar
hasta obtener solamente un volumen pequeiio.

IV.-Aplicar el volumen obtenido con la ayuda de un capilar (de 3 — S puntos), en la parte baja
de la placa cromatogrifica de silica gel “G”.

V.-Montar la placa en una cimara saturada con una mezcla cloroformo — metanol — agua, al
65: 25: 4 . Donde la solucion llegue a la parte baja de la placa.

Cuando la mezcla (la fase movil) alcanza el borde superior, la placa (la fase estacionaria )
Se debe sacar, se seca bien y se expone a vapores de yodo para obtener el revelado.

VI .-Observar la serie de manchas que aparecen en la placa y comparar por bibliografia los Rf
(Relacién de frentes) que aparecen de lisoderivados, Fosfatidilserina, esfingomielina,
fosfatidiletanolamina, cardiolipina, lipidos neutros y fosfatidil inositol + fosfatidil colina.

iNOTA
IMPORTANTE!

La desventaja que presenta es
que al revelarse con yodo, la
lectura de Rf debe ser rapida, ya
que el revelado no es
permanente.

FUNDAMENTO APLICACION.

5

Al igual que en una cromatografia de columna un soluto
mas polar esta mas atraido por un adsorbente que un soluto
menos polar. De esta manera los compuestos como los
alcoholes, los acidos carboxilicos y las aminas son atraidos
con mas fuerza que los hidrocarburos o los compuestos
halogenados. También la polaridad del disolvente influye
en la velocidad a la que asciende el soluto por la capa del
adsorbente. Para un soluto y un adsorbente dados el cambio
de un disolvente menos polar a uno mas polar llega a
producir una atraccion mayor del disolvente por el soluto y
en consecuencia se desplazara con mayor velocidad.

Su aplicacién es muy variable en
los niveles medios superior y
superior, ya que la interpretacion
y manejo de informacion no es del
todo sencilla para los niveles
basicos, por esta razén se
recomienda realizar las practicas
de manera cualitativa y / o
demostrativa

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
non—

CLASIFICACION.

Basico Medio¢ Superior ¢

1.-MACARULLA. M. J. y GONI. M. F.
Biomoléculas  Lecciones de  Bioquimica
Estructural, REVERTE, Espafia, 1993.

Cualitativo.

Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.
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ESQUEMA 3 C

ol
1 S-Sl M.~ e t——— ,-—
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3 |
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Direccién de flujo
del primer
disolvente
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Prrse e ey ¢l segundo
° | e disolvente
1
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Wt . e : . et
Direccién de flujo | . Separacién si
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' disolventes
L3) : o I's) ! b
@ | > e l
]
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- !
._.{..,J.., SR |
Separacidén si sélo
se utiliza el
primer disolvente

FREIFELDER. Cromatografia Bidimensional de Fosfolipidos. En la cromatografia
bidimensional se debe de tomar en cuenta que una vez marcado el punto de origen con
la “X”, ésta correrd en forma diagonal hacia la contra esquina, por ésta razéon es muy
importante marcar bien el punto de partida (superior izquierdo o inferior izquierdo).
Esta cromatografia es muy ttil cuando se trabajan mezclas de disolventes en distintas
proporciones, y lo mismo sirve para identificar fosfolipidos, mezclas de aminoacidos y
mezclas de nucleotidos.
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INTRODUCCION j

d
Los lipidos asociados o derivados son
considerados como un grupo
heterogéneo, pero que aun asi se
comportan como lipidos, entre estos se
encuentran:

Los  pigmentos, las  vitaminas
liposolubles, los esteroles, los
hidrocarburos y en ocasiones entran los
acidos grasos.

Los pigmentos y las vitaminas son
fitoquimicos derivados de lipidos que
se encuentran regularmente en un
organelo celular llamado vacuola
celular

Comunmente los esteroides estan
formados por 4 anillos de 6 carbonos
unidos entre si, con grupos funcionales
adicionados. También se les conoce
como derivados del ciclopentano
perhidrofenantreno.

Cabe mencionar que estos no son todos
los lipidos derivados que intervienen en
el metabolismo, ya que existen otros
como los lipidos pirrélicos
(hemoglobina), que se encuentra en la
sangre en los animales.

Por lo que respecta a los hidrocarburos
son mejor conocidos como derivados
del petroleo u oleoductos.

Estos tltimos representan una parte
sustancial en la economia de un pais,
ya que su déficit influye
determinantemente en el fondo interno
bruto de una nacion.

Muchos energéticos y derivados del
“oro negro” como los polivinilos,
polietilenos o poliesteres son quienes;
determinan la inclinacion diaria de la
bolsa de valores en el mercado libre.

Existe un gran niimero de analisis para
evaluar las caracteristicas
fisicoquimicas de las grasas, sin
embargo los tradicionalmente
empleados en los laboratorios quimicos,
ofrecen gran informaciéon sobre su
naturaleza, comportamiento y origen;
como por ejemplo su solubilidad en
solventes polares no polares, si son
saturados o insaturados y su efectiva
reaccion ante sale inorganicas como el
KOH, NaOH vy I, principalmente.

3.3.- DERIVADOS DE LIPIDOS

CITA TEXTUAL

EL ACEITE OF OREGANO FRENA
EL CRECIMIENTO DE BACTERIAS
ENLOS ALIMENTOS

\S’ggun una inuexfiﬂﬂcia’n de ln universidad de
chibuahua  (Mixico). La investigacion  se
centri en el estudio de los camponenfey
antimicrobiales de las  plantas  medicinales
usadns en lu alimentacion. El descubrimiento
abre nuevas ﬁo;'iéifi/méy a las téenicas de
conservacion de los alimentos a ﬁm'ﬁr de

ﬂm/ucfoy naturales (2).

IMAGEN:

Colestarol [C27)

GUIA DEL ESTUDIANTE. ?
1)- Diga Cudles son los % drupos m3s
importantes de los aceites volatiles?

2)- Defing Isomero

3)- Diga écual es la importancia de los mdices
para una grasa?

PIE DE FOTO.

Representacion de 2 estructuras
uniciclicas y policiclicas, una de origen
vegetal (limoneno y alcanfor) y otra de
origen animal (colesterol) (1)

FUENTES. n—>

1).-MACARULLA. M. J; Biomoléculas
lecciones de bioquimica estructural,
Reverte, 3a/ed, Espaiia, Pearson, 1993

2).- UNIVERS. De Chi. El aceite de
orégano. DISCOVERI DE  SALUD
N° 18/ Jul / 2000

COMENTARIOS

]

ESTEROLES. Estas sustancias
estan integradas por el grupo de
los fenantrenos, entre los cuales
destacan los isoprenos quienes
derivan de una planta muy
conocida  por la  industria
farmacéutica, el barbasco del cual
se obtienen varias hormonas que
son sintetizadas por medios
quimicos.

Los aceites que portan las esencias
son mas que simples moléculas
organicas, dado que estas
comparten la presencia de anillos
carbonados de 6 atomos con
dobles enlaces (semejantes a los
anillos de los esteroles — los
flavonoles), lo cual les profiere el
caracter de aromaticidad a los
compuestos.

Suelen incluirse algunas moléculas
formadas por condensacion de
unas  cuantas  unidades de
isoprenos.  Quimicamente  son
hidrocarburos como el pineno y el
limoneno y algunos cumplen
funciones oxidativas como el
alcanfor. Otros terpenoides de
interés fisiologico

En el reino vegetal reciben el
nombre de fitoesteroles, entre los
cuales destacan el sitoesterol, el
estigmasterol y los aceites etéreos,
que comprenden a 4 grupos:
terpenos  relacionados con el
isopreno 'y el isopenteno,
compuestos carbonados de cadena
lineal sin cadenas laterales,
derivados del benceno. Mientras
que en el reino animal destacan el
colesterol, la vitamina D, el
cortisol, el estradiol y Ia
testosterona principalmente, todos
ellos importantes en el
metabolismo de animales 'y
vegetales.

Hoy en dia, gran parte del interés
enfocado sobre el colesterol, se
debe a la relacion entre esta
sustancia y la presencia de placas
de material lipido y fibroso
cumuladas en el interior de las
arterias coronarias, la aorta y otros
vasos. En la actualidad no existe
un procedimiento seguro para
impedir el depdsito de colesterol,
y disminuirlo en el suero no
garantiza el depodsito en los vasos.
Los mecanismos de ajuste son muy
complejos; cuando se reducen en
la dieta, aumenta la sintesis del
colesterol hepatico y se eleva el
colesterol sérico en sangre.

66




’ 3.3.A.- DETERMINACION DE GRASAS POR SU ISOMERIA
(PARA QUE SIRVE? CIS - TRANS

¥

Obtener una grasa sélida a partir
de una liquida mediante una
transformacion de isomeria
cis — trans a través de una
reacciobn  organica con un
catalizador inorganico.

METODO- TECNICA

I).-Tomar un tubo de ensayo de 10 ml, agregar 2 ml de aceite de oliva, 1 gota de mercurio y
3ml de acido nitroso diluido al 1:1; calentar suavemente y esperar el cambio.

L.- Para la siguiente practica tomar 2ml del liquido obtenido en la practica de saponificacion
que contenga glicerol o agregue directamente el glicerol, u otro aceite en un tubo de ensayo
del0ml.

IMPORTANCIA. @

I1.-Enseguida agregar un poco de bisulfato de potasio o sulfato de sodio anhidro (deshidratante)

El liquido obtenido en las

practicas de saponificacion se
puede presenciar por una I11.- Poner a calentar la mezcla hasta que se liberen humos blancos de olor tipico, retirar la

reaccion de Molish  cuya mezcla y después de un tiempo, ésta solidifica.

presencia se nota por un vire de
color. Esta reaccion es clasica
en la evidencia de azlicares, por
ende, si existen azucares
presentes en la alicuota, esta
puede darnos un falso (+).

FUNDAMENTO ﬁ APLICACION.

Es sabido que las grasas que contienen acidos insaturados Esta prueba ademas de ser muy
en forma “cis” son liquidas a T ©® ambiente pero, al inducir sencilla, suele ser cualitativa por lo
la transformacion quimica con un catalizador, la grasa se que su aplicacion es muy valida en
transforma en “trans” y por lo tanto se solidifica, siendo su los niveles basico y medio
punto de fusion mas elevado. Por ejemplo superior para la identificacién de
acidos grasos.

Acido oleico (lig.) + Catalizador (Ac. Nitroso)——»

Acido heliaco (sol.)

9 — Cis octadecenoico (liq) + ac. Nitroso ——
iNOTA

IMPORTANTE! 9 — Trans Octadecenoico (sol)

Procure no exponer el tubo de CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.

ensayo durante tiempos

prolongados, caliente o

suavemente y retire de vez en Basico# Medio ¢ Superlor

vez.
Procure no aspirar los vapores 1.-MACARULLA. M. J. y GONL M. F.

de 4cido nitroso ya que son Cualitativo & Biomoléculas  Lecciones de  Bioquimica
toxicos y no tenga contacto Estructural, REVERTE, Espafia, 1993.

directo con el acido en pie y
0jos. Cuantitativo.

Semicuantitativo.
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Obtener un aceite esencial
(limoneno) a partir de cascara de
limén fresca, mediante una
técnica de bidestilaciéon por
arrastre de vapor.

IMPORTANCIA. @

La mayoria de los vegetales
superiores ~ contiene  aceites
esenciales en sus cortezas raices,
pétoalos, flores, frutos y hojas.
Estos aceites son una mezcla de
terpenos que se obtienen con
trampas por arrastre de vapor y
con distintos solventes
organicos.

Los monoterpenos se encuentran
muy  distribuidos en la
inaturaleza. Los 2 esqueletos de
isopreno se pueden disponer en
varias formas, aunque en union
cabeza  cola. Se  tienen
hidrocarburos lineales como el
mirceno, monociclicos como el
limoneno y biciclos como el
canfeno, el a - tuyeno o
sabineno. A los terpenos
oxigenados se les llamo
alcanfores. El término se usa
regularmente para las cetonas
que se obtienen con arrastre de
vapor del arbol del alcanfor.

Los terpenos oxigenados pueden
tener funciones alcohol,
aldehido, esteres y fenoles y por
ésta razon también pueden
extraerse con éter de petroleo
directamente de la planta fresca.

3.3.B.- EXTRACCION DE UN ACEITE ESENCIAL -DESTILACION POR
ARRASTRE DE VAPOR

METODO- TECNICA

I.- Montar un equipo de destilacion como sigue:

Montar 3 soportes universales. Alinear los 3 soportes universales con la plancha a tu frente.
A tu izquierda tendras el soporte n°l, al centro el soporte n’ 2 y a tu derecha el soporte n° 3; en
ese orden.

IL.- Colocar en los 2 primeros, un aro de hierro, una rejilla de asbesto para cada uno, un
mechero para cada uno y una pinza de goma para cada uno. Al 1° colocar un matraz de balén
de S00ml mas 250ml de etanol, taparlo con un tapén de goma con 2 orificios; en un orificio
colocar un termometro de 100 ° C y dejar libre el otro. En el 2° soporte, colocar un matraz de
balén para destilado y unirlo con el 3er soporte mediante un tapén que esté insertado en un

refrigerante de serpentin sostenido a su vez por una pinza de goma. Unir los matraces de balén
1y 2, mediante un tubo de vidrio doblado en forma de “u”y colocar un matraz Erlen Meyer de
250ml debajo de la boquilla del refrigerante.

IIL.- Colocar en el matraz n°2,300ml de etanol y las cascaras suficientes de limon hasta 2/3
partes del matraz; taparlos bien, conectar las mangueras del refrigerante, abrir la llave de agua
y prenda los mecheros.

IV.- Echar a andar la destilacién, cuidar que el alcohol no falte en ninguno de los 2 matraces,
que las mangueras del refrigerante estén correctamente conectadas. Cuidar también que el
bulbo del termémetro no toque las paredes ni el fondo, pero si el alcohol.

V.- El proceso de destilado lleva de 90’ — 180’min, aproximadamente, todo dependera del aceite
esencial que se esté extrayendo. La primera fraccion sera opaca conocida como cabeza
(se desecha), la 2" fraccién se recolecta en un frasco ambar, su destilado sera mas lentoy de
color cristalino (con olor a la fragancia), tipelo. En tercera instancia obtendra la cabeza del
destilado, que puede juntar con la cabeza del destilado. Otra manera se puede dar a través del
arrastre de vapor con un Soxhlet como se muestra a continuacion

iNOTA
IMPORTANTE!

Cuide que el alcohol no falte en
ninguno de los 2 matraces, que
las mangueras del refrigerante
estén correctamente conectadas.
Cuide también que el bulbo del
termometro no toque las paredes
ni el fondo, pero si el alcohol.

FUNDAMENTO

APLICACION.

I

La extraccion por arrastre de vapor se fundamenta Resulta ser una practica muy
basicamente en el manejo de temperaturas del solvente ilustrativa para los 3 niveles. Esta
organico ya que el punto de ebullicién debera ser menor al prueba ademas de ser muy
punto de fusion del aceite esencial, de lo contrario se corre sencilla, suele ser semicuantitativa
el riesgo de descomponer a las moléculas que componen la por lo que su aplicacion es muy
fragancia. valida en el nivel superior y el
medio superior para la extraccion
de fragancias naturales en el area
biologica.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
mon——

CLASIFICACION.

Basicoe Medio ¢ Superior ¢

1.- Q.B.P. ANGELES. O. Glafira, Practicas de
quimica 1 -2, Tronco comun del bachillerato,
4% México, Publicaciones culturales, 1998.

Cualitativo.

Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.
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ESQUEMA 3D

¥ Coerg e X

¥ Celoeze 4~

Entrada
de agua
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ANGELES. Montaje para bidestilacion de un aceite esencial de un producto natural




ESQUEMA 3 E

—® Refrigerante

» Recolector de

»

aceite

Soxhlet

Matraz con
» compuestos

organicos

35. DOMINGUEZ. Montaje de un soxhlet para la extraccion un aceite esencial por

arrastre de vapor
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(PARA QUE SIRVE?

%

Determinarla  presencia  de
flavonoides en wuna muestra
vegetal en medio alcohol y otra
en medio acuoso mediante una
reaccion con morina en medio
bésico y un agente quelante.

IMPORTANCIA. @

La capacidad que tienen los
derivados de hidroxi de la
flacona y el flavonol para
actuar como colorantes que
requieren mordientes, es decir,
que pueden ser fijados por la
alimina y otros hidroxidos
metalicos, esta relacionada con
la posicion quelante de los
grupos OH con respecto a los
grupos CO. El grupo OH en la
posiciéon 5 es particularmente
activo.

Cabe aclarar que los aceites
esenciales como pino, limon,
rosa geraniél, menta, etc.,
pueden definirse, también como
aceites volatiles y se clasifican
como lipidos, debido a su
solubilidad y a su origen en la
planta viva. De estos se conocen
4 grupos relevantes.

Terpenos relacionados con el
isopreno o el isopenteno.
Compuestos de cadena lineal sin
cadenas laterales.

Derivados del benceno.

Y otros no incluidos en los 3
grupos anteriores.

3.3.C.- REACCION DE IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES EN

VEGETALES

METODO- TECNICA

L.- Investigar previamente que vegetales contienen derivados de la flavona I y del flavonol 11

(5 — Hidroxiflavonoles).

I1.- Macerar en 2 mortero diferentes una muestra de esta planta, una en alcohol y otra en

agua.

I1.- En una placa con 3 posos colocar: 3 gotas de una solucion acida al 0. 01% de cloruro de

circonio en cada 3 depresion.

IV.- Posteriormente, tratar con una gota de solucion de prueba en alcohol con el flavonoide,
otra se trata con el flavonoide en medio acuoso y la tltima se debe tratar con una gota de

agua sola.

V.- Por ultimo, exponer las posas a una lampara de luz ultravioleta, y si la morina esta
presente, puede observarse una fluorescencia amarilla verdosa cuya intensidad de
luminiscencia es directamente proporcional a la concentracién presente en la muestra.

*Cantidades muy pequefias dan una fluorescencia azul- verdosa.

NOTA
IMPORTANTE!

==

esta practica requiere de una la
para de luz ultravioleta para
evidenciar la presencia de la
morina.

FUNDAMENTO

Reaccion que nos muestra la

hidroxiflavonoles (morina)

5

formacion

de

APLICACION.

Esta prueba ademas de ser muy
sencilla, suele ser semicuantitativa
por lo que su aplicacion es muy
valida en el nivel superior y el
medio superior para la
identificacion de flavonoides en el
area biologica.

CLASIFICACION.

Basico Medio# Superior¢

Cualitativo.
Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

mon——

1.- FEIGL Fritz, Pruebas ala gota en analisis
orgénico, 7%, México — UNAM, Manual
Moderno, 1978.
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Lipidos sencillos <

Derivados
lipidicos

Lipidos

Lipidos
complejos

ESQUEMA 3 F

/-"’

Glicéridos
Ceras

Acidos grasos
Alcoholes
Lipovitaminas

Hidrocarburos

Glicerofosfatidos

Lipidos complejos

Esfingulibidos

, Acidos fosfatidicos - Lecitina

Fosfatidos de inositol
. Plasmalogenos

Cefalinas

Esfingomielina
Cerebrésidos - Sulfatidos

Ganglidsidos

REINHARD Esquema que nos muestra una clasificacion de los lipidos
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INTRODUCCION

En 1900 Emil Fischer sintetizd un
polipéptido con 18 aminoacidos, y un
alumno suyo uno de 19 aminoacidos.
Este polipéptido (PM = 1326) mostro
un comportamiento fisico y quimico
semejante al de los productos de
degradacion de las proteinas, las
llamadas proteosas o peptonas.

Como tal, el término aminoacido,
proveniente del grupo amino (NH,),
antes amida, originalmente de amonia
y derivada de aer urinosum, aplicado a
las sales de amonio provenientes de la
orina putrida, dado que destilaban un
olor caracteristico; y acido por oxigene,
del Griego (’)gﬁg, cuyo  grupo
adyacente caracteristico es (COO H).
Ambos le dan wun caracter de
bipolaridad.

Cuando se tienen el mismo nimero de
cargas positivas y negativas a un pH
especifico para cada aminoacido, se
dice que el aminoécido esta en su punto
isoeléctrico.

Los elementos biogenésicos que lo
componen son C, H, NNO y S
principalmente aunque existen otros
elementos que le dan estabilidad a la
uniéon formada entre aminoacidos,
acidos nucleicos, azlicares y grasas
como son: P, Fe, Cu, Mg, etc.

La formula de los aminoacidos
generalmente se representa como sigue
(RCH(NH,)COOH). En donde R
corresponde a la cadena lateral.

La hidrolisis producida a diversas
proteinas animales y vegetales, ha
comprobado que los productos aislados
han sido casi en su totalidad

o — aminoacidos (tanto el grupo amino
como el grupo carboxilo se encuentran
en le carbono a) y esta demostrado por
sintesis total que constituyen las
unidades estructurales de las proteinas.
Se conocen mas de 140 aminoacidos
aislados, pero solo 20 funcionan como
monomeros o constituyentes basicos de
las proteinas de los cuales hay 19
aminoacidos 1 iminoacido (la Prolina)
ya que su estructura no permite la
migracion en una electroforesis).

Un enlace peptidico se forma cuando un
grupo carboxilo de un aminoacido se
une a un extremo amino de otro
aminoacido, desprendiendo una
molécula de agua en la reaccion
(proceso de deshidratacion). Cuando 50
6 mas aminoacidos se unen, se dice que
se ha formado una proteina.

4.- AMINOACIDOS

CITA TEXTUAL
En 1864 cayd un meteorito en el pueé/o de

Uryuei[ cerca de Mountauban, Francia. En
1963, 9. R, Kap/an raspo un froco de poﬁ/o de ln
J'M/,verﬁcie del meteorito Y lo analizs, encontrando
una multitud de aminodcidos que, hasta enfonces,
se consideraban ﬁmﬁcu[am‘ de los a@am}'mw‘
vivas (los aminodcidos son las molecéculas con las
que se camfm!yen las /)rofeinm', Los que encontrg
'Kﬂﬁ/ﬂn en ol meteorito ﬂfemn ﬂﬁcina, alanina,
valina, ﬁmﬁna, dicido mpa’rﬁco Y dicido
ﬂ/m%mico}, De hecho, los encontré incluso en
mayores cantidades que las que se obtienen en
exﬁerimenfm' de ﬁﬁo Millar - 'Mr@, Ademis,
encontrd 2 de las 4 bases nifmﬂenﬂ/m que
conforman al AON Y al ARN (adenina Y
ﬂuﬂm’rm} (2).

PIE DE FOTO.

William Latam basa su programa
Mutador para crear formas en base a
algoritmos genéticos. Modelo virtual de
algunos aminoacidos unidos entre si
formando un péptido (1)

COMENTARIOS

.

Puesto que el grupo amino es
adyacente al carbono, se dice que son
compuestos quirales u optimamente
activos. Es importante puntualizar
que el uso de las convenciones L y D,
se refiere solo a la configuracion
relativa y no proporciona
informacion respecto a la direccion
en que se desvia la luz polarizada del
compuesto.

La facilidad que tiene cada a.a. para
reaccionar se debe a la naturaleza
quimica de su radical, la cual lo hace
mas estable.

En tanto, los nombres de los
aminoacidos se designan con las 3
primeras iniciales, en donde la
primera inicial siempre se escribe con
mayuscula y las 2 siguientes con
minusculas, en forma de abreviatura.
Aunque estas derivan del inglés
tienen un caracter universal y no
deben de sustituirse por las letras del
nombre en espafiol.

Los aminoacidos son regularmente
compuestos incoloros y cristalinos
que tienen el aspecto de un polvo
blanco. Las formas cristalinas que
toman son variadas, desde haces y
agujas delgadas (Tirosina) hasta
formas hexagonales (Cistina). Los
sabores varian desde el amargo
(Arginina), pasando por el insipido
(Tirosina) hasta el dulce azucarado
(Glicina y Alanina).

Hoy en dia, existe una demanda
creciente de aminoacidos
individuales puros para su empleo en
medicamentos, alimentos sintéticos,
y para usos de investigacion en
nutricion y metabolismo. Dicha
demanda ha mejorado el aislamiento
y  sintesis de aminoacidos. Los
productos comercialmente
disponibles, varian en precio desde
unos centavos por cada gramo hasta
varios  dolares por miligramo,
dependiendo del grado de pureza.

GUIA DEL ESTUDIANTE. ?
1-6Con dqué reaccion se identifics 9 los 223
de maners genérics?

2-¢MA que 22, se le conoce como
iminedcido?

FUENTES. —>
1).-KANTOR Jhonathan (foto),
Magquinas que piensan, Las
Computadoras como artistas, Discover
en espaiiol, Febrero 2001.
2).-ALDANA Maximino et. al, La
vida... jse origino en la tierra?, ;Como
Ves?, Afio 2, N°23. Octubre 2000.
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Identificar el comportamiento de
la urea en un medio basico y en
un medio 4acido, como un
producto aminado.

IMPORTANCIA. @

La urea es encontrada
frecuentemente en los vegetales
como un producto intermedio de
reacciones bioquimicas, por
ende su importancia, ya que de
esto dependera el buen
desarrollo y fructificacion de los
mismos. Dicho compuesto se
encuentra en las raices de los
vegetales y es biotransformado
por algunos hongos y bacterias
para la obtencion de oxigeno de
la planta.

4.A.- PRUEBA DE HIDROLISIS DE UREA Y FORMACION DE UN
COMPUESTO DE UREA

METODO- TECNICA

Hidrolisis de 1a urea

I.- Afiadir a un tubo de ensaye Sml de una solucién de hidréxido de sodio al 5% + 0.5 g de
urea y calentar suavemente.

I1.- Esperar un momento a que se desprenda el gas.

Formacion de un compuesto de urea

L.- Poner en un tubo de ensaye 2g de urea en un poco de agua + unos ml de icido nitrico
concentrado.

R (+) = Precipitado de nitrato de urea

iNOTA
IMPORTANTE!

Tenga cuidado al manejar el
acido y la base ya que éstas son
corrosivas. Sus productos de
reaccion generan algunos gases
que son toxicos.

FUNDAMENTO i APLICACION.

A pesar de ser una prucba muy
Muchos compuestos aminados son susceptibles a los sencilla y répida no se recomienda
cambios de pH como la urea, formando nuevos aplicarse en los niveles basico ni
compuestos (ler caso) o el nitrato de urea (en el 2° caso); medio superior dada la naturaleza
los cuales formaron una. de los reactivo, pero bien se puede
aplicar en el nivel superior.

ler caso H,N — CO — NH,

2° caso NO; — HN - CO — NH,

CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
mon——

Basicoe Medioe¢ Superior ¢

1.-BREWSTER Q. Ray, Curso de Quimica
Cualitativo Organica experimental, Espafia, Alhambra, 1978.

Semicuantitativo.

Cuantitativo.
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Preparar una resina de urea con
formaldehido, valiéndose de un
medio acido.

IMPORTANCIA. @

Las resinas de urea
formaldehido se emplea
particularmente para articulos de
moldeo y para cintas adhesivas
que hoy estan en boga en la
industria del pegamento y que
también es 1til para la industria
papelera.

4.B.- FORMACION DE RESINA DE UREA

METODO- TECNICA

I.- Agregar a un tubo de ensayo 3g de urea + Sml de dcido clorhidrico concentrado en 30ml de
agua.

I1.- Afiadir unas gotas de anaranjado de metilo + 3ml de formalina, mezclar bien los reactivos
por agitacion y dejar reposar el tubo por varios minutos hasta que aparezca una resina.

R (+) = Aparicién de una sustancia viscosa (resina de urea)

iNOTA
IMPORTANTE!

Tenga cuidado al manejar los
reactivos y sus productos ya que
pueden ocasionar dafio.

FUNDAMENTO i APLICACION.

Esta practica es de facil aplicacion,

La formacién de resina de urea consiste en la repeticion por lo cual se puede llevar a cabo

multiple de la reaccién entre la urea y el formaldehido en bien en los tres niveles, siempre y
un medio acido. cuando se tenga el cuidado

adecuado con los reactivos. Hoy
en dia se aplica en la industria de
algunas cintas adhesivas.

CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
mon——

Basicoe Medioe¢ Superior ¢

1.-BREWSTER Q. Ray, Curso de Quimica
Cualitativo Organica experimental, Espafia, Alhambra, 1978.

Semicuantitativo.

Cuantitativo.
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’ 4.C.- IDENTIFICACION DE ACIDO URICO POR ENSAYO DE LA
(PARA QUE SIRVE? MUREXIDA

¥

Identificar las purinas presentes
en el acido urico, mediante una
reaccion conocida como
“Ensayo de la Murexida”, la
cual hace evidentes a los .- Colocar en una capsula de porcelana 200 mg de acido urico
productos de la purina por un
vire de color. I1.- Agitarlos con una varilla de vidrio y agregar 1ml de acido nitrico concentrado.

METODO- TECNICA

I11.- Calentar muy suavemente las pozas o las capsulas de porcelana con un mechero (en caso
De que lo haya hecho por separado), hasta que el contenido se evapora casi hasta la
sequedad.

IMPORTANCIA. @ IV.- Secar un frasco de amoniaco concentrado en el interior de una campana y exponer las
Muestras a los vapores, esperar los resultados.

Es conocido que las purinas Identificar la presencia de color, su ausencia y la intensidad del mismo.

comprenden a un  grupo
numeroso de compuestos entre
los cuales figuran, la cafeina, las R (+) = Aparicion de un color rojo pirpura caracteristico de la reaccion de las murexidas.
bases puricas provenientes de
unja hidrélisis de los acidos
nucleicos y por supuesto, el
acido trico.

Por lo demas es una practica

muy sencilla y répida, que bien FUNDAMENTO i APLICACION.

puede llevarse del nivel
cualitativo hasta el nivel

cuantitativo. . . . .
Esta practica bien puede aplicarse

Muchas de las purinas dan una reaccion coloreada que se a os niveles basico y medio
le conoce con el nombre de “Ensayo de la Murexida”. superior ya que no es necesario
Bien se sabe que las purinas, al ser estructuras aminadas contar con todas las condiciones
y con dobles enlaces, se vuelven resonantes en un sofisticadas de un laboratorio ni
medio acido, promoviendo el movimiento electronico. con la pureza de la muestra; bien
se puede adaptar a las necesidades
De esto, se deduce que “a mayor numero de estructuras del laboratorio escolar con el
resonantes, mayor serd el color y mayor serd la numero y seleccion de muestras
estabilidad de la molécula”. deseadas.

Aunque es muy poca la informacion que se conoce de
sus productos, es cierto que identifica muy bien a los
derivados de purinas como la cafeina y el acido urico.

iNOTA
IMPORTANTE!

- . CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
Tenga cuidado de manejar muy
bien la muestra de é4cido urico o

para no contaminarlas, trabaje Basico¢ Medio ¢ Superi0r0
con guantes de latex, no tenga
contacto  directo con el
amoniaco, trabajelo en una
campana extractora; ademas
procure no tener contacto
directo ni con el acido nitrico ni
con la murexida.

. 1.-BREWSTER Q. Ray, Curso de Quimica
Cualitativo. Organica experimental, Espafia, Alhambra, 1978.

Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.
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INTRODUCCION j

Grupo IIl. En este grupo existen 2
aminodcidos principalmente:

Acido aspartico y Acido glutimico;
ambos tienen un grupo carboxilico en la
cadena lateral que les confiere sus
propiedades  acidas. En el pH
fisiologico, los 3 grupos funcionales de
estos aminoacidos se encuentran
ionizados en una especie con carga neta
de -1, por ejemplo aspartato y
glutamato.

También se les conoce como a.a.’s con
carga (-)

En la dieta normal, los a.a.’s no son
biomoléculas combustible muy
importantes. Sin  embargo, en
determinadas circunstancias son una
fuente  significativa de  energia
metabolica.

Cuando los a.a.’s de la dieta exceden la
demanda requerida para la sintesis de
proteinas, los  organismos,  con
excepcion de las plantas son incapaces
de almacenarlos.

En el lenguaje bioquimico, el
anabolismo es el proceso de
fabricacion de tejidos a partir de los
alimentos, dicho de otra manera, es el
proceso de creacion de nueva masa
muscular.

Por el contrario, el catabolismo
corresponde al inverso del anabolismo y
ocurre cuando falta energia, ya que se
descomponen los azlicares, las grasas y
los tejidos musculares (proteinas) para
suministrar los nutrientes necesarios a
la sangre. La hormona clave en este
proceso es la insulina, quien regula la
entrada de azfcar en la sangre. En
cualquier ser vivo, las proteinas del
musculo se forman y se degradan de
manera constante  (anabolismo y
catabolismo) en un equilibrio dindmico.

4.1.- a.a. CON CADENAS
LATERALES ACIDAS

’5@(

CITA TEXTUAL =

Durante 1991 se dieron a conocer los resultados
de varias vacunas, Una de ellas fue [ ms
alentadora,  El equipo del  instituto ~ de
inues@ﬂciones Waller Reeﬁ[ de ln ciudad de
Waxﬁi@fan, experiments con 30 enfermos una
vacuna basadn en una recombinacion del
antigeno del VIH, una  secuencia  de
aminodcidos lamada GP 160. Los resultados
demostraron que 19 personas  reaccionaron
/Joyiﬁmmenfe a ln vacuna, [ues habian tenido
incrementos celulares - en a ﬂenémaio’n de
cblulns blancas encmjgm/m de ln ﬁfeﬁnm del
organismo -y respuestas inmunes al VIH,
ademds de una estabilizacion del nimero de
célulns del ﬁpo CDz4, encmyﬁ/m‘ de luchar
contra infeccion. Pero realmente todavia os

foco lo que s ha hecho en ese sentido (2).

IMAGEN:

PIE DE FOTO.

Molécula del acido aspartico
(Asp), PM =133, pK=2.09, 3.86, 9.82;
p I=2.97; también conocido como acido o
— aminosuccinico. (1)

GUIA DEL ESTUDIANTE. ?

)-4Qué es amabolismo?
2)- {Qué aminodcido favorece la eliminacion
del grupo amine?
3)-iQué es el catabolismo?
4)- 4Cuil es el fundamento de la cromatografia
bidimensional?
o)~ éde qué otra maners se les clasifica o los
aminodcidos aspartico y glutamico?
6)- 4Cudl es el punto izo eléctrico del acido
aspartico?

COMENTARIOS

.

Los a.a. esenciales.- son aquellos
que no se sintetizan por un proceso
metabolico, y por lo tanto se tiene
que ingerir en la dieta. Hoy se sabe
que la biosintesis de a.a. esenciales
tanto en bacterias como en plantas,
requiere de rutas largas 'y
complejas que las de los a.a. no
esenciales. A diferencia de las
plantas y las bacterias, nosotros,
los seres humanos carecemos de
por lo menos una enzima que nos
ayude a sintetizarlas.

Los a.a.’s que ingieren o sintetizan
los organismos superiores estan
para  satisfacer  todas sus
necesidades prioritarias. Por esta
razon se utilizan principalmente en
la sintesis de proteinas y de bases
para los acidos nucléicos. Aunque
existen diversos factores de
control, el principal de estos es por
retroinhibicion.

En la mayoria de los casos, el
primer paso de la ruta biosintética
de un a.a. lo inhibe el producto
final, esto permite que el
organismo pueda ajustar su nivel
de a.a.’s segun sus necesidades
especificas.

Por ejemplo la L - Glutamina
actia de forma anabdlica en la
sintesis ~ proteica, activa el
rendimiento muscular, la memoria
y fortalece la funcion
inmunoldgica, previene la pérdida
de masa corporal y mantiene la
masa muscular ganada.

Al hablar del los a.a., se marca una
gran diferencia con respecto a los
carbohidratos y los lipidos. En los
a.a.’s se debe eliminar
precisamente el grupo amino, que
no se encuentra en las otras
biomoléculas y que es favorecida
su eliminacion por la

L — Glutamina.

FUENTES. —>
1).- ONDARZA Raul, Biologia
Moderna, 10%/ed, México,
TRILLAS, 1996.

2).-LEYVA José Angel, El doctor
Sidaharta pregunta y responde (Y
las vacunas?, ;Como Ves?, Ao 2,
N°17, Abril 2000.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Identificar la presencia de 7
a.a’s mediante una reaccion con
tiocianato y acetato de plomo.

IMPORTANCIA. @

Aunque ésta sea una prueba
cualitativa, no deja de perder
importancia ya que se pueden
identificar todos loa a.a’s que
no den falsos positivos o falsos
negativos. Tiene otras ventajas,
ya que, es sencilla de realizarse
y muy rapida.

4.1.A.- DESENMASCARAMIENTO DE LOS GRUPOS ACIDOS EN LOS
AMINOACIDOS.

METODO- TECNICA

L.- Tomar los microtubos necesarios y agregar una gota de las muestras o un poco de los sélidos
y llevar hasta la sequedad, introducir varios cg de paraformaldehido (mantener los tubos
durante 5°) en un horno para desecar a 120°C.

IL.- Después de volver a dar un calentamiento por 10’min. a 140°C. , dejar enfriar.

I11.- Enseguida agregar varios cg de cianuro mercurico asi como una gota de acetona.

IV.- Evaporar nuevamente la mezcla hasta sequedad y sumerja los tubos a 0.5 cm en un baifio
de glicerol que se haya calentado a 160°C.

V.- Cubrir la boca del disco con un papel humedecido con acido cianhidrico.

R(*+)=5a10pg el color de la mancha es azul.

iNOTA
IMPORTANTE!

Cuide que el a.a. que ponga a
reaccionar no contenga
compuestos que reaccionan con
cianuro mercurico
conjuntamente con el
desprendimiento  de  acido
cianhidrico. =~ Tenga  mucho
cuidado al trabajar con estos 2
reactivos ya que ambos son
peligrosos.

FUNDAMENTO APLICACION.

LS

El grupo NCH, tiene caracter basico a diferencia del
grupo NH,, por lo tanto, la metilacion es acompaiiada
por la liberacion o “desenmascaramiento” de los grupos
carboxilicos y sulfonilicos que estan salificados en
mayor o menor grado, en el a.a. Los acidos que quedan
después de la exposicion al formaldehido, producen
acido clorhidrico cuando se calientan en seco con
cianuro mercurico y pueden ser detectados facilmente en
la fase gaseosa por una reaccion de color con una mezcla
de acetato de bencidina y cobre.

Cuando los a.a’s son calentados entre 130°- 140° C con
el P — formaldehido, el formaldehido resultante se
metilena con el grupo NH,.

A pesar de ser una prueba muy
sencilla y rapida no se recomienda
aplicarse en los niveles basico ni
medio superior dada la naturaleza
de los reactivo, pero bien se puede
aplicar en el nivel superior.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
o— =

CLASIFICACION.

Basico Medio Superior ¢

1.- FEIGL Fritz, Pruebas ala gota en analisis
organico, 7%, México — UNAM, Manual
Moderno, 1978.

Cualitativo ¢
Semicuantitativo.

Cuantitativo.
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INTRODUCCION

[J

Grupo Iv. Los aminoacidos
caracteristicos de éste grupo son:
Lisina, Arginina e Histidina cada
cadena lateral es de naturaleza basica
por lo que cada una de estas puede
aceptar un proton. La cadena lateral
imidazol de la histidina tiene un pKa
cercano al pH fisiologico, de modo que
pueden existir 2 formas idnicas,
dependiendo de las condiciones en que
se presenten in vivo. La lisina tiene un
grupo amino en la cadena lateral, y
existe principalmente en el estado
ionico +1 a pH neutro. El grupo
guanidino de la cadena lateral de la
arginina es el mas basico de todos los
grupos R (pKa = 12.5). Los
aminoacidos II, III y IV son hidrofilicos
y en un medio acuoso tienden a
agruparse en la parte exterior de una
proteina.

También se les conoce como a.a.’s con
carga (+), todos ellos tienen grupos R
caracteristicos con una carga (+) a pH
=7 y estan conformados por 6 atomos
de carbono. Es importante puntualizar
que la Histidina se encuentra en la linea
limite de sus propiedades, puesto que a
un pH = 6, un poco mas del 50% de las
moléculas tienen un grupo R cargado
(+) en forma protonada, pero a un
pH = 7, menos del 10% tienen una
carga (+).

Los a.a.’s participan en la formacion de
diversas sustancias nitrogenadas de
gran importancia fisiolégica. Por
ejemplo, la creatina, juegan un papel
muy importante en la fosforilacion y en
su forma de excrecion (la creatinina)
en el metabolismo de las proteinas para
determinar masa muscular, ademds se
encuentra en cerebro y sangre.

4.2.- a.a. CON CADENAS
LATERALES BASICAS

S& }
CITA TEXTUAL A
i bien los inueyf{gm/om de la industria han

buscado intensamente en el laboratorio [
sintesis de sustancias inocuas con alfo ﬁo/er
edulcorante, los resultados mas interesantes han
J'mjgiﬁ/o del andilisis ~con las herramientas de la
éio/t;ﬂz’ﬂ moderna- de o que existe en la
nataraleza. Es asi como se han descubierto
medin docena de profeinm dulces en frutas
L‘mpim/ey de diversos pm}w’ de ?iﬁim Y Asia,
con una mﬁaciﬁ/aﬁ/ edulborante: 2000 a 3000
veces mds  potenfe  que la  sacarosa.
Recientemente, al analizar ln estructura de
brazeina, pmfeinﬂ deln p/mm‘a ﬁenfm/iﬁ/ﬂmﬁ%
brazzeana, nginﬂﬁfnem‘e también de Africa,
que tiene ln ﬁropie/m/ de ser 2000 veces mds
dulze que el aziicar de caria, hubo sorforesas. La
brazeima es ln mds ﬁec/ueﬁﬂ de todas s
[roteinas (s6lo con 54 aminodcidos) y no se
fparece 4 ninguna de lns ﬁmz‘einm Aulces
conocidns, sin emém:ga es J'emg’ﬂnfe en su
estructura & la pr'ofeina toxica del veneno de
alacrin. & Una ﬁmfeinﬁ que quizd ﬂ{gu}m vez

sivvi como defensa a ln /J/m’)fﬂ Y evoluciond

hacia o dulzura? (2).

PIE DE FOTO.

Molécula del aminoacido
Histidina (His), PM = 155, pK =1.82,
6.0,9.17; p I. = 7.58; también conocido
como ac. a-amino B-imidazolpropidnico

(D).

IMAGEN:

COMENTARIOS

.

a.a. no esencia.- son aquellos que
si se sintetizan por un proceso
metabolico.

Las reacciones de biosintesis de
los a.a‘s no esenciales son
sencillas e idénticas en todos los
organismos, desde los mas
elementales  hasta los mas
complejos como los  seres
humanos. Los seres humanos no
podemos sintetizar el complejo
sistema de anillos de piridina del
FH4, asi que debemos obtenerlo de
nuestra dieta o bien de las
bacterias que se encuentran en
nuestro sistema digestivo.

Algunas  vitaminas  funcionan
como portadoras de unidades de
carbono activadas en varios
estados de oxidacion. Por ejemplo
en la conversion que se da de
serina a glicina, se transfiere al
tetrahidrofolato una unidad de un
solo carbono de la serina, a trabes
de una reduccion que se utiliza
para la sintesis de metionina.

Hoy se sabe que la creatina es el
suplemento de moda entre los
deportistas, puesto que es un
compuesto de a.a.’s
(Arginina — Glicina — Metionina),
que regularmente se forma en el
higado, pancreas y riién. La
fosfocreatina se utiliza para
obtener energia inmediata en el
musculo porque mantiene el nivel
de adenosintrifosfato (ATP), que
es la fuente de energia mas comun
en nuestras células. Se le encuentra
de forma natural en el arenque,
salmon, atin, bacalao, vaca y
cerdo.

GUIA DEL ESTUDIANTE. ?

1)- {Con qué pruebs se detecta aminolipidos?
2)- (Que funcion Juega la creatine en el
organismo?

3)- 6Qué es un aminodcido no esencial?

FUENTES. —>
1).- ONDARZA Raul, Biologia
Moderna, 10%/¢4, México,
TRILLAS, 1996.

2).-LOPEZ. M. Agustin, ;Como te
supo? La ciencia de la dulzura,
(Como Ves?, Afio 2, N°22,
Septiembre 2000.

80




INTRODUCCION

[J

Los aminoacidos del grupo II son:
Hidroxiaminos derivados de grupo OH
(Treonina, Serina), Sulfa aminos
derivados de grupo azufre (Cisteina),
Aliféaticos de cadena lineal (Glicina),
Derivados de  anillo  aromatico
(Tirosina), Heterociclicos con cadena
linel y ciclica (Asparagina y
Glutamina).

También se les conoce como a.a.’s
neutros (sin carga).

Al examinar las cadenas laterales de
los aminoacidos de éste grupo, se
encuentran grupos funcionales muy
variados; pero la mayoria tiene por lo
menos un hetero-atomo (N, O 6 S) con
un par de electrones disponible para
formar puentes de hidrogeno con el
agua o con otras moléculas. Quiza el
aminoacido mas interesante de éste
grupo es la cisterna, que posee un grupo
menos — SH (sulfidrilo) en la cadena
lateral. El grupo — SH puede reaccionar
en condiciones oxidantes con un grupo
- SH de otra Cisteina y forma un enlace
disulfuro. Los agentes reductores
transforman de nuevo este enlace en
grupos sulfidrilos. El enlace disulfuro
que se forma entre las Cisteinas tiene
importancia en las  estructuras
tridimensionales de las proteinas.

Estos grupos tienden a perder
facilmente sus protones por ionizacion a
diferencia de los grupos R de otros a.a;
se encuentran ligeramente ionizados a
unpH=7.

En algunas proteinas las Cisteinas se
encuentran frecuentemente en forma
oxidada, esto es, unidas a otra Cisteina
(unidas por un puente de disulfuro) por
medio de un enlace covalente, conocido
como residuo de Cistina.

4.3.- a.a. CON CADENAS
LATERALES POLARES, SIN
CARGA EN EL pH
FISIOLOGICO

CITA TEXTUAL

Tanto la aﬁ?pﬂminﬂ como ln serotonina son 2
neurotrasmisores prouenienfey de 2
aminodcidos, el [rimero del friﬁfoﬂma Y of
J'@um/o de ln serotonina,
E( Or. Nicolini seiiala que se ha encontrado que
individuos con ciertas alteraciones en los genes
que mﬂu/an ln accion en el cerebro de estas 2
sustancias, pm'enfan una  acentuada
@rﬂs’i’f/}'/m/ ln cual ﬂueaé estar asociadn
pafo@ﬂim' mentales, Tal es el caso de trastornos
cono ln pyicw‘ij: En el caso de qgmio’n contra
uno mismo, ol suicidio, se ha descubierto que la
serotonina esti involucrada. Incluso se [rresume
ue alferaciones en e gen res/aamné[e de (o
{abricacion de la moléculn que transporta la
serotonina ol interior de ln neurona ﬁum@
afectar el funcionamients  de st
nearotransmisor de manera que ﬁ@a una
pmaﬁpoﬁciﬁn a atentar contra ln [ropia vidn,

(2).

IMAGEN:

COMENTARIOS

-

Los a.a. glucogénico.- son aquellos
que al metabolizarse en el
organismo dan origen a la
gluconeogenesis, esto es,
desencadenan la nueva sin tesis de
glucosa (azucar).

La solubilidad depende de Ia
capacidad que tenga el a.a. para
establecer puentes de hidrogeno
con las moléculas de agua,
aquellos que tienen grupos polares
se hidratan mas facilmente que
aquellos que tienen radicales no
polares o hidrofobos.

La Tirosina es un a.a. no esencial
en la especie humana, ya que
normalmente es sintetizado a partir
de la Fenilalnina. Es importante
recalcar que, precisamente, la
Tirosina  interviene en el
metabolismo generando
importantes neurotrasmisores
como la dopamina, adrenalina y la
noradrenalina. El pigmento de la
piel obscura, melanina también es
generado por los melanocitos a
partir de este a.a., gracias a los
ciclos de luz - oscuridad.

La misma Tirosina sirve como un
ladrillo de construcciéon para la
sintesis de la hormona tiroidea
(tiroxina) que se encarga de
regular el metabolismo basal, esto
es, regula la temperatura del
cuerpo cuando hace frio o calor
entre otras cosas.

También la Tirosina y la
Fenilalanina fungen como
precursores de las sustancias
pigmentadas, de color oscuro, que
son muy abundantes en los
animales, mejor conocidas como
las melaninas.

PIE DE FOTO.

© Molécula del aminoacido

Tirosina (Tyr), PM =181, pK=2.2,
9.11.10.07; p.l.=5.65 también
conocido como acido o-amino
B-Hidroxifenilpropionico (1).

GUIA DEL ESTUDIANTE.

1)- (Como interviene la  tirosing en Lo
pigmentacion de la piel?

2)- Pruebs que da como producto nitrato de
urea?

FUENTES. —>

1).- ONDARZA Raul, Biologia
Moderna, 10%/ed, México,
TRILLAS, 1996.

2).-BRISE Luis Felipe, El cerebro
agresivo, ;Como Ves?, Afo 2,
N°17, Abril 2000.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Identificar al a.a. Glicina
mediante una reacciébn con
tiobarbiturico o tiocetato de
Michler por medio de la
aparicion de una mancha de
color.

IMPORTANCIA. @

Aunque ésta sea una prueba
menor, no deja de perder
importancia ya que puede
identificar ademas de la
Gliciana a la trea y al acido
citrico. Tiene otra ventajas ya
que es sencilla de realizarse y
muy rapida.

4.3.A.- IDENTIFICACION DE GLICINA

METODO- TECNICA

I.- Tomar 3 micro tubos de ensayo y colocar una pequeiia cantidad de (puede ser liquida
o sélida): 1.-urea 2.- acido citrico 3.- Glicina

I1.- Agregar una pequeifia cantidad de 4cido tiobarbiturico o tiocetato de Michler.
I11.- Enseguida agregar varias gotas de benceno de alta pureza o de cloroformo.

IV.- Preparar previamente un baiio maria a 120°C y coloque ahi su tubo de ensayo para
eliminar su solvente.

V.- Colocar un trozo de papel de acetato de plomo en la boquilla del tubo, elevar la
temperatura al80°C y esperar el resultado (de 2°-3’min).

R (+) = Mancha parda o negra, después de que la temperatura oscile entre 180° - 190°C

iNOTA
IMPORTANTE!

Procure no tener contacto con
los productos de reaccion. Cuide
que las temperaturas de reaccion
sean las adecuadas.

FUNDAMENTO APLICACION.

LS

Existen algunos compuestos que al reaccionar con calor
en seco ceden agua, incluyendo a los alcoholes ciclicos
secundarios para producir compuestos ciclicos no
saturados. A éste tipo de reacciones se les conoce como
topoquimicas y ocurren cuando 2 sélidos se inician en
un punto de contacto a una temperatura especifica.

Es una prueba sencilla y rapida
que bien se puede aplicar en
cualquier nivel escolar, siempre y
cuando se cuente con el cuidado
adecuado y con los reactivos
necesarios.

(R,Ar) CONH, — (R,Ar)CN + H,0

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
o— =

CLASIFICACION.

Basico# Medio¢ Superior ¢

1.- FEIGL Fritz, Pruebas a la gota en analisis
orgénico, 7%, México — UNAM, Manual
Moderno, 1978.

Cualitativo ¢
Semicuantitativo.

Cuantitativo.
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INTRODUCCION

]

Los aminoacidos se clasifican en 4
grandes grupos de acuerdo a su caracter

eléctrico o de ionizacion:
los basicos y los neutros.

los 4cidos,

Grupo 1. Los aminoacidos de éste grupo

son: Alifaticos de
(Alanina, Valina,

cadena linea

Leusina,

Isoleucina), Heterociclicos con cadena
linel y ciclica (Triptofano y Prolina),

Derivados de  anillo

aromatico

(Fenilalanina), Sulfa aminos derivados
de grupo azufre (Metionina).

También suele
hidrofobicos

Todas las cadenas laterales

Ilamarseles a.a.’s

>

de los

aminoacidos del grupo I tienen grupos

alifaticos o  aromaticos

y’ por

consiguiente, son hidrofoébicos. Dado
que estas cadenas son en su mayoria

hidrocarbonadas, su

reactividad

quimica es menos importante. Las
proteinas disueltas en medio acuoso se
pliegan en una forma tridimensional
que oculta en su interior los residuos
hidrofobicos de los aminoacidos de este

grupo.

Estos a.a. se caracterizan por ser menos
solubles en agua, en donde el menos
soluble de todos estos es la Alanina,
que representa el extremo de los a.a.’s
no polares sin carga. Mientras tanto la
Prolina es considerado un alfa a.a. en el
cual su grupo R es remplazado por un

grupo amino.

Dentro de la bioquimica, la degradacion
del Triptéfano en los mamiferos suele
ser muy compleja. Regularmente, la
mayor parte de éste, se elimina en
forma de los derivados del indol o del
acido quinurénico. En consecuencia, el

Triptéofano puede abrir

su anillo

bencénico y cerrarlo en otra posicion.

4.4.- a.a.- CON CADENAS
LATERALES NO POLARES O
HIDROFOBAS

CITA TEXTUAL
Prusiner pmﬁm'o Mm/e 1932 que una pmfeinﬁ

denominada ﬁw’a’n era of @enfe inﬁcciam
causante de los ence}%éﬁﬂﬁm’ ejﬁonﬂiformey,
Los ﬁrianey son pmfeinm‘ que. se hubican
nataralments en ka J'upe;ﬂﬁcie de ln membrana
de los célulns nervios, en pﬂrﬁcu/m los del
cerebro, de casi todos los mamiﬂemz Tienen en
su forma éen{gm una estructura en I que
pm/tjmim un ﬂr‘l"éjﬁ‘) ey/mcia/ que se_ conoce
como de | ~ hélice, y sirven como moléculns de
seiialncion. Ve acuerdo con el descubrimiento de
Prusiner, cuando los aminodcidos que fmﬂwmn
lns hélices del [rion sufren un reﬂrfeﬂ@ Yy
mﬁ,m’eren una  nuevaestructura en o que
ﬁreﬁﬁ)minan las ﬁg'm p/eﬂmfm', la /)rofez’nﬂ se
vuelve infecciom Y pm&/uce lns EVIC&[’&!/OﬂﬂﬁﬂJ’
espongiformes (2).

IMAGEN:

GUIA DEL ESTUDIANTE. ?

(Cuestionario.)
1)-iQue pruebs identifica deido arico?

2)-6Qué aminodcido derive de anillo aromatico?
3)-6A qué compuesto le laman “le devorador

PIE DE FOTO.

- Molécula del aminoacido

Triptofano (Try), PM = 204,

pK =2.38

y 9.39; p.I.=5.88 también conocido
como ac. a-amino f- Indolpropidnico

(1.

FUENTES. —>

1).- ONDARZA Raul, Biologia Moderna,
10%/e%, México, TRILLAS, 1996.

2).-LOPEZ. M. Agustin, Las vacas locas,
(Cémo Ves?, Aiio 3, N° 30, Mayo 2001.

COMENTARIOS

.

Los a.a. Citogénico.- son aquellos
que al metabolizarce en el
organismo, dan origen a la sintesis
de lipidos.

En repetidas ocasiones se escucha
a la gente deportista quejarse de
haber perdido una competencia por
retencion de agua. Aunque esto
llega a suceder en muchas
circunstancias, también con gran
frecuencia lo que se estaba
reteniendo era grasa, y no agua.

Un plan sencillo es balancear la
dieta con un menor numero de
alimentos que contengan a.a.’s
citogénicos, colesterol y grasas de
origen animal (carnes rojas).

La L — Carnitina es conocida
como la “devoradora de grasa”.

Se compone de dos a.a.’s: Lisina y
Metionina. Los deportistas la usan
para afinar o perder grasa porque
tiene la  particularidad  de
transportar los acidos grasos de
cadena larga al interior de las
mitocondrias que se encuentran
dentro de las células , para que se
combustiones y produzcan energia.

La carnitina ayuda a adelgazar si
se combina alguna actividad fisica
intensa. Se le encuentra de forma
natural en la leche, en la carne
roja, levadura, cacahuate, coliflor y
germen de trigo.

Por otro lado los a.a.’s ramificados
(BCCAAs) forman el 30% del
total de los a.a.’s de las proteinas
musculares (L — Isoleucina, L —
Leucina y L- Valina). Tienen una
gran funcion anabodlica que
favorece la regeneracion muscular
y la recuperacion depuse del
esfuerzo. Se usa como fuente de
energia cuando el glucogeno se
acaba después de esfuerzos largos
o de resistencia. Ayuda a disminuir
la fatiga por el aumento de los
niveles de neurotrasmisores.

Es recomendable tomarlo con
fuentes que proporcionen azucares,
para favorecer la regeneracion de
niveles de glucogeno en el
musculo.

&3




(PARA QUE SIRVE?

%

Determinar la presencia de a.a’s
mediante la  existencia de
aminas libres utilizando
tiocianato de potasio fundido.

IMPORTANCIA. @

De acuerdo con su naturaleza de
a.a’s, las sulfanilamidas, las
sulfonamidas, el acido
barbituarico y sus derivados (con
excepcion del acido
5 — nitrobarbitarico)  dan una
respuesta positiva.

Las sales tetrasodicas no
reaccionan con el tiocianato de
potasio fundido.

Cuando las sales de amonio se
ponen en reaccion  con el
tiocianato fundido, inicialmente
producen sales de amonio
sustituidas del acido tiocianico y
posterior al calentamiento dan
tioureas sustituidas (en forma de
isoteureas). De acuerdo a éste
concepto, todos los compuestos
organicos derivados de acidos
aminocarboxilicos, aromaticos y
aminosufonicos aromaticos, se
comportan como sales de amina,
de tal nmanera que los
compuestos pueden considerase
como a.a’s utilizando el término
en su acepcion mas exacta. Lo
mismo  sucede con los
compuestos en los cuales esta
presente un H 4cido y con los
grupos NH, OH, COOH y As

0;H..

4.4. A.- DETERMINCION DE AMINOACIDOS CON TIOCIANATO DE

POTASIO FUNDIDO

METODO- TECNICA

I.-En un microtubo, poner asecar una solucién de prueba durante corto tiempo a una

Temperatura =110 °C

I1.-Adicionar un exceso de tiocianato de potasio bien seco, calentar en un bafio maria

a200-250 °C

I11.- Colocar sobre la boquillas de un tubo de ensayo un papal humedecido previamente
con una solucién al 10% de acetato de plomo y observar el cambio de color producido

por la reaccion.

REACCION (+) =En presencia de a.a.’s se puede observar una mancha negra en el papel.

IV.- Probar una solucién alcalina de los a.a.’s, cuando la extraccion es con éter o cloroformo,
se procede a evaporar una gota de ésta solucion con acido clorhidrico 1: 1 a 110 °C

ler ORDEN DE REACCIONES (+)
Glicina Acetilglicina
Acido antranilico
Acido sulfanilico

2° ORDEN DE REACCIONES (+)
Fenilalanina  Tirosina Acido aspartico
Metionina Leucina Tiramina

iNOTA
IMP

sales de aminas
provenientes de las sales de
amonio, asi como los acidos
carboxilicos no deben de existir
en esta reaccion, ni tampoco
aquellas que son derivadas de
productos organicos, ya que
producen agua a la temperatura
de fusion, y con el tiocianato de
potasio forman acido sulfinico.

FUNDAMENTO

NH, NH
NH,CN§ 2 §=C

NH,

N
RNHCNS = §=(
\MHR

Ny
SHS=C = HS + NHCN
\NH

/!
y RRNHCONS 2 §=(

APLICACION.

¥

Esta prueba es muy 1til en
laboratorios de determinacion de
compuestos organicos como en
investigacion, ya que proporciona
una facilidad para el manejo de
muestras.

H,

DD
l\lI\l

CLASIFICACION.

Basico# Medio¢ Superior ¢

Cualitativo ¢
Semicuantitativo.

Cuantitativo.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
o— =

1.- FEIGL Fritz, Pruebas ala gota en analisis
organico, 7%, México — UNAM, Manual
Moderno, 1978.
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, 4.4.B.- PRUEBA DE IDENTIFICACION DE 7 AMINOACIDOS
(PARA QUE SIRVE?

%

Identificar la presencia de 7a.a’s
mediante una reacciéon con
tiocianato y acetato de plomo.

METODO- TECNICA

L.- Tomar 7 micro tubos de ensayo y colocar una pequeiia cantidad de (puede ser liquida o
solida): 1.-Fenilalanina 2.- Tirosina 3.- Glicina 4.- Alanina 5.- Acido aspartico
6.- Metionina 7.-leucina

I1.- Mantener las muestra a una temperatura de 110°C y agregar una pequeiia cantidad de
tiocianato de potasio bien seco

I11.- Preparar previamente un baiio maria a 200°- 250°C y colocar sus tubos de ensayo para
eliminar su solvente.

’%\ IV.- Colocar un trozo de papel filtro con una solucion al 10% de acetato de plomo, en la
IMPORTANCIA. boquilla de los tubos, elevar la temperatura al80°C y esperar el resultado (de 2°-3’min).

Aunque ésta sea una prueba R (+) =Aparece mancha parda o negra, después de que la temperatura oscila entre
cualitativa, no deja de perder 180° - 190°C

importancia ya que se pueden
identificar a 7 a.a’s. Tiene otra En caso necesario de que se deseen probar soluciones alcalinas de los aminacidos (en una
ventajas ya que es sencilla de extraccion previa con éter o cloroformo), evaporar una gota de la solucién con una gota de
realizarse y muy rapida. acido clorhidrico 1:1 y el residuo se seca a110°C

FUNDAMENTO ﬁ APLICACION.

De acuerdo con su naturaleza, algunos a.a’s y otras
sulfonamidas dan una respuesta positiva, mientras que la
sal disodica de algunos acidos produce acido sulfidrico
inmediatamente con el tiocianato de potasio fundido; por
lo tanto éstas sales alcalinas pueden ser facilmente
distinguidas.

Es una prueba sencilla y rapida
que bien se puede aplicar en
cualquier nivel escolar, siempre y
cuando se cuente con el cuidado
adecuado y con los reactivos
necesarios.

Se debe tomar en cuenta que la sal es tetrasodica.

NOTA
IMPORTANTE!

CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
Io— >

Procure no tener contacto con Basicoe¢ Medio ¢ Superioro
los productos de reaccion. Cuide

que las temperaturas de reaccion o
sean las adecuadas. Cualitativo ¢

1.- FEIGL Fritz, Pruebas ala gota en anilisis
organico, 7%, México — UNAM, Manual

. L Moderno, 1978.
Semicuantitativo.

Cuantitativo.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Identificar la presencia de 9
a.a’s mediante una reaccion con
piridina — 2 - aldehido y nitrato
de cobalto.

IMPORTANCIA. @

Aunque ésta sea una prueba
cualitativa, no deja de perder
importancia ya que se pueden
identificar a 7 a.a’s. Tiene otra
ventajas ya que es sencilla de
realizarse y muy rapida.

Un aspecto muy importante en
bioquimica es que también
identifica la Monoyodo — L —
tirosina, la Valina, la citrulina,
la Arginina, la Fenilalanina, el
triptofano y el 4cido 2- amino —
n — octanoico.

4.4.C.- PRUEBA DE IDENTIFICACION DE 9 AMINOACIDOS

METODO- TECNICA

Preparacion del reactivo

Preparar una solucién acuosa de piridina —2-aldehido al 5% y mezclar S gotas de ésta solucién
con 1 gota de piridina de nitrato de cobalto al 0.1 M y mantener durante una semana en buenas
condiciones.

L.- Preparar 9 microtubos y agregar lo siguiente: 1) 3pg Cisteina 2.) 2.5pg Metionina

3)Spg o —Alanina 4)2pglisina  5) Spg Asparagina  6) 1pg Glicina  7) 3pg Tirosina
8) 1pg L- Leucina 9) Spg Acido aspartico.

I1.- Colocar en un microtubo 1 gota de cada a.a. + 1 gota del reactivo preparado + de piridina,
mezclar bien y calentar a bafio maria de 1’-3’min. Dejar enfriar hasta que aparezca color.
R (+)=Siela.a. >80 pn g el color es azul o violeta.

R(+)=Siela.a. <10 p g el color es rosa, naranja o amarillo.

iNOTA
IMPORTANTE!

Procure no tener contacto con
los productos de reaccion. Cuide
que las temperaturas de reaccion
sean las adecuadas.

FUNDAMENTO APLICACION.

Es una prueba sencilla y rapida
que bien se puede aplicar en
cualquier nivel escolar, siempre y
CH=N-CHR (H=N-~CHR cuando se cuente con el cuidado
{ | ¥ < | adecuado y con los reactivos
0 g o) necesarios

\_ N+4=Cofy CO
i/ \0/

(1

\
OH

El color intenso de la sal de cobalto es el resultado de la
uniéon por quelacion de 2 anillos condensados. La
aparicion gradual de colores estd dada por la
autooxidacion al agregar aniones voluminosos.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
o— =

CLASIFICACION.

Basico# Medio¢ Superior ¢

1.- FEIGL Fritz, Pruebas a la gota en analisis
orgénico, 7%, México — UNAM, Manual
Moderno, 1978.

Cualitativo ¢
Semicuantitativo.

Cuantitativo.
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INTRODUCCION j

Grupo V. Los aminoacidos que tienen
la configuracion D existen también en
el enlace peptidico en la naturaleza pero
no como componentes de
macromoléculas proteinicas. Su
presencia parece limitarse a péptidos
ciclicos mas pequefios o como
componentes de peptidoglicanos de
paredes celulares bacterianas. El
antibiotico Gramicidina — S es un
ejemplo de peptido que contiene 2
residuos de un D- aminoacido, D-
fenilalanina.

La Gramicidina — S contiene también el
aminoacido no proteico L — Ornitina,
que es un intermediario metabolico
importante en la  sintesis de
aminoacidos y otros compuestos.

La D- Valina de la actinomicina D,
actia como un potente inhibidor de la
sintesis de RNA, mientras que la D-
alanina y el acido D — Glutamico se
encuentran en el peptidoglicano de la
pared celular de las bacterias G (+).

Un isémero de la alanina, la § — alanina,
se encuentra libre en la naturaleza y
como un componente de la vitamina
acido pantoténico la coenzima A y una
proteina acarreadora de acilos. La
amina cuaternaria creatina, un derivado
de la glicina, tiene una funcion
fundamental en el proceso de
almacenamiento de energia de los
vertebrados donde es fosforilada y
convertida en fosfato de creatina.

Aparte de estos aminoacidos no
proteinicos, para los que se han descrito
funciones metabolicas, se han detectado
productos naturales varios cientos de
otros aminoacidos no proteinicos. Las
plantas superiores son una fuente
particularmente  rica de  estos
aminodacidos.

4.5.- a.a. NO PROTEICOS

CITA TEXTUAL
La archilamida es uno de esos ﬂm/ucfay gue la

sociedad — moderna  llama — "de pm’mem
necesidad". En el mundo se /;ro/ucen cerca de
(36 mil toneladas anualmente, mas de ln mitad
de los cuales se destinan, en fo;ﬂma de
poﬁacri/ﬂmiﬁ/ﬂ (PAA), a ln ﬁwiﬁcacio’n de
agua, E ﬂe/ que forman las cadenas de
poﬁacri/ﬂmiﬁ/ﬂ al agregarse al agua, ﬂfmpa las
imﬁwezm' Y retiene [os solidos, ;{e/ﬂm@ el agqua
pura. La archilamida no debe 7ue/mﬂ fitre, y
en ﬂenem[ no se tolera ms de 1 my for litro de
agua, La J'eﬂmw/a ﬂ/}ﬁmc;’o’n esen el [roceso de
pm&/uccio’n de ﬁﬂﬁe/, ya que se adiciona a ln
pu/ a de o celulosa fpara avmentar la
resistencia  del ﬁﬁpe/ y su calidnd pﬂm
impreyién.

En los ﬁgzw‘ ﬁel‘m/emx se i@ecfm ﬁe/ de
ﬁoﬁﬂccri/ﬂmm/ﬂ para "em/)y’ﬂr ! 'y asi extraer el
pefm’/ﬂo que aun que&/a, frero no sale ya de
manera nataral con /meyién del fozo. Los
ﬂe/ej' de poﬁacm’/ﬂmiﬁ/ﬂ son  también I
herramients  wds im/ﬂorfanfe de quienes
L‘méﬁ‘ﬁm con genes y pmfeinm’, frues com'ﬁf@en
n forma mais m’piﬁ/a Y eficiente para J‘eﬂﬂmrﬁu‘

b f,rmﬂiﬁcm/wz (2).

IMAGEN:

COMENTARIOS

]

Casos curiosos:

En 1953 Du Vignaud, Sintetizo el
primer polipéptido natural, la
oxitocina, que es una hormona
aislada de la hipéfisis.

La asparagina es un aminoacido no
esencial que forma a las proteinas
y curiosamente la acrilamida es la
imagen especular de la
asparagina, esto es, su
estereoisémero.

(El aminoécido N° 21?

Algunos aminoacidos que estan
presentes en el ciclo de la urea,
como la citrulina o la ornitina, no
son constituyentes de las proteinas.

Otros aminoacidos como la
hidroxiprolina se forman por un
proceso postraduccional. A
principios de los 90°, se detectd
otro aminodcido en las proteinas
de células eucariotas y procariotas,
incluyendo a la especie humana.

La selenocisteina resultdo ser un
residuo de cisteina que tiene un
atomo de selenio que sustituye al
de azufre original. El mecanismo
por el cual se determindé que la
selenocisteina, se formaba era a
trabés de una serina colocada sobre
una molécula especial de ARNt
sec. Una vez que se enlaza el
oxigeno de la cadena lateral de la
serina sobre la molécula especial
de ARNitsec, es reemplazado por el
selenio. Este ARNt sec cuenta con
un anticodon UGA que no se lee
como stop, sino que se carga en el
sitio A y la lectura continta. Por lo
tanto algunos cientificos llamaron
a la seleno-cisteina el aminoacido
N° 21 No se conocen aun los
mecanismos precisos de cuando se
sustituye este aminoacidpo por el
codon UGA de stop. Aun se sigue
investigando.

PIE DE FOTO.
Modelo virtual de la molécula de

2 aminoacidos visto en 3 dimensiones

(M.

GUIA DEL ESTUDIANTE. ?

1)- ¢Como se Hama el aminodcido que esta
presente en la gramiciding?

2)- De el fundamento de la formacion de
la resing

FUENTES. —>

1).-BIRO Susana, Modelos,
Manual del Usuario, ;Como Ves?,
Afio 5, N° 51.

2).-LOPEZ. M. Agustin, Cancer,
acrilamida y papas fritas, ;Como
Ves?, Ao 5, N° 56, Julio 2003.
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) 4.5.A-- RFACCI()N DE LA NINHIDRINA 1 - DETECCION DE
(PARA QUE SIRVE? AMINOLIPIDOS

@ METODO- TECNICA

Evidenciar la presencia de un
am“}"é‘p‘do mediante o CROMATOGRAFIA BIDIMENCIONAL

revelado 'fen un_a h_dl? aca L.- En un vaso de precipitados colocar una yema de huevo sola, agregar una mezcla de
cromatografica, con ninhidrina. cloroformo — éter 1:1 y agitar hasta obtener un precipitado blanquecino (las proteinas
solas).

IL.- Para eliminar los grumos, filtrar con una gasael contenidoy pasar a un embudo de
separacion con benceno, cloroformo o éter (solventes organicos no polares) el filtrado.

I11L.- Separar las capas y concentrar la fase organica en bafio maria hasta evaporar totalmente.

IV.- En una placa cromatografica de vidrio, tomar una pequeiia muestra con un capilar y
colocar 2 puntos, uno en el centro y el otro en un extremo no tan préximo a las orillas ni a
la punta. *Consultar el esquema posterior cromatografia bidimensional de aminoacidos

V.- Colocar la placa recargada en la pared de la cAmara de vidrio, en la que se coloca un poco
de disolvente (solo en la base de la cAmara) de cloroformo — metanol 50:50.
IMPORTANCIA. . . o
VI .- Una vez que las muestras hayan corrido, sacar la placa y déjela secar al aire libre, vuélvala
a introducir en otra cAmara de vidrio con una mezcla de cloroformo - metanol- acido acético —

Este  método  colorimétrico h
agua al 65:25:8:4 , solo que ahora girela 90°.

puede ser empleado
extensamente en cromatografia
en papel, en placa de vidrio y
en columnas; de la misma forma
se puede llevar a cabo con
aminolipidos, fosfolipidos y
derivados de colesterol extraidos
de yema de huevo.

VI.- Una vez que haya vuelto a correr la muestra adecuadamente, sacar la placa y dejar secar.
Posteriormente rociar ninhidrina en aerosol.

R (+) = Azul — Morado

FUNDAMENTO i E APLICACION.

La ninhidrina (hidrato de tricetohidrindeno) se reduce,
cuando se calienta la solucion acuosa con a.a.’s libres.
Estos son oxidados con aldehidos, que contienen un
carbono menos; permitiendo la liberacién de amoniaco y
dioxido de carbono. El grupo amino debera ser alfa
respecto al grupo carboxilo, y ambos deberan estar
libres. Si el CO, liberado se mide cuantitativamente, el
método es especifico para los a.a.’s libres.

Su aplicacion es todavia valiosa en
los laboratorios de nivel superior,
de bioquimica, ciencias de la salud
y nivel medio superior. Permite
llevar la prueba hasta donde el
docente lo desee; esto es, puede
dejarla en cualitativa o bien, puede
hacerla cuantitativa.

(8]

e
T y, | oSN
c + RCCOOH — {\) /(; N—C
|NOTA : 1 “on 1411: th

IMP

o]

Ninhidrina Compuesto coloreado con ninhidrina

Procure no tener contacto con la CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
ninhidrina  ya  que  es o
considerado un quimico
mutagénico.

Basico Medio# Superior ¢ .- MERTZ T. Edwin, Bioquimica, 3Ye’,
México, Publicaciones Cultural. S.A., 1977.
Cualitativo ¢ 2.- CAMPOS G. y DELGADO. N. L. Manual de
Bioquimica Celular, FESC-UNAM, Meéxico,
Semicuantitativo. 1993.

o 3.- TOPOREK. R. Milton, bioquimica, 3%e,
Cuantitativo. MEéxico, Intramericana, 1986. (imagen).
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FREIFELDER. Cromatografia Bidimensional de Aminolipidos.

En la cromatografia bidimensional se debe de tomar en cuenta que una vez marcado el
punto de origen con la “X”, ésta correra en forma diagonal hacia la contra esquina, por
ésta razon es muy importante marcar bien el punto de partida (superior izquierdo o
inferior izquierdo). Esta cromatografia es muy 1util cuando se trabajan mezclas de
disolventes en distintas proporciones, y lo mismo sirve para identificar aminolipidos,
mezclas de aminoacidos y mezclas de nucledtidos.
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ESQUEMA 4B

CO0Y COO
% HyN*— G —H
) {
CHy :
L e "
CH
RN
) > T e,
Leucina i Leu, 1) Prolina (Pro, ")
COO Oy
HaN'— G —H
|
> s
4 = l"ll‘ CH,
Alanina (Ala, A) Yalina (Val, V)
In) Pol,
CO0 ((I(!
I
\ HN*—C —H EI\*I —H
|
b H
UH
Glicina (G, G) Serina (Ser, 5)
COO
l Oy
HyN* I =
H N —i —H
:‘11,
(1|
3 m,
7
n \zu, u/
Asparagina (Asn, N) Glutamina (Gln, Q)
Al
1 OO
Co0
HyN*—C —H
Gl (1!1
m.. (H,
um H (:oo H

Acido aspartico (Asp, D) Acido glutimico (Glu, E)

CAMPBELL A. Estructuras moleculares de los aminoacidos primera parte.
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ESQUEMA 4C

Triptofano (Trp, W)

€00
i
HN'—C—=H
= |
; é =
] ) : i
A > an,
2
Fenllalanina (Fen, Fy Isoleucina (the, 1)
Coy COy
i i
HgN (‘ —H -]
G =l ’( tL:H, ?
sgs > i I )
p) -
Treonina (Tre, T Casteina (Cis, C)
) > fl]ll ‘I(“)
HaN —( —n NSk
¥ ) CH,y
fipmd
s \
> \ﬁ)‘”
o
> Tirosina (Tir, ¥}

Histidina (His, H)

Oy O
| |
HgN*=C—H HNt—C —H
P <|'7H‘.
l
. G _ﬁ .
imir, m 3

NHy B Arginina, Arg, R)

5

-

CAMPBELL B Estructuras moleculares de los aminoacidos segunda parte.
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ESQUEMA 4D

Nombre Abre.
Grupo®  trivial viatura pK pl Formula
A "
Glicina Gly 2.34;9.78 6.06 H—CH—COOH
"‘“2
Alanina Ala  2.35;9.69 6.02 CH ;—CH—COOH
s
Valina Val 2.32;9.62 5.97 CH 3CH—CH—‘CDOH
CH3 T}lz
Leucina Leu 2.36;9.60 5.98 CHJCHCI‘lz——CH——CUOH
CH3 1|\"H2
Isoleucina Ile 2.36;9.68 6.02 CHJCHZCH——CHOOH
OH NH
B. T
Serina Ser 2.21;9.15 5.68 CH 2——CH——C00H
"“‘z
Treonina Thr 2.63;10.43 6.53 CH 3CH"*CH—COUH
(8]
H
. , .
Ac, aspartico  Asp 2.09 (carboxilos a) 2.97 COOH NH -
3.86 (carboxilos g) | |
9.82 CHE—CH—CDOII
C\:ONHz [|\'H2
Asparraguina  Asn 2.02;8.8 5.41 CH 5 CH—COOH
Ac. glutimico Glu 2.19 (carboxilos a) 322 TOOH T.H2
4.25 (carboxilos v)
9.67 CHECHZ—"'CH——-CUUH
(|:OI\H2 l‘rﬂHz
Glutamina Gln 2.17:9.13 5.65 CHECHZ—-—CH—COOH

[

BADUI A Propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos primera parte.
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ESQUEMA 4 E

Nombre Abre-
Grupo* trivial viatura pK pl Formiida
D.
! NH
Lisina Lys 2.18 9.74 THZ : 2
8.95 (amino a) : T —
10.51 (amino ¢) CH 2CH 2CM 2"\,'Hz"—CH- -COOH
Hidroxilisina 2.13 9.15 NH, OH Ny
8.62 (amino a) | = | .
9.67 (amino ¢) Cl'iz‘ CHCHECH_J—'—CH—-COUH
NH2 NH2
Arginina Arg 2.17 10.76 |
9.04 (amino «) CNHCH ,CH ,CH_—CH—COOH
12.48 (guanidino) Il €82
NH
E SH NH2
Cisteina Cys 1.71 5.02 | |
8.33 (-SH) CH,,—CH—COOH
10.78 (amino a) 2
NH
1 2
Cistina CySSCy 1.65; 2.26 (carboxilos) 5.06 S'—CHZ‘-—CH—COOH
7.85;9.85 (aminos)
N
a' [ 2
S—CHZ——CH—COOH
S——CH3 .\Hz
Mctionina ~ Met  2.28:9.21 5.75 |
Ch 2CH B—CH—CODH
NH,

F. . I
Fenilalanina  Phe 1.83;9.13 548 N CH, -CH-COOH
Tirosina Tyr 2.20 5.65 — TH‘

9.11 (amino a) p %
10.07 (fenélico) HO<\ // CH.-CH-COOH
. NH,
1
CH, -CH-COOH
Triptofano  Try  2.38;9.39 5.88 i
b
H
N NH,
Histidina His 1.82 7.58 V] |
6.0 (imidazol) L\ CH, -CH-COOH
9.17 f;-]
H
l :H
Prolina Pro  1.99;10.60 6.30 ';‘ CooH
H
H
HO \r\ H
Hidroxiprolina Hypro 1.92;9.73 5.82 N/\CO(}H
|
H

BADUI B Propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos segunda parte.
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ESQUEMA 4F

Nombres y abreviaturas de los aminoacidos comunes
ABREVIATURA ABREVIATURA
AMINOACIDO DE TRES LETRAS DE UNA LETRA
Alanina Ala A
Arginina \rg R
Asparagina Asn N
¢ |||--.-_\‘\\|II:1H \\[r 1}
Listemna Cis (
Acido glutimico Gin Q
Glutamina Glu E
Glicina Gli G
Histidina His H
[soleucina lle I
Leucina Leu |
Lisina Lis K
Metionina Met M
Fenilalanina Fen F
Prolina Pro P
Serina Ser S
[reonina Ire 1
[riptofano Irp W
lrosina lir Y
CAMPBELL
a.a. L . ;. , . . No .
Abreviatura Hidrdfilo | Hidréfobo | Acido | Neutro | Bdsico | Esencial esencial Metabolismo
Ala (A) X X X G
Arg (R) X X X* G
Asn (N) X X X G
Asp (D) X X X G
Cis (C) X X X G
Gln (Q) X X X G
Glu (E) X X X G
Gli (G) X X X G
His (H) X X X* G
Ile (I) X X X G
Leu (L) X X X C
Lis (K) X X X C
Met (M) X X X G
Fen (F) X X X C
Pro (P) X X X G
Ser (S) X X X G
Tre (T) X X X G
Trp (W) X X X C
Tir_(Y) X X X C
Val (V) X X X G
Propralina
Selenocisteina

C = Cetogénicos G = Glucogénicos X* = Son esenciales solo para los nifios, no para los adultos

Abreviaturas para los aminoacidos y sus propiedades biofisicas.
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Protéios mp®TOUL




INTRODUCCION

5.- PROTEINAS

El nombre proteina del griego TV

ﬂfp(i)TOU, proteios que significa “lo
primero”, fue propuesto por Berzelius
en 1838.

Regularmente son polimeros lineales
compuestos por o — aminoacidos con
una alta diversidad de funciones y
formas. A  diferencia de los
carbohidratos (polisacaridos), que estan
formados por polimeros repetitivos, de
uno o dos monémeros, con
periodicidad constante, casi todas las
proteinas contienen 20 o — aminoacidos
distintos y sin periodicidad, pero con
una orientacion exacta.

Las proteinas son biomacromoléculas
formadas por polipéptidos, en donde un
polipéptido consta de 50 6 mas a.a. los
cuales pueden ser variables en su
combinacion. Cada polimero esta
constituido por varios polipéptidos que
en conjunto forman a las proteinas.

Es importante denotar que el
plegamiento de las proteinas se produce
mediante una progresiva estabilizacion
de estructuras tridimensionales
intermediarias, en algunos casos la
necesidad de camuflar las cadenas
laterales  hidroéfobas  obedece a
cuestiones del medio, del pH o de
conformacion  electrostatica  entre
grupos, quedando expuestos solo
algunos de ellos (NH, Y COQ). Estas
unidades estabilizan a otros
intermediarios estructurales para formar
plegamientos, subdominios, dominios
y protémeros finalmente (las llamadas
PROTEINAS 1%, 2%, 3* y 4%). Estos
plegamientos que estdn, en la mayor
parte de las proteinas de las células
estan asistidas por enzimas.

Las proteinas son compuestos altamente
Polimerizados, que estan formados por
o — a.a. de configuracion L.

En  ocasiones suelen  unirseles
compuestos no proteicos. Las proteinas
se encuentran entre los nutrientes mas
importantes, junto con los lipidos y los
azucares.

CITA TEXTUAL

Las células estin compuestas en un 90 % de
agqua, Pero una vez deshidratadns, ef 507% del
feso seco de ln materia viva son ﬁm[einm de
muchisimos ﬁﬁoy distintos, Por g’emp/o la
bacteria Escherichia cof, que es uno de los
o;yam}'mw' mas J'impé que existen, cuenta con
ms 40, 000 foroteinas diferentes,

Cadn céluln fabrica lns [roteinas que necesita
fara hacer un L‘méfy’o exﬁeciﬁ'co, usando [
infofmacién co&ﬁﬁ‘m/ﬂ en sus genes, Ya
terminada I ﬁmfeina viaja a la pmﬂfe de ln
cbluln (o del cuer/ﬁo} donde s necesite y
empieza 4 hacer su trabajo,

Las profeinm' cumﬁ/e miles de ﬂmcionej'
distintas: son el fm‘nciﬁa[ material estructural de
los animales (el co/a’ﬂeno, la elastina Y I
quemfinﬂ, ﬁar 9’37@/0, son ﬁmfeinm’] Y
fmmporfﬂn numerasos materiales a través del
sistema civculutorio (La ﬁemaybéim es una
pmfeim que fmmporfﬂ a, Y CO, en ln
mrgm] (2).

fibrilares

IMAGEN:

COMENTARIOS

.

;Cuantas proteinas necesito yo?
Nuestro cuerpo no tiene una reserva
de proteinas comparable con los
depositos de azicares o de grasas.
Las proteinas tienen multiples
funciones, constituyen la piel, los
musculos, la sangre, se encuentran en
el interior de las células, en algunas
hormonas y desde luego en las
enzimas.

A groso modo las proteinas se
clasifican como:

Proteinas sencillas compuestas a su
vez por:

Escleroproteinas o proteinas
(miosina, queratina,
elastina, colageno, fibrindgeno y
fibroina de la seda) y por las

Proteinas globulares o sencillas
(albiminas, globulinas, prolaminas,
histonas, protaminas y gluteinas).

Por otra parte se encuentran los
Proteidos (Gucoproteinas,
Cromoproteinas, Lipoproteinas,
Fofoproteinas, Nucleoproteinas y
Metaloproteinas).

Todas ellas son de gran importancia
a la hora de elegir una dieta, dado
que los deportistas de alto
rendimiento deberian aumentar su
ingesta de proteinas hasta los 1.6 —
1.8 g/ Kg de peso corporal por dia, si
el entrenamiento es muy fuerte. Asi
una persona de 70Kg debera tomar
unos112 — 126g / dia. Mas de 2g de
proteinas/ Kg de peso diarios pueden
provocar lesiones y agotamiento del
higado y del riiion.

Hoy en dia se conoce la secuencia
completa de mas de 10,000 proteinas
diferentes y cada una tiene una
secuencia Unica de a.a’s.

PIE DE FOTO.
Foto que nos muestra a un fisico

constructivita capeén mundial Mr.
Olimpic, haciendo alusion al desarrollo
muscular (1).

GUIA DEL ESTUDIANTE. ‘7

1-Defina que es una proteimn?
2- De ung clasificacion  conocids de  las

proteinas

3- De gcuerdo g sus grupos funcionales y
unidades monomericas diga iqué cavacteristicas
fisicoquimicas presentan las proteinas?

FUENTES. —>

1).- Foto- PITER Bernal, MUSCLE
& FITNESS, Afio XVIII. N° 220,
2004

2).- M.D, Las Proteinas, (Coémo
Ves?, Afio 4, N° 37, Diciembre 2001.
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’ 5.A.- DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES POR PRUEBA DE
(PARA QUE SIRVE? BIURET

¥

Determinar la presencia de
proteinas totales en una muestra
biolégica, mediante una
solucion de sulfato de cobre e
hidroxido de sodio.

METODO- TECNICA

L.- Preparar una dilucion de proteina 1:10, tomar 1ml de ésta soluciéon y ponerla en un tubo
de ensayo.

I1.-En un segundo tubo agregar 3ml de grenetina al 1%

I1.- Agregar a los tubos de ensayo de2a 10 ml del reactivo de Biuret, en caso de querer
intensificar el color, incubar a 50° C hasta que aparezca un color mas intenso.

I11.- Leer la solucion en el espectro a un rango de 500 -570 nm. Si la practica se desea hacer
solo cualitativa, basta con comparar la intensidad de color que hay entre los tubos

IMPORTANCIA. @ R (+) = Del azul intenso al Violeta o rosa.

El nombre de Biuret es referido a).-Preparacion del reactivo de Biuret: Hidréxido de sodio al 10% y Sulfato de cobre la 1 %.

a un derivado de la urea que
también da  positiva ésta b).- Hidroxido de sodio 2M y Sulfato de cobre al 0.01M

reaccion.

Esta reaccion puede modificarse

ligeramente para permitir la FUNDAMENTO APLICACION.

determinacion cuantitativa de
las proteinas.

Las proteinaS y en .especial,. los Es una prueba de rutina muy usual
péptidos, en medio alcallpf), en los laboratorios escolares. Solo
f0r£I+lan complejos con el ion en algunos laboratorios de la
Cu o con  colores industria se llega a utilizar cuando
caracteristicos. * N no se cuenta con sistemas
automatizados.

iNOTA CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
IMPORTANTE! —
Basicoe Medio¢ Superior ¢ "

= . o 1.-MACARULLA. M. J. y GONI. M. F.
Se debe cuidar el orden de en el Cualitativo. Biomoléculas  Lecciones de  Bioquimica

que se van colocando los : ot Estructural, REVERTE, Espaia, 1993.
reactivos y se debe manejar la Semicuantitativo. P

temperatura que se indica, por lo
deméas, no es wuna prueba
delicada.

Cuantitativo ¢
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Evidenciar la presencia de una
proteina al ponerla a reaccionar
con hidrato de tricetohidrindeno
(ninhidrina) en caliente,
mediante su reduccion en una
técnica cromatografica.

IMPORTANCIA. @

Es importante resaltar que es
posible realizar una
comparacion colorimétrica
producidos por las cantidades
conocidas de una muestra de
a.a.’s puros conocidos y tratados
de la misma forma.

5.B.- REACCION DE LA NINHIDRINA Il - DETECCION DE LOS

AMINOACIDOS DE UNA PROTEINA

METODO- TECNICA

ELECTROFORESIS EN PAPEL

1.- Cortar una tira de papel de 3x 25 cm y marque el centro (zona de aplicacion de la muestra);
anotar en el extremo superior derecho la direccion del anodo (+) y del catodo (-), con lapiz.

I1.- Tomar una camara de electroforesis y agregar buffer de boratos a un pH = 8.6, sujetar con
unas pinzas la tira de papel y sumergirla en la tina de la cAmara; sacarla y escurrirla.
Colocar la tira en la camara de electroforesis siguiendo las instrucciones del profesor.

I11.- En la zona de aplicacion (marcada con el lapiz), colocar con un tubo capilar una pequeia

gota de solucién de a.a.’s o de la proteina tratada.

IV.- Colocar la tapa de la camara de electroforesis y conectar a la fuente de poder
(negro- negro y rojo — rojo), cerrando el circuito. Realizar la separacion a 200 volts.

Durante 40’ min.

V.- Pasado el tiempo, desconectar y destapar la cAimara, sacar con una pinza la tira de papel
(electroforegrama), dejar secar 2’y revelar con ninhidrina a 100° C sobre una parrilla al
raz, sin pegar completamente, hasta que aparezca una coloraciéon morada o azulada.

iNOTA
IMPORTANTE!

iPeligro!, el circuito es de alto
voltaje, evite el contacto directo.

FUNDAMENTO

I

La ninhidrina (hidrato de tricetohidrindeno) se reduce,
cuando se calienta la solucion acuosa con a.a.’s libres.
Estos son oxidados con aldehidos, que contienen un
carbono menos; permitiendo la liberacion de amoniaco y
dioxido de carbono. El grupo amino debera ser alfa
respecto al grupo carboxilo, y ambos deberan estar
libres. Si el CO, liberado se mide cuantitativamente, el
método es especifico para los a.a.’s libres.

0 0 0

; oH H (‘ C

C

AR N | - e

@ e ey

€ +RCCOOH- C=N—C )

‘{1 7 | @ / N ~

& el ¢ ;
b 0 1]

Ninhidrina Compuesto coloreado con ninhidrina

APLICACION.

Su aplicacion es todavia valiosa en
los laboratorios de nivel superior,
de bioquimica, ciencias de la salud
y nivel medio superior. Permite
llevar la prueba hasta donde el
docente lo desee; esto es, puede
dejarla en cualitativa o bien, puede
hacerla cuantitativa.

CLASIFICACION.

Béasico Medioe Superiore

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

mon——

Cualitativo ¢
Semicuantitativo.

Cuantitativo.

l- MERTZ. T. Edwin, Bioquimica, 3%e’,
Meéxico, Publicaciones Cultural. S.A., 1977.

2.- TOPOREK. R. Milton, bioquimica, 3%e’,
Meéxico, Intramericana, 1986. (Imagen).

3.- CAMPOS G. y DELGADO. N. L. Manual de
Bioquimica Celular, FESC-UNAM, Meéxico,
1993.
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Hacer presente a los a.a’s
triptofano y tirosina en medio
acido y luego en medio basico.

IMPORTANCIA. @

Esta prueba es de gran
importancia ya que se utiliza
para verificar la presencia de
Tirosina libre (por sus grupos
fendlicos) y de las proteinas
que la contienen.

5.C.- REACCION DE LAS XANTOPROTEINAS O REACCION DE

MULDER

METODO- TECNICA

I.- Afiadir en un tubo de ensayo un pequeiio trozo de lana o de seda, enseguida agregar 1ml
de acido nitrico concentrado, calentar y observar el color del tejido.

I1.- A continuacién alcalinizar la mezcla con una solucién de hidroxido de sodio y observar

el nuevo vire de color.

R (+) = Amarillo - Naranja

iNOTA
IMPORTANTE!

No se deberd tomar  jamas
como indicador de
concentracion a los colores
amarillo (menor concentracion)
y naranja (mayor
concentraciéon), dado que el
acido  nitrico  produce la
aparicion del color amarillo y la
base, por su parte, evidencia al
color naranja.

FUNDAMENTO

LS

Al poner a reaccionar una proteina con acido nitrico y
luego con hidréxido de sodio, se hace presente un color
amarillo debido a la presencia de los anillos ciclicos y
heterociclicos; posteriormente se transforma en un color
naranja.

APLICACION.

Esta prueba resulta de gran utilidad
en los practicas escolares por su
corto tiempo de realizacion,
aunque solo se recomienda para
los niveles medio superior y medio
superior, dada la peligrosidad de
sus reactivos.

CLASIFICACION.

Basico Medio¢ Superior ¢

Cualitativo.
Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

mon——

1.- BREWSTER. Q .Ray, Curso de quimica
organica experimental, Espafia, Alambra, 1978.
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Determinar de manera
semicuantitativa la cantidad de
nitrégeno presente en una
proteina, proveniente de una
muestra biologica.

IMPORTANCIA. @

Lo importante de ésta técnica es
que se transforman todos los
compuestos que  contienen
nitrégeno en amonio por un
proceso oxidativo con acido
sulfarico concentrado, un
catalizador y una sal.

En algunas variantes se
acostumbra a agregar un agente
oxidante para completar la
digestion y hacer transparente la
mezcla.

Este procedimiento constituye
una importante técnica
cuantitativa para la
determinacion de  nitrogeno
proteico.

5.D.- REACCION DE KJELDAHL PARTE |

METODO- TECNICA

I.- Agregar 0.2ml de suero sanguineo (previamente se deja coagular la sangre libremente) en

un matraz Kjeldahl de 300ml.

IL.- Afiadir Sml de acido sulfiirico q. p. 1 g de sulfato de sodio anhidro y 0.2 g de sulfato de

cobre en polvo.

I11.- Colocar con cuidado el matraz dentro de una campana de extraccion de gases y se procede
a la digestion durante 20’ min con un mechero o con una parrilla (el matraz debe estar
inclinado), dejar enfriar el matraz, agrega 2 6 3 trozos pequeiios limpios de piedra pomez

o de tezontle.

IV.- En seguida agregar 100 ml de agua destilada y 30ml de solucién de sosa caustica al 50%.
La adicién debe hacerse con el matraz inclinado para que se estratifique en el fondo.

V.- Conectar el matraz a la bola de Kjendahl del aparato de destilacion el tubo el cual debe
estar sumergido en un matraz Erlen Meyer de 250ml con 10ml de solucién de 4cido bérico

al 4% mas 4 gotas de indicador de Taschiro.

VI.-Agite le matraz de Kjendahl y aplicarle un micromechero. Destile hasta recoger unos
50ml en el matraz Erlen Meyer y titule su contenido con acido clorhidrico 0.05N, colocado
en una bureta de 50ml, hasta obtener un vire verde o azulado.

iNOTA
IMPORTANTE!

Es recomendable que cuando
se trabaje con muestras de
suero, se utilicen plazos de
calentamiento que oscilen entre
30 y 12° contados a partir del
momento en que la mezcla se ha
transparentado, es mantenerlas a
ebullicion durante 30’ a 2°.

FUNDAMENTO

LS

Se transforma el nitrogeno presente de las proteinas por
oxidacion en una mezcla de digestion que contiene
sulfato potasico y sulfato de cobre. Después de
alcalinizar se destila el amonio en una solucion de acido
borico y se titula con acido previamente estandarizado.
El nitrégeno proteico se titula como la diferencia entre el
nitrogeno no proteico y el nitrogeno total, y
posteriormente se transforma en proteinas séricas totales
utilizando el factor totalitario.

APLICACION.

¥

Actualmente solo se utiliza en los
laboratorios de analisis clinicos
para evaluar o estandarizar otras
técnicas

CLASIFICACION.

Basico Medio¢ Superior ¢

Cualitativo.
Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

mon——

1.- HENRY .J.Richard et.al., Quimica Clinica
principios y técnicas Tomo I, 2%e® Espaiia,
Editorial JIMS, 1980.

2.- ESCOBAR. Isabel Q.F.B., Quimica Clinicay
pruebas funcionales, procedimientos, México,
laboratorios clinicos de México, 1967.
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, 5.E.- REACCION DE KJELDAHL PARTE Il
(PARA QUE SIRVE?

¥

Determinar de manera METODO— TECNIC A

cuantitativa la cantidad de
nitrogeno presente en una
proteina, proveniente de una

muestra biologica. I.- En un tubo de 15 x 150 ml, agregar con una pipeta volumétrica 0.5 ml de suero sanguineo.

I1.- En seguida se afiadir con una pipeta serologica, 9.5 ml de solucion de sulfato de sodio al
22% y mezclar.

I11.- Tapar el tubo y ponerlo en una estufa a 37 °C durante 4 horas por lo menos.

IV.- Agitar y filtrar el producto en papel Whatman n° 40, colocado en un embudo de vidrio de
S5 cm de didmetro, sobre un tubo limpio de 15 X 150 mm. Filtrar las veces necesarias
hasta que el liquido quede transparente.

IMPORTANCIA. @

V.- Con pipeta volumétrica, agregar 4 ml del filtrado anterior, en un matraz Kjendahl de

La importancia de ésta técnica 300ml.

consiste en que rescata a la VI.- A continuacion seguir los pasos de la técnica de “Reaccion de Kjendahl I,” del T al VI.
valoracion de nitrégeno
organico (proveniente de aminas En ambas técnicas, convertir el total de ml’s gastados después de la valoracién a gramos de
y de amidas), asi como el proteinas totales x 100ml de suero multiplicados por elfactor 0.875 (que proviene de la
nitréogeno no proteico formula siguiente. PT = ml de HCI gastados x 100 x 0.00175/0.2.) Con la formula anterior
(proveniente de urea, a.a’s, etc.). conviene elaborar una tabla en la que se agregue de un lado los ml gastados y del otro lado las
concentraciones en g / 100ml de proteinas obtenidas.

La valoracion se lleva a cabo en
un medio muy acido para
finalmente titularse con un
alcali de concentracion

conocida, FUNDAMENTO APLICACION.

¥

Es muy util en los laboratorios de
andlisis clinicos ya que se utiliza
Proteina + H, SOy ——— (NH,4), SO, + NaOH como un patrén de referencia muy
fiable en los laboratorios de
bioquimica, en las escuelas de
NH; + HCl — NH, Cl nivel superior y en las areas de las

ciencias de la salud.

iNOTA
IMPORTANTE!

< CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
Es importante resaltar que las 1] ——

. e Basico Medioe® Superior
pipetas volumétricas y P 1.- HENRY .J.Richard et.al., Quimica Clinica

serologica  no deben  ser principios y técnicas Tomo I, 2%e® Espaiia,

sustituidas o remplazadas. Cualitativo. Editorial JIMS, 1980.
Refiltre el suero cuantas veces

sea necesario y use el mismo Semicuantitativo. 2.- ESCOBAR. Isabel Q.F.B, Quimica Clinicay
papel, hasta que éste quede pruebas funcionales, procedimientos, México,
transparente. Cuantitativo ¢ laboratorios clinicos de México, 1967.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Determinar por una técnica
colorimétrica la presencia de
proteinas libres de amoniaco.

IMPORTANCIA. @

Preparar  previamente el
siguiente reactivo y que por
falta de espacio se coloco en
éste lugar.

Reactivo de Nessler, segin
procedimiento de Foling:

Se colocan 30g de yoduro de
potasio + 22 g de yodo en 20ml
de agua y 30g de mercurio
metalico. Todo se coloca en una
botella de vidrio con tapon
esmerilado y se agita
fuertemente durante 7 — 15 min.,
hasta que se mantenga un color
rojo. Se enfria al chorro del agua
y de sigue agitando hasta que el
rojo cambie a color verde
(aproximadamente 15°).

Por otro lado se prepara una
solucion de hidroxido de sodio
al 63% y se diluye hasta el 10%,
obteniendo 350ml.

Posteriormente se agregan 75ml
de la solucion de Yoduro doble
de mercurio y potasio (I;HgK,)
+ 75 ml de agua destilada. Todo
se pasa a un recipiente de 500
ml. Los primeros dias se forma
un precipitado oscuro en
pequefia  cantidad que se
deposita, se debera tomar el
liquido sobrenadante.

5.F.- REACCION DE FOLING - WU

METODO- TECNICA

L.- El desproteinizado de sangre o plasma se debe de trata por el método de Kejendahl y el
amoniaco que se forma, se determina por Nesslerizacion directa, segiin las indicaciones de
Foling, proceder a preparar simultineamente el tubo problema y el testigo.

IL.- En un tubo de ensayo obtener entre 35 - 50ml de filtrado de sangre libre de proteinas,
agregar 1ml de la mezcla de digestion, algunas perlas de vidrio y hervir enérgicamente sobre un
mechero, hasta que los humos de anhidro sulfiarico llenen el tubo (aproximadamente de 3 — 7
min). Reducir la llama manteniendo el liquido en ebullicion moderada, tapar el tubo con un
embudo y continuar hasta calentar 2°’min mads, esperar que la solucién quede incolora.

IIL.- Retirar el tubo de la llama, quitar el embudo y dejar enfriar; una vez que la solucién
quede a temperatura ambiente agregar agua hasta completar 35 ml. Y a continuacién, agregar

reactivo de Nessler hasta la marca de 50ml.

IV.-Tapar la mezcla con un tapén de goma y mezclar con cuidado, cuando la mezcla sea turbia,
proceder a la centrifugacion antes de comparar colorimetricamente.

Preparacién del testigo: En un matraz de aforo de de 100ml de capacidad, agregar 3ml de
sulfato de amonio + 2ml de la mezcla de digestion y 50 ml de agua destilada (libre de amoniaco).
Agregar 30ml del reactivo de Nessler y terminar de completar con 100ml con agua destilada.

Preparacion del blanco: 1ml de mezcla de la digestion + 34 ml de agua y 15 ml de reactivo de

Nessler
R (+) = Verde amarillento

Leer al fotocolorimetro con filtro azul (415nm), llevar a cero con un blanco

iNOTA
IMP

Es importante que tanto en la
preparacion de los reactivos
individuales como en los de la
preparacion de la practica no se
altere el orden de agregacion y
se sigan al pie de la letra la
calibracion del fotocolorimetro.

FUNDAMENTO

I8

La absorcion en el espectro visible y sus moléculas
coloridas correspondientes, se explican como la energia
radiante que es absorbida por las moléculas organicas,
deslocalizando las nubes electronicas pi cuando se
absorbe radiacion ultravioleta y visible. Las absorciones
se desplazan hacia la region visible al incrementarse los
dobles enlaces pi conjugados. A éste efecto se le conoce
como batocromico, del griego bathos, profundo y
chromos, color. El color que percibe el ojo humano
corresponde al color de la radiacion complementaria a la
absorbida, si la molécula absorbe una radiacion de la
region azul (del filtro), el color que percibe el ojo
humano es el amarillo (del reactivo) y viceversa.

APLICACION.

¥

Su aplicacion es todavia valiosa en
los laboratorios de nivel superior,
de bioquimica, ciencias de la salud
y nivel medio superior. Permite
llevar la prueba hasta donde el
docente lo desee; esto es, puede
dejarla en cualitativa o bien, puede
hacerla cuantitativa.

CLASIFICACION.

Basico Medio¢ Superior ¢

Cualitativo ¢
Semicuantitativo.

Cuantitativo ¢

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

om——

1.-VEGA. C .Linda, Manual del laboratorio de
bioquimica para M.V.Z;
FESC; ISBN, 1993.

México, UNAM.
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INTRODUCCION j

En los ultimos afios de la década de los
30°, los cientificos Linus Pauling y
Robert Corey realizaron estudios de
cristalografia por la técnica de rayos X ,
precisando la  estructura de los
aminoacidos, los péptidos y algunas
proteinas; entre ellas las del orden
primario. Se define como estructura
primaria al orden en el que se enlazan
en forma covalente los a.a’s.

Los péptidos son cadenas lineales de
a.a’s, que a su vez se mantienen unidas
por enlaces ionicos, de hidrogeno y
enlaces de Van Der Waals; en donde
todos y cada uno de los a.a’s llevan un
lugar especifico a modo de que el
péptido sea funcional bioquimicamente
hablando.

Por lo general la union de 2 6 mas
enlaces  péptidicos  forman  un
macropéptido, entre 6 y 50 a.a’s, llegan
a forman un polipéptido y en algunos
casos alcanzan alrededor de los 4000
a.a’s. Por ende, una proteina es la union
de varios polipéptidos y estd formado
por mas de 50 a.a.’s.

Muy importante es reconocer que las
proteinas primarias juegan un papel
muy importante ya que estas se
encuentran como hormonas (insulina
con 51 a.a’s, gastrina con 34 a.a’s , y
prolactina y oxitocina con 9 a.a’s, etc.)
También estan las proteinas de sangre
como (las a, B y y) y aun mas
importante, las proteinas de membrana
celular que permiten la entrada y salida
de los nutrientes y otras mas como el
citocromo con 104 a,a’s, la ribonucleasa
con 124 a.a’s y la la lisosima de la clara
de huevo con 129 a.a’s.

Algunos a.a’s son mds abundantes en
las proteinas primarias como son la
Leu, Glu, Ser y Gli; los cuales
constituyen el 32% de en estas
proteinas de manera general.

Los bioquimicos incluyen en esta
definicion las interacciones covalentes,
incluidos los enlaces de disulfuro que
pueden formar las cisteinas.

5.1.- PROTEINAS SIMPLES -
ESTRUCTURA PRIMARIA

=

CITA TEXTUAL =

Oﬁemcia'n Proteoma ln nueva frontera de ln

medicina.

Un gen no es ofra cosa que una frase formadn
for combinacion de letras en un orden ﬁreciyo
que dicta a ln magquinaria celular que ﬁmfeina
tiene  que {abricar, for consiguiente, I
comprension bisica de ln fancion de las
ﬁmfeinm es esencial fara fener una vision
mmﬁ/ez‘a del [roceso jenéﬁco, y viceversa, En
ﬁa/ﬂémy de Vanter, "l fprotedmica imﬁﬁm el
estudio de ln funcion Y ln relacion entre
[rroteinas, asi como  su ﬁﬂ/}ﬂ/ en  los
enfermedndes”. Este tipo de conocimientos
empiezﬂ a ser expﬁ;fm@ ﬁor lns compﬂﬁim‘
fﬁrmacéuﬁcm fpara seleccionar los mejores
o@'eﬁf/oy moleculares, [roteinas con lns que
interactian selectivamente los frirmacos fpara
obtener una respuesta terapéutica favorable.
También ofrece a los éiociuimicoy la /aw'iéi/i/ﬂ/
de determinar Mpi/amenfe el wimero exacto de
o@‘eﬁuoy moleculares [proteicos efectivos que en
ocasiones //eﬂﬂn a contarse hasta 4000

diferentes (2).

IMAGEN:

o f’@g\u £ o @ oy
- sef
By

g o
’ym Bl () @/
gl sty i
seft @ alte ﬂ":g‘y 4,){
: L
i o

let
LU

, v 3
W’g‘n ‘eu@ Alegm

ala

COMENTARIOS

.

Las proteinas, como familia de
macromoléculas, son las tnicas
capaces de reconocer e interaccionar
con otras macromoléculas muy
dispares. Por ejemplo la mioglobina,
se une fuertemente a un grupo hemo
atn cuando su cadena poliptidica
solo esté parcialmente plegada.

Otras mas sencillas se unen a
azucares o lipidos y hasta a metales.
Aunque cada especie animal y
vegetal contienen miles de proteinas.
Muchas de éstas son iguales en todos
los seres vivos, aunque cada especie
posea su propio conjunto de proteinas
llamadas proteinas especificas.

Dada esta caracteristica tan particular
es que gracias a ella se pueden
identificar el género y especie de
alglin animal trasgresor por medio de
pruebas bioquimicas que arrojan
resultados muy precisos. Hoy en la
quimica legal y en la quimica forense
se puede identificar a un individuo
sospechoso gracias a la
determinacion y clasificacion del tipo
de cabello.

Otro aspecto importante es reconocer
que las glucoproteinas (proteinas
unidas a azucares y que se
encuentran en la superficie de los
globulos rojos) permiten que se lleve
a cabo una buena o mala transfusion
sanguinea gracias al reconocimiento
de estas proteinas de superficie en el
laboratorio.

PIE DE FOTO.

Imagen que representa un collar
de cuentas, el cual hace alusion a una
proteina primaria (1)

GUIA DEL ESTUDIANTE. ?

10)-De el fundmmento de Biuret

2)- 4Qué es un polipéptido?

3)- sCudntas aminodcidos conforman aun
aminodcido?

%) - Pruebs que determing proteinas totales.

FUENTES. —>
1).-AUDESIRK Teresa y Gerard,
Biologia 1, Unidad en la universidad,
4%eY, Printice May, Denver E.E.
U.U., 1996.

2).-M. COPEIRAS Enrique,
Operacién proteoma la nueva
frontera de la medicina, Muy
Interesante Biotecnologia, Afiol7,
N° 04, Abril del 2000.
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Determinar de manera
cualitativa la presencia de
proteinas pequefias presentes en
sangre u orina mediante su
fragmentacion en  una
elctroforesis.

IMPORTANCIA. @

Es una técnica sencilla de
elaborar y lleva poco tiempo en
realizarse, ademas la muestra
utilizada es facil de obtenerse,
aunque cabe aclarar que también
se puede usar orina de la
mafiana concentrada.

5.1.A.- FRACCIONAMIENTO DE PROTEINAS POR ELECTROFORESIS
DEBENCE - JONES

METODO- TECNICA

L.- Extraer de 3- 4 ml de sangre venosa, libre de hemdlisis (sin anticoagulante) y separe el suero
por centrifugacién 2000 r.p.m. durante 10’ min.

I1.- Proceda a cortar 3 tiras de papel filtro Whatman del N° 1, de 34 cm de largo x 5 cm de
ancho, siguiendo la direccion de las fibras del papel en su longitud, sefialar el sentido con una
flecha a lapiz.

I11.- Tomar con una pipeta de Sali 0.02 ml de suero 6 0.1 ml de orina concentrada; depositar en
una tira de papel el volumen de la muestra en forma lineal, como se indica en la siguiente
pagina*. Procure que la linea del suero quede a unos 7cm’s del extremo de la tira y separada a
1 cm de los bordes de la misma.

IV.- Dejar secar la tira a temperatura ambiente.

V.- Llenar el tanque de “lucita” con un buffer de barbituratos a pH = 8.6 recién preparado, los
distintos compartimentos del tanque deberian quedar al mismo nivel.

VI.- Sumergir las tiras las tiras de papel con el suero semi seco y volverlos a sacar.

iNOTA
IMPORTANTE!

Cuando proceda a tomar por
primera vez el papel y a marcar
la flecha, hagalo con guantes de
latex puestos ya que la grasa e
impurezas de las manos pueden
interferir en los resultados.

FUNDAMENTO APLICACION.

Como se sabe todo compuesto quimico o bioquimico
presenta cargas de polaridad, lo cual le confiere ciertas
propiedades de migracion en un campo de eléctrico. Las
proteinas no son la excepcion ya que al tener un extremo
carboxilo libre y otro extremo amino libre,
conjuntamente con otros grupos funcionales y que
ademas presentan un peso molecular, estos determinaran
especificamente hacia donde migrara ésta.

Es una técnica que se recomienda
para los tres niveles escolares, solo
que esto dependera del enfoque
que se le de a la misma. Por otro
lado la practica no pierde su
importancia en los laboratorios de
analisis clinicos.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
mon——

CLASIFICACION.

Basicoe Medioe¢ Superior ¢

1.-ESCOBAR Isabel Q.F.B., Quimica Clinica y
pruebas funcionales, procedimientos, 3"‘/ed,
México, Laboratorios Clinicos de México, 1967.

Cualitativo ¢
Semicuantitativo.

Cuantitativo.
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(PARA QUE SIRVE?

Identificar la presencia de
Triptéfano, Tirosina 0
Fenilalanina en una proteina,
valiéndose del reactivo de
Millon.

IMPORTANCIA. @

Esta prueba se utiliza para
evidenciar la presencia de
Tirosina libre y de algunas
proteinas que lo contienen.

5.1.B.- ENSAYO DE MILLON

METODO- TECNICA

L- En un tubo de ensayo agregar un poco de clara de huevo y en seguida afiadir 5 gotas del

reactivo de Millon.

I1.- Homogeneizar cuidadosamente y después calentar, y observe el vire de color.

I11.- Realiza los pasos I y II nuevamente, pero, ahora con gelatina.

Preparacién del reactivo de Millon:

Disolver 10g de mercurio en 20ml de 4cido nitrico concentrado y calentar. En seguida diluir la

solucion resultante en 30ml de agua.

R (+) =Rojo — Anaranjado, para proteinas que contienen Triptéfano, Tirosina o Fenilalanina.

iNOTA
IMPORTANTE!

nitratos y nitricos mercurosos.

FUNDAMENTO

I8

Cuando se pone a reaccionar una mezcla de nitratos y de
nitricos mercurico y mercuroso, se llegan a formar
complejos que permiten el reconocimiento de los grupos
fenolicos presentes en la tirosina.

APLICACION.

Esta prueba resulta de gran utilidad
en los practicas escolares por su
corto tiempo de realizacion,
aunque solo se recomienda para
los niveles medio superior y medio
superior, dada la peligrosidad de
sus reactivos.

CLASIFICACION.

Bésico Medio# Superior ¢

Cualitativo.
Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

mon——

1.- BREWSTER. Q. Ray, Curso de quimica
orgéanica experimental, Espafia, Alambra, 1978.
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INTRODUCCION

Nuevamente en 1951 Pauling y Linus
Carl Proponen 2 estructuras periodicas
poliptidicas llamadas o — hélice y B —
plegada lo que les valdria el premio
Novel en 1954.

La B - plegada se caracteriza
fundamentalmente de las a — hélice o —
hélice en que es una lamina en lugar de
un cilindro. Su cadena poliptidica
llamada hebra B, esta completamente
extendida en vez de estar estrechamente
enrollada. Sus cadenas adyacentes se
orientan en la misma direccion o en
direcciones opuestas, mientras que la
distancia axial entre los a.a’s
adyacentes es de 3.5 A. Y una
diferencia més es que esta cadena esta
estabilizada por puentes de hidrogeno
entre los grupos NH y CO de sus
mismos filamentos poliptidicos.

Los giros beta conectan a menudo
cadenas [ antiparalelas; de ahi su
nombre. También se les conoce como
giros revestidos o pliegues en orquilla.

La a — hélice se considera como una
estructura semejante a la de un cilindro,
en donde la cadena polipeptidica
principal estrechamente forma la parte
inferior del cilindro y las cadenas
laterales se extienden en wuna
disposicion hacia fuera en forma
helicoidal. Dicha  cadena  esta
estabilizada por puentes de hidrégeno
entre los grupos NH y CO en la misma
cadena. El sentido de la hélice va en
sentido de las agujas del reloj
(dextrogiro). La distancia axial entre los
a.a’s adyacentes es de 1.5 A.

Un tipo especial es la triple hélice, esta
cadena extracelular contiene 3 cadenas
poliptidicas helicoidales, de unos 1000
residuos de a.a’s de longitud, casi cada
3er residuo es Gli. También se
encuentra muy presente la Pro, en
mayor proporcion que en las demas
proteinas, ademas el coldgeno contiene
4 — Hidroxiprolina (Hyp), un a.a’s que
raramente aparece en otros sitios. Una
secuencia que aparece regularmente es
la de Glicina, Prolina e Hidroxiprolina.

5.2.- PROTEINAS SIMPLES -
ESTRUCTURA SECUNDARIA

CITA TEXTUAL

?lumiue en el ser humano las ﬂmcianey vitales
del ﬁe/o son casi nulas Y pr'ep/ominﬂn las de
cardcter p.vicoﬂﬁﬂica Y social, se conserva este
ciclo. Al ym/ que lus wiias, e pe/a no fiene
vidn; esti constituido for /mym’ cadenas de
/Jmfeinm, ln mds imparfanfe de los cuales s I
uerating, Como todns  lns pmfeinm’, I
queratin estd formada for ln combinacion de
aminodcidos. En ln ziuemﬁna en /mrficu/m'
pre/omina el aminodicido (lamado cisterna que
[osee un dtomo de azufre. Las cadenas de
z;uemfinﬂ se acomodan de forma ﬂam/e/a, Si
los enlaces se dan de forma ﬁﬂmé/ﬂ Y las
cadenas ﬁmfeinicm se mantienen alineadns,
tendremos el cabello lacio; si la wnion entre
azufres se dn de forma aﬁ'a}gona[ ls ﬁ‘émj’ de
ueratina /[orman una especie de eyzim/ Y el

cabello serd rizadn. (2).

IMAGEN:

COMENTARIOS

.

Las proteinas con estructura o —
hélice, se encuentran facilmente en la
miosina y la tropomiosina del
musculo, en la fibrina de los coagulos
sanguineos y en la queratina del
cabello y las ufias. Los “cables
helicoidales” de estas proteinas
ejercen una fuerza mecanica en las
fuerzas de las fibras que conforman a
estas proteinas los cuales aguantarian
varias  toneladas si  estas se
aumentaran al grosor de un cable de
alta tension. Otro ejemplo vivo son
las fibras que conforman las puas del
puercoespin.

Otro ejemplo relevante es el de la
enzima digestiva quimiotripsina
que contiene una proporcion de un
10% de o - helicoidal, mientras que
la mioglobina, contiene mas de un
75% de sus residuos a,a’s en su
forma o - helicoidal, un alto
contenido del a.a glicina favorece la
formacion de a - hélices; a su vez
éstas propician la formacion de
configuraciones 3, una forma alterna
de la estructura secundaria.

Por otro lado, el colageno es una
proteina  fibrosa que compone
principalmente la  piel, huesos
tendones, cartilagos y dientes.

Su triple hélice estd formada por 3
cadenas  polipeptidicas trenzadas
como en una cuerda, es un
componente de los huesos y del
tejido conectivo en gran proporcion;
y es la proteina mas abundante en los
vertebrados. Esta organizado de tal
manera que forma fibras insolubles
en agua, y ademas es muy resistente.

PIE DE FOTO.

- Estructura de una secuencia de
aminoacidos dispuestos en forma de
espiral. Una de las formas relevantes
del as proteinas secundarias (1).

GUIA DEL ESTUDIANTE. 7
1-iCoh  qué muestra se trabgje en lo
pruebs de desnaturalizacion de proteings?

2)-De el fundamento de o
desnaturalizacion de metaloproteinss.
3)- &Cusles son los estructurss de ung

Gﬂ?

proteing 2

FUENTES. —>

1).- ONDARZA Raul, Biologia
Moderna, 10%¢%, México, TRILLAS,
1996.

2).-SOSA. R. Ana Maria, La quimica
del pelo, (Como Ves?, Ao 3, N° 36,
Noviembre 2001.
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Determinar la presencia de una
proteina con una solucion de
acido acético mas P
dimetilbenzaldehido, mediante
un vire de color conocida como
base de ZIF.

IMPORTANCIA. @

Las preparaciones de hipofisis
dan una reaccién positiva al
igual que la tiroglobulina
mientras que la Tirosina da una
reaccion negativa.

5.2.A.- PRUEBA DEL DESDOBLAMIENTO TERMICO DE UN

IMINOCOMPUESTO

METODO- TECNICA

I.- I.- Se colocan 5 capsulas de porcelana y agregar unas gotas de la solucion a probar:

1) 30 pg de albimina de huevo 2) 0.1 pg de peptona seca
4) 100 pg de colageno modificado 5) 60 pg pancreatina.

3) 20 pg de seroalbumina

I1.- Luego, acidificar con unas gotas de dcido acético glacial saturado mas
P-dimetilbenzaldehido mas una gota de acido clorhidrico fumante.

R(+) = Vire de color Azul

Poner en contacto un poco de muestra de pirrol impregnado en un papel filtro con una
solucion al 5% de p — dimetilbenzaldehido en acido clorhidrico concentrado o en acido

tricloroacético, aparecera un color violeta.

Los limites de identificacion se encuentran cercanos a los 100 pg

iNOTA
IMPORTANTE!

El pirrol y sus derivados se
volatilizan con los productos de
combustién con gran facilidad,
por lo tanto no los ponga
directamente

FUNDAMENTO

I8

Ya que el triptéfano se encuentra casi en todas las
proteinas es transformado facilmente en indol y sus
derivados. Y  éstos  compuestos  (amino e
iminocompuestos) pueden ser detectados fundiéndolos
con cloruro de fluoresceina o con una condensacion con
el p — dimetilbenzaldehido produciendo asi bases
coloridas de ZIF.

Las proteinas son facilmente hidrolizadas por los acidos
minerales fuertes, produciendo finalmente polipéptidos,
péptidos y a.a’s

APLICACION.

Esta prueba es muy util en
laboratorios de determinacion de
compuestos organicos como en
investigacion, ya que proporciona
una facilidad para el manejo de
muestras biologicas.

CLASIFICACION.

Basicoe Medioe¢ Superior ¢

Cualitativo ¢
Semicuantitativo.

Cuantitativo.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

mon——

1.- FEIGL Fritz, Pruebas ala gota en analisis
orgénico, 7%, México — UNAM, Manual
Moderno, 1978.
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INTRODUCCION

Es dificil determinar en donde termina
una estructura secundaria y en donde
comienza una estructura terciaria, pero
es seguro que cuando los elementos de
una estructura secundaria interactian y
se repliegan como una unidad globular
compacta, se le llama entonces
estructura terciaria. En estas
proteinas el esqueleto se pliega sobre si
mismo para dar una forma esférica, sus
secciones helicoidales y de lamina
plegada se pueden disponer de modo
que los extremos de la cadena queden
cercanos entre si en tres dimensiones.

Estas se refieren a la conformacion
global de una cadena poliptidica, o sea,
a la disposicion tridimensional de todos
los restos de a.a’s. Regularmente se
estabiliza  mediante  puentes de
hidrogeno e interacciones hidréfobas
entre las cadenas laterales no polares vy,
solo en algunas proteinas, por medio de
enlaces disulfuro. Todas estas fuerzas
estabilizan las hélices a, las hebras f3,
los giros y los arrollamientos al azar en
un andamiaje interno compacto.

Las proteinas globulares, a diferencia
de las fibrosas, son solubles en agua y
tienen estructura compacta.

El tamafio y la forma de una proteina de
esta naturaleza dependen de la cantidad,
el tamafio y la disposicion de las
estructuras secundarias. Para aquellas
proteinas de una Unica cadena
poliptidica, o proteinas monoméricas;
dicha estructura suele ser el maximo
nivel de organizacion.

Todas estas interacciones pueden
producir cambios sutiles o drasticos en
las propiedades de una de la region de
un punto distante, en cuanto a su
conformacion  molecular. A las
proteinas que presentan esta propiedad
se les conoce como alostéricas, aunque
no todas las proteinas formadas por
multiples subunidades presentan efectos
alostéricos.

5.3.- PROTEINAS SIMPLES -
ESTRUCTURA TERCIARIA

SR

CITA TEXTUAL Z=

Entre ﬂw‘fu/mﬂ ln existencia de canales en I
membrana de las neuronas Y entender como
funcionan estos canales ﬁ@ un mar de
conocimiento que era necesario descubrir. El
“mar del agqua” lo lend Piter Agre, expﬁmm@
el ﬂmcianamienfa de los canales que rggu/ﬂn el
transito de moléculns de agua hacia Y desdle
célult ~ canales a los que llamé ”mcmﬁorinm’ ‘-
.Y el "mar del pofm'io" lo nﬂmyo’ Roderick
Mac Kinonn,
}’lﬂre diseiic  un exﬁerimenfo dramitico fpara
examinar ln funcion de ln [roteina visitante. La
real academia lo describe asi:
"Colocadas en solucion acuosa, las célulns que
tenion I profez’m en sus  membranas
absorbieron agqua ﬁar asmosis y se hincharon,
mientras que las que carecian de ln /Jmfe;’nﬂ no
vesultaron afectadns en absoluto”
Con lo cual  comcidié }’(ﬂm "ﬁo/remay
mﬂi’fﬂ/izm nuestro  entendimiento  de s
acuaporinas para mejorar ln medicina”, @’o ef
fa que se anuncic el [premio novel,"las
ﬁoyiéiﬁ/mfex de (hasta) donde nos levardn las

acuaporinas son ilimitadas”. (2)

IMAGEN:

COMENTARIOS

.

Algunas proteinas no son ni
globulares ni fibrosas.

Por ejemplo, la miosina es una
proteina del musculo que funciona
también en algunos sistemas no
contractiles y es una de las proteinas
mas grandes que se conocen por
poseer mas de 1700 residuos de a.a’s
en su cadena poliptidica. La miosina
no es una proteina fibrosa, sin
embargo, es mucho menos compacta
que una proteina globular y parece
asumir una conformacion extendida
en solucion.

Un grupo importante de proteinas
fibrosas es el de las queratinas, que
son considerados los principales
componentes de la lana, pezuiias,
ufias, garras, escamas, pelo y picos de
diferentes aves.

Las colagenas son Glicoproteins
compuestas basicamente por
Hidroxiprolina, Prolina, Gicina y
Alanina. De la misma manera, la
colagena forma una triple hélice
unida por enlaces transversales dando
un material rigido e inextensible. Por
ejemplo, la seda, la tropomiosiona y
la paramiosina.

La estructura terciaria puntualiza el
ordenamiento espacial de
subunidades o cadenas poliptidicas
provenientes de estructuras 1%y 2%,
y la naturaleza de sus contactos
mutuos por los enlaces quimicos
tienen una principal importancia
biologica.

PIE DE FOTO.
Estructura tridimensional de

una proteina terciaria que nos muestra
la secuencia de aminoacidos dispuestos
en o — hélice (1).

GUIA DEL ESTUDIANTE. ?

1)- iQué es ung scuaporing?

2)- iCudles son los 24 aminodcidos que
componen 2 [2 tropomiocing?

FUENTES. —>
1).-KARP Gerard, Biologia Celular y
Molecular, Mc-Graw-Hill
Interamericana,  Universidad  de
Florida 1996.

2).-CRUZ Javier, Ciencia de agente
aduanal, ;Cémo Ves?, Afio 6, N° 63,
Febrero 2004.
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Evidenciar la presencia de una
proteina valiéndose de la prueba
de Maclagan, sacando la
diferencia entre un patrén sin
suero y la lectura del suero en
un espectrofotémetro.

IMPORTANCIA. @

Esta prueba es de gran
relevancia ya que se vale de
métodos y de técnicas de gran
precision para la identificacion
de una proteina.

5.3.A.- PRUEBA DE TIMOL O PRUEBA DE MACLAGAN

METODO- TECNICA

I.-Tomar 2 tubos y etiquetarlos, uno como tubo problema y otro como tubo patroén.

I1.-Afiadir a ambos 0.1 ml de suero, al problema 6 ml de soluciéon amortiguadoray al tubo
patron agregar 6 ml de solucion de timol y veronal mezclar con cuidado.

IIL.-Dejar reposar 30min, proceder a la lectura con un espectrofotémetro (usar filtro rojo a
750 nm).
Restar la densidad optica obtenida del tubo patrén menos la densidad éptica del suero.

Construir una curva de calibracion previa y compare sus datos problema.

*Preparacion de la solucion de veronal y timol.

Veronal Sodico =1.03g

Veronal = 1.38g

Timol pulverizado = 3g

Agua destilada c.s.p. = 500ml

Calentar la mezcla casi hasta ebullicion, agitar y dejar enfriar a temperatura ambiente, la

solucion se enturbia al enfriarse, agregar una pequefia cantidad de timol cristalizado, tapar y
dejar reposar toda una noche a temperatura ambiente.

Al siguiente dia mezclar de nuevo y filtrar. Ajustar el pH con un pH metro (agregando veronal
sédico)

* La preparacion de la solucién buffer a pH = 7. 55, es idéntica al reactivo anterior, pero con la
ausencia de timol.

Se recomienda realizar una curva de calibracion previa y apropiada al problema, tomando en
cuenta la preparacién del blanco ademas del patrén y el problema.

iNOTA
IMPORTANTE!

Es importante resaltar que la
toma de la muestra de suero
debera provenir de una persona
en ayunas ya que la digestion
altera los resultados.

La conservacion de solucion
amortiguadora y de solucion de
timol y veronal, se hard a
temperatura ambiente y al
abrigo del aire, descarte una
solucion turbia.

FUNDAMENTO

¥

APLICACION.

LS

Esta prueba es considerada como una reacciéon de
floculacion a la cual se le agregan diversos reactivos que
provocan la precipitacion de ciertas proteinas (albiimina,
globulina, lipoproteinas, gammaglobulinas y alfa
proteinas) debido a la desnaturalizacion de las mismas.

Al ser una prueba meramente
cuantitativa y que ademas se apoya
en una curva de calibracion, la
hace una prueba muy til para los
laboratorios de nivel superior y en
algunos casos de investigacion.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
mon——

CLASIFICACION.

Béasico Medio Superior ¢

1.- RODIER J. y MALLEN . R., Manual de
Bioquimica Practica, técnicas para el uso de los
laboratorios de analisis clinicos, 3%/e¢ Espafia,
Editorial JIMS, 1970.

Cualitativo.
Semicuantitativo.

Cuantitativo ¢
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, 5.3.B.- PRUEBA DE LOWRY
(PARA QUE SIRVE?

¥

Determinar de manera METODO- TECNICA

cuantitativa la concentracion de
una proteina (albimina)
mediante una técnica
espectrofotométrica y el método L.- Hacer una dilucion previa de calostro 1:1000 con agua destilada
de curva patron.

II .- Preparar la siguiente serie de tubos.
Tubo n°1: 0.05 ml de patrén de proteina, 0.95 ml de agua destilada'y 0 ml de calostro.
Tubo n°2: 0.10 ml de patrén de proteina, 0.90 ml de agua destilada y 0 ml de calostro.
@ Tubo n°3: 0.20 ml de patrén de proteina, 0.80 ml de agua destilada y 0 ml de calostro.
Tubo n° 4: 0.30 ml de patron de proteina, 0.70 ml de agua destilada y 0 ml de calostro.
IMPORTANCIA. Tubo n°5: 0.40 ml de patron de proteina, 0.60 ml de agua destilada y 0 ml de calostro.
Tubo n° 6: 0.50 ml de patrén de proteina, 0.50 ml de agua destilada y 0 ml de calostro.
Es importante que prepare los Tubo n® 7: 0.00 ml de patrén de proteina, 0.00 ml de agua destilada y 0.3 ml de calostro.
siguientes reactivos
previamente: IIL.- Tomar 0.3 ml de cada uno de los tubos y se pasar a 7 tubos diferentes marcados
previamente y afiadir 2.5 ml de solucién C, dejar reposar durante 15°min a temperatura
Sol. A = Na, CO; al 2% en ambiente.
NaOH al 0.N
IV.- Agregar 0.5ml de reactivo de Foling diluido a cada uno de los tubos y esperar un reposo de
Sol B = Cu SO,. 5 H,0 al 5% 20’min.
en tartrato de sodio y potasio al

1% V.- Tomar la lectura de densidad éptica para cada uno de los tubos en un fotocolorimetro con
0

filtro rojo o usar un espectrofotometro con longitud de onda de 750 nm.

VI.- Elaborar una curva patrén en donde el eje de las “X” contenga los valores de densidad
optica y en el eje de las “Y” contenga la concentracion de proteina en g / 100ml; por tltimo,
interpolar el valor del tubo n° 7.

Sol. C = 50 partes de A con una
parte de B, en el momento de
usarse.

Patron de proteina = albiimina

1g / 100ml FUNDAMENTO i APLICACION.

Reactivo de Foling diluido 1:1
con agua destilada en el
momento de usarse. Al ser una prueba meramente
cuantitativa y que ademas se apoya
en una curva patréon, la hace una
prueba muy Util para los
laboratorios de nivel superior y en
algunos casos de investigacion.

Es importante destacar que las especies que se van a leer
deben presentar color y que la concentracion de éste esta
directamente relacionada con la transmitancia y ésta a su
vez esta en proporcion a la concentracion de
biomoléculas.

iNOTA
IMPORTANTE!

Do

CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.

E S

Elegir la longitud de onda

adecuada, calibre el aparato a Io—=

o Béasico Medio Superior ¢
cero de transmitancia antes de

meter la celda con el blanco, no
meter las celdas escurriendo, Cualitativo.
llenar hasta la marca. Las celdas

deberan ser correspondientes al Semicuantitativo.
grosor y al didmetro que marque

el equipo. Cuantitativo ¢

1.-VEGA. C .Linda, Manual del laboratorio de
bioquimica para M.V.Z; México, UNAM. FESC;
ISBN, 1993.
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Determinar la presencia de
albimina en una muestra
bioldgica, mediante el
enturbiamiento de la misma para
demostrar la validez de la
prueba.

IMPORTANCIA. @

Es importante reconocer que si
la orina presenta albumina y
otras proteinas es preferible
realizar la investigacion de
Bence — Jones por electroforesis
Siguiendo la misma técnica que
para suero sanguineo, pero
agregando solo 0.Iml de
muestra de orina concentrada
por liofilizacién o por dialisis.

5.3.C.- PRUEBA DE HARRISON

METODO- TECNICA

* Determine por la técnica de Bence — Jones la presencia de albimina en orina y proceder con
la prueba de Harrison.

I.- Tomar un trozo de papel filtro para café, filtrar aproximadamente 20 ml de orina y acidificar
con una solucién de acido acético al 33% hasta obtener un pH aproximado a 6.5 (compare con
papel indicador pHydrion).

I1.- Tomar 3 tubos de ensayo y colocar en 2 de ellos la orina acidificada y el tercero dejarlo como
testigo.

I11.- Tomar un tubo de ensayo y colocarle un termémetro dentro, llevar éste tubo a un vaso de
precipitados con agua de 250ml, colocar el vaso de precipitados en una fuente de calor.
Agitar el agua con un agitador para que la temperatura ascienda homogéneamente.

IV.- Cuando la temperatura de la muestra oscile entre los 40 — 60° C, observar si se produce
algin cambio con respecto a la orina acidificada y al control. Si se produce algin
enturbiamiento llevar el aguas hasta ebullicion con lo cual se precipita la albimina y otras
proteinas presentes.

V.- Dejar descender la temperatura aproximadamente a 50° C y si existen proteinas presentes
aparece un enturbiamiento en la muestra.

VI.- Filtrar la orina en caliente usando papel filtro para cafetera. Puede resuspender las
proteinas y realizar una electroforesis si asi lo desea.

iNOTA
IMPORTANTE!

Cuando acidifique la orina tenga
cuidado de no acidificar
demasiado.

FUNDAMENTO APLICACION.

¥

LS

La proteina de Bence — Jones es una globulina que esta
clasificada entre las By las y y debe aparecer un
enturbiamiento cuando la temperatura descienda
alrededor de los 50° C, debido a los cambios de pH y
temperatura que favorecen la desnaturalizacion de la
proteina

Es una practica muy util para el
nivel medio superior y sobre todo
para el area de las ciencias de la
salud ya que hace presente a la
albimina como un metabolito del
organismo.

Esta practica bien puede ser
adecuada al nivele medio superior.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
mon——

CLASIFICACION.

Basico Medio¢ Superior ¢

1.-ESCOBAR Isabel Q.F.B., Quimica Clinica y
pruebas  funcionales, prcedimientos, 3"‘/ed,
México, Laboratorios Clinicos de México, 1967.

Cualitativo.
Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Determinar la presencia de una
proteina con la sal de potasio del
éster etilico de la
tetrabromofenolftaleina,
mediante un vire de color.

IMPORTANCIA. @

La reaccion parece ser selectiva
de las proteinas nativas. Los di,
los tripéptidos o las peptonas no
reaccionan.

Los alcaloides, cuando estan
presentes en grandes cantidades,
muestran un comportamiento
similar al de las proteinas
nativas. Probablemente debido a
la formacion de compuestos de
adsorcion de los alcaloides
dispersos en forma coloidal con
el éster de la
tetrabromofenolftaleina que son
resistentes al acido acético
diluido.

Otros a.a.’s que dan reaccion
positiva son: La salmina, la
edestina, la gliadina y la
clupeina.

5.3.D.- PRUEBA DEL ESTER ETILICO DE LA

TETRABROMOFENOLFTALEINA.

METODO- TECNICA

Preparaciéon de la solucion. Solucién al 0.1% de la sal de potasio del éster etilico de la

tetrabromofenolftaleina en alcohol.

I.- Colocar 4 capsulas de porcelana y agregar unas gotas de la solucién a probar:

1) 0.5 pg de albtiimina de huevo 2) 0.5 pg de hemoglobina

4) 0.35 pg de albliimina serosa

3) 0.5 pg de caseina

I1.- En seguida agregar una gota de la solucion y luego acidificar con una gota de acido

acético 0.2 N

Una prueba testigo da color amarillo pero si el color azul verdoso persiste, esto indica que

la muestra contiene proteinas.

Una gota de proteinas patoldgicas incrementadas puede ser detectado en una gota de orina

por medio de ésta prueba.

iNOTA
IMPORTANTE!

Procure no usar muestras a
identificar que estén
contaminadas con alcaloides, ya
que daran un falso positivo.

FUNDAMENTO

I8

El éter etilico de la tetrabromofenolftaleina es amarillo
(en solucion o so6lido), mientras que sus sales alcalinas
solubles en agua, son de color azul. Pueden
descomponerse con el acido acético diluido con
regeneracion del fenol. Si el éster se pone en contacto
con las proteinas en estado coloidal, aparecera in color
azul. Aparentemente debido la formacion de una sal que
no se descompone con el acido acético. Dicho efecto es
mostrado  fuertemente por el éster de la
tetrabromofenolftaleina, en su forma estable de sal de
potasio, cuya solucion azul vira a amarilla (es el color
del éster libre) con el acido acético diluido, pero el azul
persiste en presencia de las proteinas. El color azul
cambia cuando se adiciona mas 4acido acético
concentrado o dcidos minerales.

APLICACION.

Esta prueba es muy util en
laboratorios de determinacion de
compuestos organicos como en
investigacion, ya que proporciona
una facilidad para el manejo de
muestras biologicas.

CLASIFICACION.

Basicoe Medioe¢ Superior ¢

Cualitativo ¢
Semicuantitativo.

Cuantitativo.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

mon——

1.- FEIGL Fritz, Pruebas ala gota en analisis
orgénico, 7%, México — UNAM, Manual
Moderno, 1978.
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INTRODUCCION

La estructura cuaternaria se define
como el resultado de las interacciones
polipeptidicas  individuales de una
proteina que contiene mas de una
subunidad. Un ejemplo vivo es la
hemoglobina.

La estructura tridimensional de la
hemoglobina fue determinada por
Perutz en 1936, cuando dejo Austria
para realizar su tesis doctoral en el pais
de Inglaterra con el tema de la
hemoglobina.

Perutz  escoge principalmente la
mioglobina extraida del musculo
esquelético del cachalote por ser estable
y formar cristales. Los mamiferos
nadadores como la foca, el delfin y el
cachalote son ricos en mioglobina que
les sirve como almacén de oxigeno
cuando se sumergen bajo el agua
durante largos periodos.

En 1957, Kendrew y sus colaboradores
observaron las posiciones de 1260
atomos, que estaban claramente
definidas con una gran precision.

El éxito llegd cuando obtuvieron una
imagen de densidad electrostatica a baja
resolucion, de la oxihemoglobina de
caballo en 1959.

Esta proteina portadora de oxigeno en
el musculo consta de una unica cadena
polipeptidica de solo 153 a.a’s y tiene
una masa de 18 Kd. Los aa’s que mas
sobresalen son la Lisina, el Glutamato y
Histidina; de hecho, las mutaciones se
dan especificamente en éstos a.a’s. Su
capacidad para enlazar  oxigeno
depende de la presencia de un grupo
prostético (ayudador), llamado hemo.

Las dimensiones son de 45A°x 35A°x
25A° y consta de ocho o - hélices y
cada una de éstas tiene contacto con dos
cadenasf}; por el contrario, existen muy
pocas interacciones entre las 2 cadenas
o o de las 2 cadenas [ entre si.

Los cuatro lugares de union del oxigeno
estan separados y la distancia mas
proxima entre los dos atomos de hierro
es de 25A°, proporcionandole una gran
estabilidad.

5.4.- PROTEINAS SIMPLES -
ESTRUCTURA CUATERNARIA

CITA TEXTUAL

Para que el sistema immune pue/ﬂ llevar a cabo
sus funciones de manera adecuadn debe ser
capaz de pﬁ's’fiﬂﬂm’r lus célulns, @7&/03’ Y dfyﬂnw
que son pmﬂfe del individuo, de ﬂque//o que e
extraiio 0 “no fropio”: E compémem‘o, for su
/Jm'fe, esti comﬂuej'fa fpor miis de 30 ﬁmfeinm’
distintas que circulon en I sangre. Estas
[proteinas actiian como "municiones”, que en
[resencia del @enfe extrario son activadns fara
reaccionar entre si en cadena, lo que Mleva a ln
ﬁrmacio’n de agujeros o froros en ln membrana
de o céluln  invasora v resultan en su
rompimiem‘o Y destruccion.

Ademas, ﬂ[gunoy ﬂnﬁcuerpm /rum@n activar a
las /Jmfeinm del comﬂ/emenfo que son ls que
][OVWMM agujeros en lns célulns invasoras,

Las célulns p/m‘mﬁﬁcﬂy mueren tras un fpar de
semanas de secrecion intensiva de anﬁcuerpa.v,
mientras que los ﬂnﬁcuerﬂm‘ son ﬂm/aﬂﬁ/nem‘e

a@mﬂém/oy en semanas 0 meses (2.

IMAGEN:

COMENTARIOS

.

Muchos son los ejemplos de
proteinas cuaternarias, una de ellas,
la que mas salta a la vista es que son
una serie de cadenas polipeptidicas,
en donde cada cadena es una sub
unidad y, en donde cada subunidad
puede variar (sus cadenas pueden ser
idénticas o distintas). Basicamente se
clasifican en dimeros, trimeros y
tetrameros, formados regularmente
por 2,3, 6 4 cadenas polipeptidicas,
respectivamente. Cuando la proteina
esta formada por 4 subunidades se le
llama oligémero.

Cabe aclarar que las cadenas del
oligdbmero interactian entre si en
forma no covalente, mediante
atracciones electrostaticas, puentes
de  hidréogeno e interacciones
hidrofobas. Una proteina formada por
mas de un protomero es una
proteina oligomérica.

La diferencias entre la hemoglobina y
la mioglobina son imperceptibles:
Los protomeros oo y § de 141 y 146
residuos de a.a’s, asi como la
molécula de mioglobina de 153
residuos, son muy semejantes en
cuanto a su conformaciéon y
secuencia de a.a’s.

La clave en su diferencia estriba
basicamente en su  estructura
tetramerica  (formada  por 4
protomeros) a,f3, de la hemoglobina,
en particular de las interacciones
entre los protomeros; dado que la
union con el oxigeno es muy
semejante par ambos casos.

PIE DE FOTO.

- Modelo que nos muestra una
estructura  tridimensional de una
proteina cuaternaria (globular),
semejante a la hemoglobina (1).

GUIA DEL ESTUDIANTE. 7
1)- 6Queé identifica el ensayo de Millon?
2)- iCudl es el color de vire pora los
Xantoproteinas?

3)- iComo se define 9 una estracturs 499
%)- iComo se le llama 2 lo proteing
cuando estd formada por 2 subunidades?

FUENTES. —>

1).- AUDESIRK Teresa y Gerard,
Biologia 1, Unidad en la universidad,
4*¢%, Printice may, Denver E.E.
U.U., 1996.

2).-VARGAS. P. Laura del Carmen,
Las guerras del cuerpo, (Coémo Ves?,
Afio 2, N° 24, Noviembre 2000.
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Determinar la presencia de una
proteina conjugada mediante la
desnaturalizacion de la misma
valiéndose de distintos agentes
fisicos y quimicos.

IMPORTANCIA. @

La desnaturalizacion de una
proteina se puede dar por
diversos factores, entre ellos
por la adicion de solventes
organicos hidrosolubles, por
agentes basicos o acidos que
varien drasticamente el pH, y la
agitacion brusca.

Las consecuencias pueden ser
variadas entre ellas. Una perdida
de la actividad biologica, un
descenso en la solubilidad del
punto isoeléctrico, un aumento
en la reactividad de algunos
grupos  funcionales y la
modificacion asimétrica de las
biomoléculas, esto es, un
cambio conformacional en su
estructura original.

5.4.A.- PRUEBA DE DESNATURALIZACION DE LAS PROTEINAS POR
COAGULACION.

METODO- TECNICA

L.- Poner en una gradilla 5 tubos de ensayo limpios y bien secos, y etiquetarlos.
I1.- Agregar a todos los tubos 2 ml de clara de huevo.

I11.- Colocar un termémetro en su interior, cuidando que no toque el fondo o las paredes,
trasladar al fuego bajo y anotar en que temperatura comienza a coagular la clara.

IV.- Al tubo n° 2, afiadir 4ml de etanol y observar que pasa.
V.- Al tubo n° 3, agregar unas gotas de acido clorhidrico concentrado y observar que pasa.
VI.- Al tubo n° 4, agregar unas gotas de acido nitrico concentrado y observar que pasa.

VIL.- Por ultimo, al tubo n®5, agregar unas gota s de solucién de hidréxido de sodio
concentrado y observar que pasa.

iNOTA
IMPORTANTE!

Cercidrese que los tubos estén
bien secos y tenga cuidado al
manejar los 4cidos y las bases
concentradas ya que son
reactivos corrosivos

FUNDAMENTO i APLICACION.

Es muy socorrida en las practicas
La desnaturalizacion es la pérdida de la conformacion del laboratorio escolar para
original de la biomolécula y ademas, un cambio desde determinar la  presencia  de
un orden muy especifico a una nueva conformacion al proteinas conjugadas, aunque se

azar. usa en nivel basico, no es
recomendable por la peligrosidad
de los reactivos.

CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
mon——

Béasico Medioe Superiore

1.- BREWSTER. Q. Ray, Curso de quimica
Cualitativo ¢ organica experimental, Espaia, Alambra, 1978.

Semicuantitativo.

Cuantitativo.
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INTRODUCCION

En forma natural, las proteinas suelen
asociarse con otras biomoléculas
(grupos  prostéticos) como  los
carbohidratos, los lipidos, las vitaminas
y los minerales; aunque cabe aclarar
que algunas asociaciones suelen resultar
benéficas o también maléficas por el
metabolismo  humano. A éstas
asociaciones se les conoce como
protéidos o también como proteinas
conjugadas.

Suelen dividirse en varias clases
dependiendo de la naturaleza del grupo
prostético:

Las cromoproteinas. Son proteinas
combinadas con pigmentos. Por
ejemplo, la hemoglobina.

Las glucoproteinas. Se combinan con
carbohidratos. Por ejemplo, la musina,
que esta en la saliva.

Las lipoproteinas. Que son proteinas
combinadas con lipidos. Por ejemplo,
aquellas que se encuentran en el suero
de la sangre y que nos indican una
arterioesclerosis cuando se detectan en
altas concentraciones.

Las fosfoproteinas. Son aquellas que
se combinan con el acido fosférico. Por
ejemplo, la caseina de la leche.

Las metaloproteinas. Que estan
combinadas con metales. Por ejemplo,
la ceruloplasmina (proteina azul del
suero con 8 atomos de cobre) que se
encarga de regular la distribucion del
cobre en el organismo.

Las nucleoproteinas. Son proteinas
unidas a una biomolécula muy especial,
los acidos nucléicos.  Ejemplo, las
histonas de los nucleosomas.

Como se ha visto este tipo de
asociaciones  permiten una  gran
diversidad de combinaciones y gracias a
esta puede existir la vida como hoy la
conocemos.  “La  naturaleza  se
perfecciona en cada recapitulacion y no
deja nada al azar”.

5.5.- LOS PROTEIDOS

CITA TEXTUAL
La cola de a@unﬂy /ﬂjmﬂ@‘m es un sitio fara

almacenar grasas. y ﬂrofeinm’, for lo que
a/ejﬁrem/em de ella no solo imﬁ/i’m un ﬂm’fo
eneryéﬁco fpara cerrar ln hevida y crear una
coln nueva, tambion ﬁe’m@/ﬂ de los nutrientes
almacenados, ln cual ﬁue/e ocurrir en h’empw'
criticos, como son la jex’facio’n o cuando el
alimento es escaso, Sin emémyo deshacerse de
una foarte del cuerpo fiene sus costos: afecta of
desarrollo Y las poﬂéiﬁ/m@y de reﬁm/uccidn Y
supervivencia, St sabe que en lns formm
J’m/eni/ey I rggeneracidn de lo coln es mas fﬂ'ci/y
M/aiﬁ/ﬂ, no obstante, ln nueva coln nunca serd
como I ar'iﬂirm/y J‘iem/we existirdn cambios en

su rohustez, coloracion 'y escamacion (2).

IMAGEN:

Biota.org

GUIA DEL ESTUDIANTE. ‘7
1)- éCon qué otro nombre se le conoce 9
la veaccion de las Xantoprotemas?

2)- §Qué es un2 metaloproteins?

3).- Fundamento de [2 reaccion de Kjeldahl

PIE DE FOTO.

Estructura molecular que

representa a una proteina o biomacro
molécula en fase de terminacion.
Biota.org.  pretende promover el
desarrollo de organismos y ecosistemas
sintéticos (1).

FUENTES. —>

1).- Biota. Org. “The Digital Biology
Project” www.biota.org.

2).-BALDERAS — VALDIVIA Carlos Jesus,
Lo interesante esta al final, la cola de los
reptiles, ;(Como Ves?, Ao 4, N° 41, Abril
2002.

COMENTARIOS

.

Otro tipo de proteinas son, las
proteinas globulares conjugadas y se
encuentran en al naturaleza unidas a
grupos prostéticos. Suelen dividirse
en varias clases dependiendo de la
naturaleza del grupo prostético con el
que se asocien. Dichas asociaciones
suelen favorecerse cuando se suceden
algunos cambios fisicos y quimicos
(agentes  oxidantes,  reductores,
alcalis, actividad acuosa, actividad
enzimatica, concentracion de la
proteina y por supuesto temperatura
elevada). Por ejemplo, en el caso de
la temperatura, cuando esta se eleva,
se llegan a producir enlaces
covalentes, presentes en los azucares
reductores y en los grupos amino de
las proteinas.

Algunas proteinas se asocian con
otros complejos, como las vitaminas
que forman la biotina del huevo; y
otras del grupo B que producen
complejos con las proteinas y a su
vez pueden disociarse con algun
tratamiento térmico.

La influencia de dichas interacciones
se ve marcada entre la
carboximetilcelulosa (proteina
conjugada de origen vegetal) y la
B - lactoglobulina que hacen que la
proteina varie su punto isoeléctrico,
cambiando la estabilidad de la
molécula dependiente del pH y de la
fuerza idnica de un sistema.

Otro ejemplo es el complejo que se
forma entre proteina — pectina que le
dan la propiedad de estructura rigida
a la membrana celular en el jitomate
y su derivados

Aunque no todos los cambios son
favorables.

Por ejemplo, la calidad nutritiva de
las proteinas conjugadas y no
conjugadas depende en mucho de la
biodisponibilidad de sus a.a’s, por
ésta razoén cuando una proteina se
altera pueden suceder algunos
cambios quimicos que dafien a
algunos grupos especificos de los
aa’s, exponiéndolos o
destruyéndolos.  Esto  reduce
digestibilidad de las proteinas,
cual es suficiente para reducir
valor nutricional.
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Determinar el pH (una solucion
acida y una bésica) y la cantidad
necesarias para disolver una
metaloproteina, en caliente y en
frio.

IMPORTANCIA. @

Estas reacciones son de gran
importancia para determinar si
el efecto observado obedece a
estimulos de pH o de
temperatura o de ambos.

En consecuencia, los a.a’s y las
proteinas pueden perder o ganar
protones, por ende el pH va a
influir en el nimero de cargas
positivas o negativas,
determinando el punto
isoeléctrico.

5.5.A.- DETERMINACION DE METAPROTEINAS

METODO- TECNICA

I.- Agregar a un tubo de ensayo 10 ml de solucion de clara de huevo y enseguida afiadir 10 ml
de acido clorhidrico 0.1M, luego llevar a bafio maria durante 10 min.

I1.- Enfriar el tubo cuidadosamente al chorro del agua y aiadir una solucién de hidroxido de
sodio 0.1 M desde una bureta, hasta alcanzar el punto maximo de precipitacion de la
metaloproteina.

I11.- Determinar el valor de pH de la solucion problema utilizando una tira reactiva o con un
indicador en solucién.

IV.- Enseguida agitar el tubo hasta formar una suspension con el precipitado y repartir en
partes iguales en 4 tubos de ensayo.

V.- Calentar 2 de los tubos a baiio Maria durante 10 min.

VI.- A los 2 tubos frios, agregar a uno, acido clorhidrico 0.1 M y al otro hidroxido de
sodio 0.1 M; determinando el niimero de gotas necesarias para disolver la metaloproteina

iNOTA
IMPORTANTE!

Cercidrese que los tubos estén
bien secos y tenga cuidado al
manejar los 4cidos y las bases
concentradas ya que son
reactivos corrosivos.

FUNDAMENTO

contenida en los tubos.
i APLICACION.

Es una prueba muy util en los
niveles medio superior, superior y
elemental; aunque en ésta ultima
no es muy recomendable su
préctica ya que resulta peligrosa
para ese nivel.

Todas las proteinas al igual que los a.a’s, al contener
mads de un grupo carboxilo o mas de un grupo amino en
sus extremos terminales o descubiertos; se vuelven
susceptibles a los cambios de pH. Por ésta razon las
soluciones acidas o basicas van a producir un cambio en
la metaloproteina.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
mon——

CLASIFICACION.

Basico Medio¢ Superior ¢

. 1.- BREWSTER. Q. Ray, Curso de quimica
Cualitativo. organica experimental, Espafia, Alambra, 1978.
Semicuantitativo.

Cuantitativo ¢
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Determine la presencia de una
proteina (caseina), mediante una
reaccion de polimerizacion con
un acido y una base.

IMPORTANCIA. @

El pegamento es tan eficaz
como los que se venden en las
papelerias de marcas
comerciales, solo que tiene una
desventaja, su caducidad es muy
breve, menor a unos dias, para
ser precisos 3 dias.

5.5.B.- REACCION DE LA CASEINA - PEGAMENTO LACTEO

METODO- TECNICA

.- Conseguir un cubo de leche y poner a calentar un poco, casi a punto de hervir, esperar a
que se forme una natilla.

I1.- Tomar la natilla, agregar un poco de vinagre casero y homogeniza la natilla.

I11.- Observar como se lleva acabo la reacciéon formandose una fraccion liquida y otra sélida
constituida por cimulos de caseina.

IV.-Una vez obtenidas ambas fracciones, proceder a separarlas con un embudo y un papel filtro.
El suero obtenido te puede servir para la determinacién de proteinas solubles en otra
practica o para hacer un derivado de “Yakult”.

V.-Por otro lado, la pasta sélida se escurre bien y se machaca con una cuchara y enseguida
afiadir una cucharada de agua caliente, un 1 /4 de cucharada de bicarbonato de sodio y
remover para obtener un pegamento eficaz equivalente a los de barra.

iNOTA
IMPORTANTE!

Este pegamento tiene una
cohesion mediana de adherencia
y su caducidad es de poca
duracion.

FUNDAMENTO APLICACION.

I8

En la primera fase, al realizares un cambio de pH con el
vinagre (acido acético en agua), se procede a separar los
compuestos indeseados en la natilla y posteriormente, el
vinagre es neutralizado con el bicarbonato de sodio,
quedando la caseina en estado semipastoso; en funcion
de la cantidad de agua agregada.

En especial es una practica muy
divertida y poco riesgosa por lo
cual se recomienda para los niveles
basicos y medio superior.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
mon——

1).-Fuente y autor originales desconocidos,
Revista Mensual QUO El saber Actual, N° 76,
FEBRERO 2004.

CLASIFICACION.

Basicoe Medioe¢ Superior ¢

Cualitativo ¢
Semicuantitativo.

Cuantitativo.
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ESQUEMA 5B

Escleroproteinas & ——

/ (proteinas fibrilares)

Proteinas
sencilias

\ Proteinas sencillas 2~ _—

roteinas globulares
P

Proteinas

Nucleoproteidos
/ Lipoproteidos
Fosfoproteidos
Proleidos Glicoproteidos
Cromoproteidos
Metaloproteidos

Miosina
Queratina
Elastina
Colageno
Fibrinogeno

Fibroina de la seda

Albuminas
Globulinas
Prolaminas
Histonas
Protaminas
Gluteninas

REINHARD. Esquema que nos muestra una clasificacion de las proteinas
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ESQUEMA S5 C

Ovoalbiimina (nativa y S-ovoalblimina) 1.,
Proteinas sin G,
actividad biologica Globulinas G,
Macroglobulina

Lisozima
Glucosidasas
Catalasas
Peptidasas
Esterasas

Enzimatica

Albumen

actividad bioldgica Flavoproteina
Quelantes Avidina

Ovomucoide
Ovoinhibidor
Inhibidores Ovomucina
Inhibidor de
papaina y iicina

No enzimatica

Proteinas con | g ( Conalbimina

Otros Ovoglucoproteina

REINHARD. Esquema que nos muestra una clasificacion de las proteinas del albumen
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ESQUEMA 5D

estructura secundaria
&t, (hélice)

Proteina 1?

actrirtirs tarciaria

Proteina 3?

Proteina 1*

ctura secundaria

T ——
ot (péptido individual dobly

estructura cuatemaria

(agregado de dos o més paptidos)

Proteina 4*

AUDESIRK. Esquema que nos muestra las diferentes conformaciones proteicas.
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INTRODUCCION

El nombre Enzima proviene del Griego
Owpé, zimé y que significa “levadura”,
ya que antiguamente se pensaba que
estos compuestos solo actuaban en las
células, principalmente en los hongos.
Hoy se sabe que estos compuestos
también se encuentran y actan en
todos los vegetales, animales y hongos.
De hecho, en todos los procesos
biologicos y bioquimicos de los seres
vivos se manifiestan como parte de la
germinacion, el desarrollo, crecimiento,
reproduccion, senectud y apoptosis.

La enzimologia que hoy se conoce
pertenece a la era moderna del siglo
XX, sin embargo su uso se remonta a
muchos siglos atras ya que los Arabes
conocian el proceso para elaborar pan,
mientras que el vino ya lo conocian los
Egipcios y los Asirios desde hace 3000
afios antes de cristo. Se sabe también
que muchos pueblos utilizaban las hojas
de ciertas plantas para envolver algunos
carnicos; esto les facilitaba la accion de
las proteasas vegetales sobre las
proteinas animales, las reblandecia al
igual que los vinos en la actualidad y
las cervezas.

Actualmente se conocen ya mas de
2000 enzimas las cuales ya han sido
aisladas, purificas y cristalizadas en su
totalidad. Regularmente, su estructura
es de caracter proteinico globular con
una secuencia integrada por polimeros
de la serie L - aminoacidos, su
especificidad  catalitica es Unica,
mientras que su velocidad de reaccion
tiene la capacidad de transformar mas
de un 1000,000 de moléculas
reconociendo su estereoquimica

Por otro lado el efecto de pH (iones
hidronio) y el grado de salinidad
influyen directamente sobre el grado de
ionizacion del sitio activo, afectando en
la afinidad. En el caso de la
temperatura, esta favorece la capacidad
catalitica, pero solo en cierto rango en
el que la enzima es estable, ya que en
casos extremos se desnaturaliza y
consecuentemente pierde su capacidad
catalitica; algo semejante sucede con la
agitacion excesiva.

COMENTARIOS

-

CITA TEXTUAL A
Un fmé@b coordinado for Kavier Soberon Y
Aygustin Lopez Murquia se enfoca al estudio de
lns @ -amilasas Y su mﬁaci/a/ de pm/uc;’r'
eficientemente \g/uc@m a partir de almidsn. Se
le compara. con otras enzimas que también
action sobre azicares. Ve esta manera se han
impémem‘mﬁ) cambios en  su  estructura,
imﬁim/oj‘ pmﬂ estas camﬁamcionej‘, que le
ﬁer‘mifen generar cadenas mucho mds pequeﬂm
de ﬂ/mom que ls pm/uci/m usualmente,
También, con la @ ~ amilasa, ol whoratorio del
doctor L’o’pez Mu@m’ﬂ Y de o maestra
Francisca Iurbe desarvollan un [rroceso que
mejora ln vidn de anaqm)/ de lns tortillas
retrasando varios dias el endurecimiento
pm’em/ﬂmfo ln textura de las tortillas, al evitar
que el almidén se @/Mfim, E uso de ln @ -
amilasa como aditivo es totalmente inocuo fpara
l salud (La @ ~ amilasa, fpara ser exactos, es
un alimento, for tratarse de una profeinﬂ] (2).

Existen varias enzimas cuyo nombre
no nos ofrece informacion sobre su
actividad, tal es el caso de la papaina
(proveniente de la papaya) y la
lactasa (en base al sustrato que
utiliza, la lactosa).

Dada la falta de homogeneidad en la
nomenclatura, la comision de
enzimas de la union internacional de
bioquimica integré un método que las
clasificara en 4 clases:

El ler digito de la nomenclatura
indica a que grupo pertenecen oxido
reductasas, hidrolasas,
transferasas, ligasas, isomerasas y
liasas.

El 2° digito corresponde a la subclase
de enzima y se refiere al tipo de
enlace que hidroliza, 3.1 éster, 3.2
glucosidico, 3.4 peptidico, etc.

El 3er digito nos indica sobre que
sustrato actua la enzima y el tipo de
uniéon, por ejemplo unidén éster
carboxilico, union monofosfato o
union tioéster, etc.

El 4° digito nos indica la accion de
la enzima catalasas, fenolasas,
lipasas, carbohidratasas, proteasas
etc.

PIE DE FOTO.

El presente cuadro hace alusion a las
frutas y verduras en las cuales se encuentran
ciertas enzimas, cuya funcion es la de actuar
como oxidoreductasas (fenolasa, catecolasa,
tirosinasa, etc) esto es, que permiten el
pardeamiento de las mismas cuando se
exponen al aire libre. Ejemplos la pera, la
manzana, el aguacatey la papa, entre otras

(1.

FUENTES. —>

1).-Foto PENA José A, El poder de la
fruta, Muy Interesante, Afio XVII,
N° 14 de Abril del 2000.

2).-SOBERON Xavier, Imitar a la
naturaleza, (Coémo Ves?, Afio 2,
N° 18, Mayo 2000.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Determinar el efecto de la
velocidad de reaccion de una
enzima ureasa en 4 tiempos
determinados.

IMPORTANCIA. @

Las enzimas son consideradas
catalizadores bioldgicos
naturales y varias de éstas se
encuentran en los alimentos y en
los  oOrganos y  sistemas
biolégicos, por ende su estudio
se torna de gran relevancia. Sin
la existencia de dichas enzimas,
las reacciones se llevarian a
cabo mas lentamente. Se
recomienda consultar la
bibliografia citada en la
referencia de la técnica ya que
existen otras practicas
complementarias a la misma.

6. A.- MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA UREASA -
EFECTO DEL TIEMPO EN LA VELOCIDAD DE REACCION

METODO- TECNICA

I.- En un mortero preparado, triture 0.3g de frijol de soya o 3 frijoles y 10 ml de etanol al 30%
(v /v), hasta obtener un homogenado. Centrifugar 10’ min a 2500 r.p.m. y obtener el producto
(ureasa). Si el liquido queda turbio volver a centrifugar 5’min mas a 3500r.p.m.

Hasta obtener un liquido claro que contiene a la ureasa.
Seguir la metodologia de manera puntual y agregar los reactivos en el orden que se indica

I1.- Prepare los 2 Matrces Erlen Meyer simultineamente Blanco (Bco) y Problema (Pb)

Matrces Erlen Meyer de 50 ml

Bco.

Pb.

Urea 0.25M (Enzima=E)

Sml

Sml

Buffer a pH =7.2

1S ml

15ml

Agua Destilada

Sml

HgCl, (Inhibidor =1)

4 gotas

Incubar a 50° C durante 5> min ambos tubos

Ureasa (Sustrato =S)

[ 0.5ml

[ 0.5ml

IIL.- A los S’min tomar una muestra de Sml de cada matraz Bco y Pb; pasarlos a otros matraces
rotulados de 50ml, agrega 4 gotas de bicloruro de mercurio solo al problema y 2 gotas de rojo

de metilo a ambos.

IV.- Repetir la lectura de ambos tubos a los 10°, 15°, 20’ y 25’ min, sin sacar de la incubacion.

V.- Titule con HCI 0.01 N y espere el vire de color en cada caso,

VI.- Con los tiempos obtenidos y su actividad construya una grafica de de pMoles de sustrato
hidrolizados por minuto contra tiempo. Calcule los los pMoles con la siguiente formula para
cada intervalo de tiempo VTP — VTP =5 VTC Calcule la constante de Michaelis Menten (Km)
y los mmol’s de urea inicial. Si se desea se puede leer cada intervalo de tiempo en un
espectrofotometro a 540 nm para obtener los pMoles y comparar resultados.

R (+) = Vire a coloracién canela.

iNOTA
IMPORTANTE!

Pipetear correctamente con una
pipeta terminal para evitar
errores de medicion en el
volumen. Mantenga los medios
a 50°C constantes.

Para tomar los tiempos, el
cronometro se activa una vez
que cae la primera gota de
ureasa.

FUNDAMENTO

Ureasa

H,N-CO-NH, + 3 H,0 —————— CO, + 2NH,0H

La actividad de algunas enzimas depende en gran
medida de sus grupos sulfidrilos que se encuentran
intactos en las cisteinas que forman parte del polipéptido
de la enzima.

La ureasa posee 3 6 4 grupos sulfidrilos activos.

APLICACION.

Es una préctica que bien se puede
aplicar en el nivel medio superior
y superior, siempre y cuando se
cuiden las condiciones de trabajo.
En ocasiones se podra llevar ésta
practica al nivel elemental cuando
se realice de manera cualitativa.

CLASIFICACION.

Basico Medio# Superior ¢

Cualitativo.
Semicuantitativo.

Cuantitativo

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

on—— >

1.- CAMPOS. C. G. y DELGADO. B. N. L;
Manual de bioquimica Celular, México, FESC.
C1 - UNAM, 1993.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Comprobar la acciéon de la
renina  cono una  enzima
proteolitica, en la elaboracion de
un queso

IMPORTANCIA. ;

Se sabe que 10 litros de leche
producen 9 litros de suero y un
kilogramo de queso.

Se ha calculado que la accion de
la renina puede variar entre

150 — 200 ml por cada litro de
leche y los microorganismos
mas comunes suelen ser:
Streptococcus lactis,
Streptococcus cremoris,
Lactobacillus lactis y
Lactobacillus bulgaricus

6. B.- REACCION DE LA CASEINA CON CUAJO - OBTENCION DE

QUESO

METODO- TECNICA

.- Desde una noche previa conserve la leche pasteurizada a una temperatura comprendida
entre 10° y 15°C para mantener las condiciones 6ptimas de las proteinas licteas.

I1.- Calentar la leche durante 10’ min a 30°C, luego coloque la leche en un lugar templado y al
abrigo de corrientes de aire, por otro lado, en otro recipiente, disolver ’; pastilla de cuajo y
agregar 2 cucharada de sal casera fina por cada 2 litros de leche.

I11.- Agregar sal al gusto y la solucion a la leche, agitando uniformemente para lograr una

incorporacion homogenea.

IV.- Calentar durante 20°’min a 45°C de manera progresiva y lenta, agitar para que no se
formen grumos, retirar del fuego, y agitar en ocasiones (los grumos deben adquirir consistencia
y firmeza lo cual se verifica comprimiéndolos contra las paredes) los deben separarse con

facilidad, sin unirse ni pegarse.

V.- Dejar reposando = 4’min, hasta obtener un cuajo, para reconocer si la cuajada ya esta firme;
introducir un cuchillo y si se produce una “cortada” entonces la cuajada esta lista.

VI.- Proceder a cortar la cuajada con suavidad con un cuchillo largo, los grumos grandes no
deben de desbaratarse, forme cubos de =1 cm. Con suavidad, agitar la cuajada circular y

lentamente durante = 15’min.

VII.- Con sumo cuidado pasar la cuajada a una manta de cielo y dar un movimiento de vaivén
durante 10’min, agregue sal al gusto, pasar a un molde y por ultimo pesar para obtener su

rendimiento.

FUNDAMENTO

(Explicacion o Reaccion)

Dado que las diversas proteinas de la leche estan
estabilizadas por diferentes mecanismos, es facil
separarlas, y la caseina no es la excepcion. La técnica
clasica consiste en precipitar térmicamente a la caseina a
un pH = 6.4 (su punto isoeléctrico), dado que se rompen
los puentes de hidrogeno, obteniéndose varias
fracciones.

Propiamente dicho, la renina actia como una enzima
proteolitica en los enlaces peptidicos permitiéndole que
se convierta en paracaseina. El macro péptido se
“desbarata”, se reorganiza y se precipite como un
coagulo, que favorece la presencia de los iones calcio
propios de los lacteos.

APLICACION.

¥

Se utiliza en la industria quesera y
ademas es una practica que se
lleva a cabo en los niveles
superiores, aunque bien se puede
implementar en los niveles basico
y medio superior.

Esta practica es muy versatil, ya
que aparte de ser divertida puede
ayudar a las familias en su
economia personal.

OBSERVACION
(jNota Importante!)

Se recomienda que la leche
tenga aproximadamente 3.2 %
de grasa y una acidez
recomendable.

CLASIFICACION.

Basico# Medio¢ Superior ¢

Cualitativo.
Semicuantitativo.

Cuantitativo

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

on—— >

(Para conocer mas...)
1.-BADUI Salvador. Quimica de los alimentos,
3a/ed, Pearson Educacion, México, UNAM, 1993.
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Identificar la accion de la
enzima bromelina proveniente
de 3 muestras de pifa de distinto
origen en 3 preparados de
grenetina.

IMPORTANCIA. @

En la industria carnica, Ila
colagena juega un papel muy
importante, ya que es un factor
definitivo en la dureza de la
carne. Cuando ésta se logra
hidrolizar gracias a la accion de
las enzimas, se produce el
ablandamiento del producto,
muy deseable para su consumo.
Para éste efecto se usan diversas
enzimas como la  misma
bromelina, la papaina y la
ficcina, entre otras.

6. C.- EFECTO DE LA ENZIMA (BROMELINA) DE LA PINA EN
GELATINA

METODO- TECNICA

L.- Pelar y descorazone una pifia. Cortar el resto en pequeiios trozos.

I1.- Macerar en un mortero limpio unos 5 trozos de pifia natural, en otro mortero repetir el
procedimiento para la pifia en almibar y en otro més, agregar pifa hervida. Filtrar en una gasa
y trabajar con los 3 filtrados.

I11.- Simultineamente, agregar a un vaso de precipitados de 250ml, mas 7.5 g de grenetina y
100ml de agua fria corriente, rotular la gelatina preparada.

IV.- Aiiadir enseguida una “pizca” de sal y otra de aziicar, mas 200ml de agua caliente
corriente; agitar hasta que todos los ingredientes se disuelvan.

V.- Tomar 3 tubos de ensaye y colocar lo siguiente:

Tubo 1.- 9 ml de gelatina preparada + 1 ml de extracto de pifia hervida.
Tubo 2.- 9 ml de gelatina preparada + 1 ml de extracto de pifia fresca.
Tubo 3.- 9 ml de gelatina preparada + 1 ml de extracto de pifia en almibar.

VI.- Rotule los tubos y gudrdelos en refrigeracion por 24° hrs. Y espere los resultados

R (+) = Aparece una solucion ligeramente acuosa 24° hrs.
R (-) = Aparece un cuajo después de 24° hrs.

FUNDAMENTO APLICACION.

LS

La bromelina estd clasificada como una enzima
proteolitica, rompe los enlaces proteicos, por ende, su
accion con respecto a la grenetina es la de romper
enlaces peptidicos, dando una forma licuada.

Dada la elaboracion de ésta
practica se puede adecuar no solo
al nivel medio superior o superior,
sino que también, al tornarse
cualitativa bien se puede adaptar al
nivel basico.

NOTA
IMPORTANTE!

El filtrado que se obtiene
trabajelo  rapidamente  para
evitar la inactivacion de la
enzima.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
mon——

CLASIFICACION.

Basicoe Medio¢ Superior ¢

1.- ESCALANTE R. G. Q.F.B., MONDRAGON
E. Ma. Elena Q.B.P., etal, MANUAL DE
LABORATORIO DE BIOQUIMICA DE
ALIMENTOS Q.F.B. México, UNAM, 20002.

Cualitativo
Semicuantitativo.

Cuantitativo.
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INTRODUCCION

En todo tipo de células procariotas y
eucariota existen mas de 1000
moléculas diferentes que permiten los
diversos cambios bioquimicos
indispensables para que la célula se
mantenga viva, a estas moléculas se les
denomina catalizadores biologicos. Un
evento que resalta a la vista son las
multiples formas que adquiere la
enzima para catalizar una misma
reaccion, por esta razon se le denomina
isoenzima.

A primera vista, el citoplasma de la
célula procarionta presenta una
estructura simple, pero existen cada vez
mas pruebas de que en esta region, las
enzimas pueden ser una estructura de
organizacion fragil y libre (isoenzima).

Son muy conocidos ya los mecanismos
de los que se vale una proteina para
llevar a cabo uno su propio control en
las reacciones, 2 son las formas de
regulacion enzimatica mas conocidas.

Como enzima alostérica, cuya
actividad  catalitica  puede  estar
modulada por la unién no covalente de
un metabolito dado, en un sitio
especifico de la propia enzima, distinto
al sitio catalitico. Y como enzimas
moduladoras en forma covalente, dadas
por la accion de otras enzimas,
convirtiéndose  reversiblemente  en
formas activas e inactivas.

6.1.- ISOENZIMA

COMENTARIOS

-

CITA TEXTUAL A
En ln Mj'ziue/a de payié[ey ﬂﬂﬁmcigney de este

fascinante material destaca lo realizady en of
campo de ln medicina. Se ha probads que un
derivado soluble en agua del C60 (moléculn con
60 dtomos de carbono ~ Fuelereno ireadiado
con  laser) inhibe a  los  virws  de
inmunodeficiencia humana VIH - 1 y VIH
~ 2, causantes del sidn. WMediante estudios de
simulnciin por camﬂm‘m/am se ha visto que una
moléculs — de Cbo /rue&é
ﬁerﬁcfamenfe en el sito activo de ciertas enzimas
vitales fpara el virus (el sito activo es la ﬁm’fe de
ln moléculn de la enzima donde se (leva a cabo

ﬂCOMOﬁ/ﬁWS'E

ln reaccion ﬁam ln cual la enzima es un
catalizador), o que pa/r'iﬂ exﬁﬁmr el
mecanismo  de  inhibicion — del  virus,
ﬂemfom‘unm/amenfe, la pafencia de  estos
ﬂf/[erenoy es muy é@’a compam/a con la de los
frrmacos emp/eﬂaéu‘ ﬁay en din contra el VIH,
(2]

IMAGEN:

En  diversos  tejidos  existen
multiples formas moleculares
inimaginables, que se diferencian por
la secuencia de sus aminoacidos, por
su arreglo espacial y hasta por los
enlaces que forma. Sus diferentes
conformaciones estan determinadas
genéticamente. Todas estas
diferencias se logran detectar en un
laboratorio por la respuesta que
muestran a los inhibidores, a los
activadores, a los moduladores, a su
velocidad de migracion
electroforética y a la misma
velocidad de reaccion.

Es importante resaltar que el término
“alostérico”, tiene como significado
“otro espacio” u otra “estructura”,
por ende, las enzimas alostéricas
poseen ademas del sitio catalitico,
otro sitio en el cual actGia un
modulador especifico que puede
unirse a dicha enzima de manera
irreversible, es decir en una unién no
covalente, esto es, sin establecer un
enlace quimico firme. En general, el
sitio alostérico es tan selectivo en su
capacidad para unirse con el
modulador, como lo es el sitio
catalitico para unirse al sustrato.
Otras enzimas alostéricas pueden
tener moduladores positivos o
negativos. Las enzimas alostéricas
tienen un peso molecular elevado,
son mas dificiles de purificar y
ademas  son  moléculas  mads
complejas.

PIE DE FOTO.

Escultura que hace alusion a una

de las multiples formas, que puede
adquirir una proteina de esta naturaleza,
una isoenzima o macromolécula
compleja. “Torus Isotopico” (1)

GUIA DEL ESTUDIANTE. ?

1)- éCudles son los fratos que contiene 2 l2

polifeniloxidasa?
2)- {Qué es ung isoenzima?
3)- 4Qué significa la palabra enzima?

%)- Qué usos le daban los Edipeios 2 las
enzimas hace 3000 anos?

5)- iOué significado tiene la palabea slostérico?

FUENTES. —>
1).- Calendario Matematico,
Sebastian Escultor, Render Matias
Carvajal, http://www.ommm.uaem.
mx. 18 —1II - 01

2).-GASQUE. S. Laura, El elemento
con multiples personalidades, ;Coémo
Ves?, Afio 3, N° 28. Marzo 2001.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Extraer polifeniloxidasa de
aguacate y conservarla para su
posterior identificacion con su
sustrato respectivo (catecol)

IMPORTANCIA. @

Una caracteristica muy especial
que tiene las enzimas es que su
grado de seleccion es muy
especifico con respecto a su
sustrato. Por ésta razon las
enzimas debe de ser tratadas con
mucho cuidado ya que cualquier
variacion puede alterarlas y
hasta destruirlas. Esto es bien
conocido en la industria
alimenticia en y en la industria
farmacéutica.

6.1. A.- EXTRACCION E IDENTIFICACION DE POLIFENILOXIDASA DE
UN ALIMENTO NATURAL

APLICACION.

Dada la elaboracion de ésta
practica se puede adecuar no
solo al nivel medio superior o
superior, sino que también, al
tornarse cualitativa bien se
puede adaptar al nivel basico.

METODO- TECNICA

.- Prepare el material a usar. Un mortero limpio y seco, 30ml acetona fria a 0°C, una navaja y
20g de papa blanca.

I1.- Agregar 10ml de acetona fria al mortero, pelar rapidamente la papa y ponerla en el mortero
antes de que comience a obscurecerse, formar una pasta homogénea de consistencia aguada
durante 5’min, mientras que se agregan los 20ml restantes poco a poco.

I11.- Filtrar al vacio el homogenizado sobre papel whatman y recuperar el liquido filtrado del
embudo en una garrafa para su destilacion posterior. El precipitado que queda en el papel filtro,
homogenizarlo nuevamente en un mortero con 25 ml de acetona fria durante 5’min.

IV.-24 hrs después volver a filtrar al vacio y sobre papel whatman y recuperar nuevamente en
una agarrafa. Recuperar nuevamente el precipitado de la garrafa en papel filtro y en un
cristalizador. Dejar secar el precipitado o polvo ceténico en una estufa por 1 hra a 40°C y
pulverizar el polvo cetonico en un mortero.

IV.- Prepare 250ml de buffer de fosfatos 0.05 M a pH = 7.0, y resuspenda su polvo obtenido
hasta obtener una concentracién de 2g / ml del buffer.

V.- Prepare una suspension con 0.8g de polvo cetonico en 40ml de buffer suspension en un
frasco Ambar y deje en agitacion constante y en refrigeracién durante 72 hrs.

VI.- Preparar 4 tubos (problemas) como se indica a continuacion:

Tubo 1.- 2ml de Buffer a pH =4 + 0.5 ml del extracto enzimatico + 0.5 ml de catecol al 5%
Tubo 2.- 2ml de Buffer a pH =7 + 0.5 ml del extracto enzimatico + 0.5 ml de catecol al 5%
Tubo 3.- 2ml de Buffer a pH = 8.5 + 0.5 ml del extracto enzimatico + 0.5 ml de catecol al 5%
Tubo 4.- 2ml de Buffer a pH =10 + 0.5 ml del extracto enzimatico + 0.5 ml de catecol al 5%
Tome los tiempos desde un inicio hasta la concentracion maxima del color café claro

VIL.- Prepare otra serie de 4 tubos (blancos) iguales que los anteriores, solo que ésta vez
agregue después del Buffer 1ml de sulfito de sodio al 1% y tome los tiempos desde un inicio
hasta la desaparicion del color. Esta practica se puede hacer cuantitativa si se preparan los
blancos adecuados y leen contra los tubos problema en un espectrofotometro a un rango de
392 - 430 nm, después de 15’ min de reposo. Realice una curva patron y calcule su actividad

iNOTA
IMPORTANTE!

Procure trabajar rapidamente
desde el momento que pela el
fruto para no dar tiempo a que
actie la  enzima, pipetee
correctamente, cuide los
tiempos y temperaturas de
refrigeracion. Guarde la muestra
en un frasco ambar.

FUNDAMENTO

enzimatica (uMoles contra pH)

Se denomina pardeamiento enzimatico a la transformacién de enzimas en sus primeras etapas, de
compuestos fendlicos en polimeros coloreados, que frecuentemente se torna café pardo o negro. La 3-
4 —dihidroxifenilalanina, se forma a partir de la tirosina, dopamina sustrato principal. Las enzimas
requieren de iones cobre como cofactor, ya sea en estado monovalente, o divalente, como en el de las
papas, su pH optimo es de 5 a 7 y cuentan con estructuras oligoméricas en las que cada monémero
contiene su cofactor correspondiente. Catecol + Polifeniloxidasa —— Quinonas

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
on—— >

1.-CRUZ.  Dominguez Dinora, 1998,
“Metodologia de Investigacion Documental y de
las practicas demostrativas de apoyo en la
Asignatura del Paquete Terminal de Enzimas De
Uso Alimentario”, Tesis 1.Q., FESC — UNAM,
Meéxico.

CLASIFICACION.

Basico# Medio¢ Superior ¢

Cualitativo.
Semicuantitativo.

Cuantitativo
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(PARA QUE SIRVE?

Evidenciar la presencia de
peroxidasa en distintas frutas
mediante el pardeamiento de las
mismas.

IMPORTANCIA. @

Dada su resistencia térmica, la
preoxidas, se ha usado como un
indicador de la eficiencia del
escaldado de algunos productos
vegetales; pero en otros casos se
recomienda usar en su lugar la
lipooxigenasa, ya que es mas
eficiente.

6.1. B.- EVIDENCIAR LA PRESENCIA DE PEROXIDASA EN
DISTINTOS ALIMENTOS NATURALES

METODO- TECNICA

Preparacién de la solucién.
Preparar una solucién acuosa de guayacol al 1% (3ml) y una solucion de peroxido de hidrogeno
al 5% (3ml), y se mezcla en volimenes iguales. Preparar 6ml de la mezcla.

L.- Preparar el material a usar. Un mortero limpio y seco, la mezcla, una navaja y la fruta de
eleccion (aguacate, platano, manzana roja, para, durazno, perén).

IL.- Pelar rapidamente la fruta a usar, obtener = 0.5 cm de de los fruto sin ciscara y colocarlos
en un vidrio reloj.

I11.- Afadir enseguida 3 gotas de la mezcla preparada a cada muestra. Tomar el tiempo desde el
momento que se agregan las gotas hasta la aparicién de un color rojo y registrar sus tiempos.

Si no existe coloracion en un de 1’ min., quiere decir que no existe actividad enzimatica de la
peroxidasa.

R (+) = Color rojo.

FUNDAMENTO APLICACION.

I8

Se denomina pardeamiento  enziméitico a la
transformacion de enzimas en sus primeras etapas, de
compuestos fenolicos en polimeros coloreados, que
frecuentemente se torna café pardo o negro. La
peroxidasa se manifiesta cuando se pone en contacto con

Dada la elaboracion d ésta practica
se puede adecuar no solo al nivel
medio superior o superior, Sino
que también, al tornarse cualitativa
bien se puede adaptar al nivel
basico

sus sustratos, peroxido de hidrogeno o guayacol.

» ES »P+E

NOTA
IMPORTANTE!

El tratamiento que se debe dar a
las frutas debera ser rapido para
que la enzima no actte

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
mon——

CLASIFICACION.

Basicoe Medio¢ Superior ¢

1.- ESCALANTE R. G. Q.F.B., MONDRAGON
E. Ma Elena Q.B.P., etal, MANUAL DE
LABORATORIO DE BIOQUIMICA DE
ALIMENTOS Q.F.B. México, UNAM, 20002

Cualitativo
Semicuantitativo.

Cuantitativo ¢
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INTRODUCCION

6.2.- COENZIMAS Y VITAMINAS

Los cofactores son agentes quimicos
necesarios para algunas enzimas sean
funcionales, ya que sin estos no
tendrian la capacidad de reaccionar, es
decir, que al unirse con la enzima, la
activan, regularmente no son de
naturaleza proteica, sino vitaminica.
Cuando el cofactor es una molécula
organica, recibe el nombre de
coenzima.

Las vitaminas son compuestos quimicos
que el cuerpo requiere en muy bajas
cantidades. Las vitaminas no proveen
de energia al ser humano, pero ayudan a
obtenerla.

Hoy se conocen 13 vitaminas de las
cuales el cuerpo solo produce 3, el resto
las obtiene con la dieta diaria. Cada
vitamina tiene un uso especifico. La
falta de alguna puede afectar la funcion
de otra. Si existe la ausencia de una
vitamina durante un largo periodo, se
pone en riesgo nuestra salud.

Los bioelementos que conforman a las
vitaminas son C, H, O, N, S, P y Co.
Las diversas vitaminas se forman por
anillos de imidazol, tiofeno y el de
corrino, muy parecido al de la
porfirina.

Estas se dividen en 2 grandes grupos:
Las solubles en aceite (liposolubles),
conformadas por las vitaminas A, D, E
y K.

Las solubles en agua (hidrosolubles),
estan conformadas por las vitaminas By,
B,, B3, Bs, B, Bioy C.

Otras coenzimas de igual importancia
son el pirofosfato de tiamina, el NADH,
el FADH, la biotina y el acido folico.

En 1912 Casimiro Funk realizd6 un
estudio de este compuesto y describio la
funcion que desempeiid6 en el
tratamiento de la enfermedad llamada
beriberi, que en nuestros tiempos
todavia prevalece en el lejano oriente.
Todos estos acontecimientos dieron
origen a al nombre de Vitamina que
significa “amina vital”, recibiendo el
nombre de vitamina B. Al descubrirse
otras  vitaminas con propiedades
fisicoquimicas similares, se le modifico
el nombre parcialmente, asignandosele
el nombre de vitamina B; para
distinguirlas de las vitaminas B,, Bs, Bs
B, y Bia.

CITA TEXTUAL
Desde of ﬁunfo de vista médico solo farece

requerirse un ﬂﬁom‘e extra de vitamina Bg
durante el embarazo fpara @u/mﬂ 4 ln
maduracion del sistema nervioso fetall En cambio
se J‘Ujflecﬁﬂ que las vitaminas By, B, Y B,
tomadas en pi/&/bmy J'Mp[emenfam'm ﬁo&/m’an estar
impﬂ’m/ﬂy en el .vmfgimienfa de pmé/emm
cavdiovasculares. Otras vitaminas como ln A Y I
C, asi como el beta caroteno [recursor de la
vitamina 2, son moléculns anfioxidantes cafonces
de ﬂfmpmﬂ radicales libres de oxigeno y son toicos
que circulan /J()l" nuestro oryam‘xma La nﬂmyﬂ,
ln zanahoria o el brécoli contienen vitaminas

antigxidantes tan buenas o mejores que lus de las

/,'iﬂ//omy (2).

IMAGEN:

GUIA DEL ESTUDIANTE. ()

- éCudles son los frutos que contiene

peroxidasa?
2)- {Cusles son los sustratos de la peroxidass?

.

Buena parte de las vitaminas
provienen de las frutas y verduras
que se consumen en el alimento,
dichos compuestos reciben el nombre
de carotenos, terpenos,
hemiterpenos, sesquiterpenos y
otros fitoquimicos. Se hayan
distribuidos en las flores, frutos,
hojas, raices y tallos de color rojo,
naranja, verdes y amarillos; dichos
carotenos se convierten en vitamina
A, a través de una enzima que actla
a nivel del intestino y del higado.

RESUMEN

Algunos fitoquimicos como los
fitoesteroles, los flavonoides y las
antocianinas, nos ayudan a evitar los
problemas vasculares, ya sea bajando
los niveles de colesterol o atenuando
el proceso de coagulacion en el
torrente sanguineo. Mientras que los
taninos actan como astringentes
antidiarreicos, y algunos otros
compuestos como las cumarinas y
los flavonoides poseen una accion
sorprendente como  antioxidantes
celulares. Algunos otros frutos como
el kiwi, la papaya y la guayaba
protegen las membranas celulares y
el ADN, gracias a sus enzimas
(papaina) y vitaminas (C,E y B,).

Una buena recomendacién, coma
frutas, ya que las personas frugivoras
son mas longevas que el resto de la
poblacién y ademads conservan una
mejor dentadura, mas reluciente y
mas fuerte.

PIE DE FOTO.

Molécula que representa a la
vitamina B12, también conocida como
cianocobalamina. Cofactor importante en el
metabolismo (2).

FUENTES. —>

1).- ONDARZA Ratl, Biologia
Moderna, 10%e%, México, TRILLAS,
1996.

2).-SANCHEZ. M. Carmen, Ideas
heredadas y dietas disparatadas,
({Coémo Ves?, Afio 6, N° 65, Abril
2004.
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Realizar una extraccion de
betacarotenos con los solventes
organicos ideales.

IMPORTANCIA. @

Los carotenoides son un grupo
de pigmentos que se encuentran
con gran facilidad en el reino
animal y sobre todo en el reino
vegetal. Se consideran
pigmentos lipocrémicos, en la
actualidad se conocen mas de
300 carotenoides.

Se les puede encontrar en
citricos, cascara de platano,
duraznos, pimenton, calabazas,
etc.

Queda establecida la
vinculacion de la vitamina A
con los carotenoides a partir de
los trabajos realizados por
Karrer. Dicha determinacion dio
como resultado que el
betacaroteno consistiria en la
union de 2 moléculas de
vitamina A, unidas cola a cola 'y
que finalmente serian
transformadas en  mondmeros
de retinol (vitamina A) gracias a
la intervencion de las enzimas
presentes en la  mucosa
intestinal.

6.2. A.- EXTRACCION DE BETACAROTENOS DE LA ZANAHORIA

METODO- TECNICA

L.- Colocar un matraz Erlen Meyer de 500ml y agregar 10g de zanahoria finamente picada con
100ml de alcohol al 95%, calentar por 30’min.

I1.- Obtener una solucién amarilla por decantacion la cual se diluye hasta el 85% con alcohol y
se deja enfriar.

II1L.- Colocar la mezcla en un embudo de separacion lo suficientemente grande, agitar la mezcla
y agregar poco apoco 50ml de éter de petréleo que oscile entre 20° - 40°C.

Esperar a que las capas se separen; la capa superior (de éter de petréleo), contiene los carotenos,
y la inferior las xantofilas.

IV.- Después de quitar la capa superior, lavar la capa inferior (la de alcohol), con voliimenes
sucesivos de 2ml de éter de petroleo, hasta que el liquido que forma una nueva capa superior sea
completamente incolora (esto indica que la extraccion de carotenos ha sido total)

V.- Se combinan los extractos de éter de petréleo, y se lavan con etanol al 85% para eliminar las
xantofilas. Se concentra la capa de éter de petroleo bajo vacio, sin rebasar los 40°C, empleando
un evaporador rotatorio.

VI.- Tomar el residuo y disolver el residuo graso en 2ml de solvente B. de Skelly, como tultimo
paso antes de mandarlo a una cromatografia.

FUNDAMENTO APLICACION.

LS

Los carotenoides poseen colores que van desde el
amarillo, naranja hasta el parpura. Mientras que, las
xantofilas son derivados oxigenados de los mismos
carotenos; dichos compuestos son alcoholes, aldehidos,
y acidos que son solubles en etanol, metanol, y éter de
petroleo. Dicha solubilidad va de acuerdo a la polaridad
de solventes con respecto a los carotenos y las
xantofilas.

Es una técnica muy ilustrativa que
bien se puede aplicar en los tres
niveles, desde secundaria hasta
nivel superior.

iNOTA
IMPORTANTE!

Si se requiere almacenar el
extracto, debe hacerse en la
oscuridad y bajo vacio, en
condiciones frias.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
mon——

CLASIFICACION.

Basicoe Medio¢ Superior ¢

1.-RENDINA. G. Técnicas de bioquimica

Cualitativo ¢ aplicada, Espaifia, Interamericana, 1997.

Semicuantitativo.

Cuantitativo.
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Correr 2 cromatografias con 2
diferentes solventes para
diferenciar beta carotenos de
clorofila.

IMPORTANCIA. @

Los flavonoides son pigmentos
vegetales que se compone de un
esqueleto carbonado C4 - C; -
Cs, caracteristico en la flacona;
ejemplos de éste grupo tenemos:
Flavonol, flacona, charcona,
aurona, catequina, isoflavona,
etc. Se conocen
aproximadamente 200
flavonoides naturales libres y
como glicosidos. Son los
responsables de darle color a
las flores frutos y hojas, pero
son ain mas frecuentes en los
tejidos lefiosos. Su solubilidad
varia ya que, mientras algunos
son solubles en agua otros no lo
son; pero sin en cambio si lo son
en éter de petroleo.

Los compuestos coloridos mas
comunes se obtienen de
jitomate, zanahoria B
carotenos), flor de jamaica y por
supuesto, de hojas de espinaca
del cual se llegan a obtener 2 6 3
pigmentos; el verde, el amarillo
y en ocasiones el naranja;
dependiendo de la proporcion
en la que se mezclen dichos
solventes organicos.

6.2. B.— SEPARACION DE PIGMENTOS POR CROMATOGRAFIA EN
ESPINACAS (ENZIMAS VEGETALES)

METODO- TECNICA

Preparacion Previa

En 2 morteros limpios agregar media hoja de espinaca cortada con tijeras en trozos pequeiios,
en cada una, mas 10 ml de etanol al 96% y macerar hasta obtener una pasta ligeramente
aguada (un licuado).

L.-En el primer mortero colocar un gis completo en el centro sin que toque ningiin borde del
mortero, procurando que la base mas grande esté de soporte.

Dejar pasar unos minutos y observar que pasa

I.- La mezcla obtenida en el segundo mortero se filtra en un vaso de precipitados con papel filtro
para café y se deja preparada la mezcla para posterior uso.

I1.- Montar un soporte universal con una pinza de nuez y un pinza de goma en la cual se va a
colocar una jeringa de 20 ml invertida (cerciorarse que esté recta y no tenga movimiento).

I11.- Colocar una “nubecilla” de algodon no muy compacta en el fondo, enseguida probar que el
algodon si permite el paso de los solventes agregando un poco de éter de petréleo y recolectarlo
en un matraz de 50 ml.

IV.- Enseguida agregar aziicar blanca hasta la dltima marca de la numeracion (la linea).
Posteriormente agregar 2 ml de éter de petroleo hasta que el azicar quede banada
completamente, si es necesario agregar un poco mas (2 -4 ml) y recolectar con el matraz.

V.- Por ultimo se agrega la mezcla en el vaso de precipitados y dejar correr. Observar que pasa.
Investigar previamente la polaridad de los pigmentos a obtener, con que solventes corre
y en que proporciones si es que son mas de 2 solventes mezclados.

Los vasos de precipitados, los matraces y los morteros se pueden sustituir por frascos de gerber.

iNOTA
IMPORTANTE!

Procurar que la azicar blanca
tenga un didmetro menor al del
azucar morena, sin llegar a ser
tan fina como el azicar glas o la
sacarosa. Nunca se debe usar
bicarbonato o sacarosa ya que se
comprime. El algodon debe
permitir el paso del solvente.

FUNDAMENTO APLICACION.

Esta técnica es muy ilustrativa para

Es importante tomar en cuenta que los flavonoides los: 3 niveles (secundaria,
tienen un grupo extenso por lo cual su solubilidad varia, preparatoria y universidad), ya que
pero es comun separar a las flaconas con éter de petroleo la explicacion pude variar en
o con etanol al 96% y al 70%, acetona cloroformo etc; complejidad segln sea el nivel que
dada su polaridad ya que si recordamos “lo igual se maneje.

disuelve a lo igual”. Hay que tomar en cuenta que una
cromatografia consta de de 2 fases, la fase movil
(eluyente) y la fase estacionaria (columna, placa, de
gases, etc.) en donde correrd la muestra de andlisis,
separandose los componentes de acuerdo a su polaridad.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
on—— >

CLASIFICACION.

Basico# Medio¢ Superior ¢

1.- LEE Mendoza Azucena Q. F. B., Técnica
propuesta por la profesora de asignatura “A” del
Area de Bioquimica, FESC — C1, UNAM, 2006

Cualitativo
Semicuantitativo.

Cuantitativo.
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ESQUEMA 6 A

Fraccion de éter de petroleo

v

v

Azlcar, pigmento / ETOH

»

» “Nubecilla” de algodon

» Fraccion cromatografica

Montaje de una cromatografia en jeringa
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(PARA QUE SIRVE?

¥

Determinar al acido ascorbico
mediante una técnica de
valoracion, valiéndose de un
colorante que haga presente a la
vitamina.

IMPORTANCIA. @

Las acciones bioquimicas del
acido ascorbico se basan en su
participacion en el transporte de
electrones en el microsoma y en
sus numerosas reacciones de
hidroxilacion. La ausencia de
ésta vitamina produce escorbuto
y se logran observar sus estragos
En el tejido mesenquimatoso,
como hemorragias en la
musculatura y dolores en las
extremidades.

6.2. C.—- DETERMINACION DE VITAMINA - C

METODO- TECNICA

Preparacién de reactivos

Mezcla de acético — Acido fosforico. Disolver 30g de acido metafosforico triturado en 40 ml de
acido acético glaciar +300ml de agua + 1.9 g de EDTA. Sacudir ésta mezcla a temperatura
ambiente hasta disolver y diluir un litro con agua.

Solucion de indofenol (DCIP). Disolver 50 mg de la sal s6dica en 150 ml de agua caliente
conteniendo 42 mg de bicarbonato de sodio. Diluir ésta solucion en 200ml de agua y guardar en
una botella topacio a 5°C.

Solucion patrén de acido ascérbico. Preparar 100ml del patron de ascorbico 1mg / ml de
solucion de acético — metafosférico.

Titulacion
I.- En 3 matraces Erlen Meyer. Obtener una muestra de jugo natural de una fruta citrica,
filtrar el jugo a través de una gasa o papel filtro hasta completar 10ml (medidos con probeta),
proceder de la misma manera con un jugo de marca y agregar directamente en el ultimo
matraz 10 ml del patén.

I1.- Rotular los matraces y colocar en cada uno de ellos S5ml de la mezcla de acidos.

I11.- Titular rapidamente con la solucién de indofenol hasta el vire y persistencia del color
(rosa palido). Realizar los calculos de dilucion para cada caso a partir de los datos de referencia
del patrén.

iNOTA
IMP

Para la mezcla de acidos,
guardela en una botella topacio
a 5°C. Prepare la solucion fresca
cada semana.

Procure estandarizar el colorante
antes de usarlo con una solucion
de acido ascorbico.

La disolucion del patrén en
acidos, evitara que la enzima
acttie sobre la vitamina “C” y no
lleve acabo la oxidacion.

FUNDAMENTO APLICACION.

LS

El 4acido ascorbico reduce rapidamente al colorante 2- 6
— diclorofenol- indofenol de forma cuantitativa en
solucion acida. La interferencia de los tioles, sulfitos y
sulfuros se eliminan condensando éstas sustancias con
formadle hido a pH = 0.6 antes de la titulacion de la
vitamina “C”. Las reductonas no se condensan con el
formaldehido bajo éstas condiciones y se determinan
separadamente tras condensar el acido ascorbico y otras
sustancias interferentes con formaldehido a pH = 3.5.

Dada la elaboraciéon de ésta
practica se puede adecuar no solo
al nivel medio superior o superior,
sino que también, al tornarse
cualitativa bien se puede adaptar al
nivel basico, siempre y cuando se
tenga sumo cuidado al elaborar los
reactivos y al manejarlos.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
om——

CLASIFICACION.

Bésico# Medio# Superior ¢

1.- MATISSEK. Reinhard, Analisis de los
alimentos fundamentos- métodos — aplicaciones,
2¥/e%, Acribia, Espafia, 1998.

Cualitativo ¢
Semicuantitativo.

Cuantitativo ¢
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Todas las enzimas son proteinas con
capacidad catalitica, o sea, que aceleran
las reacciones bioquimicas que se
realizan en los seres vivos bajo el
siguiente esquema: E+S=ES=E +P.
Con esto se quiere decir, que la enzima
al llevar a cabo la reaccion, y dar paso
al complejo forma un producto nuevo
sin que esta se altere en su composicion
quimica. Pero los eventos bioquimicos
no siempre son asi, en algunos casos las
enzimas necesitan sufrir  algunos
cambios para activarse, esto da origen

a que algunas enzimas hayan sido
sintetizada como un precursor no
funcional, llamado pro enzima o
zimégeno. Estos compuestos suelen
activarse a través de la pérdida de uno
de sus fragmentos (el pepsindgeno
gastrico, por ejemplo, que se transforma
en la pepsina al eliminar un fragmento
de 44 aminoacidos).

El estudio de los inhibidores
enzimaticos ha servido para obtener
informacion  valiosa  acerca  del
mecanismo de catalisis enzimatica o
aceleracion de la reaccion, por ende se
han establecido 3 tipos de inhibicion
enzimatica 'y que pueden ser
evidenciados experimentalmente por
sus efectos sobre la cinética de
reaccion, analizada en términos de la
ecuacion de Lineweaver — Burk.

Inhibicién No Competitiva.- Es aquel
fenémeno en donde el inhibidor y el
sustrato puede combinarse con la
enzima libre de manera simultanea, o
también el inhibidor se une con el
complejo  enzima  sustrato. La
caracteristica que tiene este fendmeno,
es que los inhibidores no competitivos
se adhieren a un sitio diferente del sitio
activo de la enzima, cambiando la
conformacion de la enzima. Otra
caracteristica comun es que no se forma
el complejo ES a la velocidad normal,
ni se descompone para dar los
productos  esperados, se  puede
evidenciar este fenomeno usando
diferentes concentraciones del
inhibidor, en donde la enzima no
inhibida esta disminuida por el
inhibidor y no podra ser restaurada.

6.3.- ZIMOGENO-PROENZIMA

CITA TEXTUAL

Los pmﬁ/ucfor que contienen dcido refinoico () for
g‘emﬂ/o retin - A Y arretin ), solo deben usarse
bajo preycr'ipcién médica, ya que mal emﬁ[m/w
pue/en ocasionar una ivvitacion severa en [ ﬂie[
que inc/uye comezon, en@'ecimienfa, descamacion
Y J'ec/w/m[ Por este motivo los cosméticos no
contienen dcido retinico sino [recursores inactivos,
como el vetinol mismo, o devivados mas estables, los
cuales deben ser convertidos en dcido vefinoico for
las células vivas de () ﬁie[

E pr’o%nm es que el vetinol, cuando es adicionado
divectamente a  los  cosméticos, se ﬁ@mﬁ/a
m’pi/amenfe for el contacto con el oxigeno del aire
ol expw'icidn a ln luz; Y silo que se aiiade son sus
devivados mds estables, la absorcion es minima,
Ya que las células vivas se localizan en las capas
mds pmﬁma@w de I ﬁie/, Asi, éstas células no
asimilan [ mayor ﬁm'fe de (o vitwmina A que
contienen los cosméticos (2).

IMAGEN:

COMENTARIOS

.

Inhibicion Competitiva.- En esta
modalidad, el inhibidor puede
combinarse con la enzima libre, de
tal manera que compite con el
sustrato normal por unirse al sito
activo de la enzima. En dicha
reaccion, la molécula del inhibidor
no es modificada quimicamente por
la enzima. Este tipo de inhibicion se
reconoce facilmente debido a que el
porcentaje de inhibicion dada a una
concentracion fija del inhibidor,
disminuye cuando se aumenta la
concentracion del sustrato, solo uno
se une a la enzima.

Es importante puntualizar que a partir
de la relacion que se establece entre
la estructura molecular de un
inhibidor competitivo y su afinidad
por la enzima, puede obtenerse
informacion valiosa acerca de la
estructura y la geometria del sitio
activo.

Inhibicion Incompetitiva.- En éste
caso el inhibidor no se combina con
la enzima libre, ni afecta su reaccion
con el sustrato normal solo se une
cuando ya se formo el complejo E-S
y se logra una gran afinidad para
formar un nuevo complejo E-S-I
(enzima — sustrato — inhibidor), el
cual no puede suministrar los
productos normales. Los pardmetros
nos muestran entonces, que el grado
de inhibicion puede acentuarse
cuando la concentracion del sustrato
se incrementa. Se  reconoce
facilmente cuando la concentracion
del sustrato se incrementa, es muy
comin en reacciones de dos
sustratos.

PIE DE FOTO.
Modelo molecular de 1 Cgy

dentro del sitio activo de una enzima
del VIH (1).

GUIA DEL ESTUDIANTE. ?
1)~ 6Cudl es la veaccion clisica entre enzima y
sustrato?

2)- Mencione los tipos de inhibicion due existen?

3)- iQué vire de color da lo prictica de lo
actividad enzimatica de lo uresss?

FUENTES. —>
1).-GASQUE S Laura, El elemento
con multiples personalidades, ;Coémo
Ves?, Afio 3, N° 28. Marzo 2001.

2).-RIVERO. R. Héctor y
SANCHEZ. J. Adriana, Vitaminas en
los cosméticos, ;Como Ves?, Afio 4,
N° 40, Marzo 2002
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6.4.- IONES METALICOS

Es de suma importancia resaltar la
existencia de las enzimas que requieren
iones metalicos como cofactores y que
éste, a su vez, les sirva como parte de su
propio sitio activo como agente
estabilizador y como puente de union
entre la enzima y el sustrato. Solo por
citar algunas enzimas que contiene
hierro, como la catalasa, que se encarga
de descomponer al peroxido de
hidrogeno (agua oxigenada).

Otro ejemplo, es que el mismo hierro
que forma parte de los mamiferos,
incluyendo al ser humano, ya que la
porfirina contiene una particula de
hierro (molécula que forma parte de una
molécula proteica aun mayor llamada
hemoglobina) y que le da su color
caracteristico rojo a la sangre; en el
caso de la sangre de algunos peces, es el
cobre quien les proporciona el color
azul en su sangre.

Otra enzima que es importante
mencionar y que contiene hierro y
azufre es la nitrogenasa, con la
capacidad para fijar el nitrogeno
atmosférico,.regularmente se presenta
en las bacterias fijadoras del nitrogeno
como en la bacteria anaerobica
Clostridium pasterianum. Esta enzima
contiene 2 dtomos de molibdeno, 32 de
hierro y 25 — 30 de azufre.

Todas estas enzimas, conocidas en la
actualidad como métalo proteinas, han
sido aisladas de bacterias y de otras
fuentes como cloroplastos de plantas
superiores y asociadas con los
citocromos en los organelos conocidos
como mitocondrias de tejidos animales.

SR
CITA TEXTUAL @

El molilodeno es el inico elemento de la J‘eﬂumfa
serie de los metales de transicion que forma
ﬁmfe de ﬂ@mm moléculn necesaria fpara la
vidn, Es sumamente escaso en la corteza
terrestre, en In que ﬁﬂy silo 1.2 fpm.
com/mmﬁ/m con las 62000 frﬂm de hierro. Sin
emémya, ﬁoa@mw’ atrevernos o decir que
nuestra existencia féﬁem@ deél,

Esta asombrosa enzima ha impim&/o a un
niamero de quimicoy ino;yﬁ'm’coy alvededor del
mundb, que buscan obtener moléculns a base de
hierro, molibdeno Y azufre que se m‘emg’en en
ﬂ{ga ol sitio activo de la nifroyenﬂm ( que es la
pﬂrfe de ln enzima donde se fleva acabo ln
reaccion pﬂm ln cual la enzima es un
catalizador). Se /wefenﬁé encontrar a@mm que
actie como un luen catalizador fpara la
reaccion de sintesis del aminodcido Y permifﬂ
realizar n  reaccion en  condiciones  mds
economicas.

Se ﬁa&/m’ﬂ /ijw que estos vitales culfivos fueran
cafonces de ﬁm‘cimﬁr de los  fertilizantes
sintéticos, lo que contribuiria J'ijniﬁcﬂfimmenfe

al combate contra el hambreen el mundo (2).

IMAGEN:

COMENTARIOS

.

Si se tomara a un caddver de
aproximadamente 70kg de peso y por
un proceso de cremacion se le llevar
asta la incineracion, obtendriamos un
montoén de cenizas blanquecinas de
las cuales el 4% del peso total estaria
compuesto por 18 minerales muy
comunmente conocidos como
oligoelementos (hierro, cine,
magnesio, selenio, cobre, manganeso,
selenio, sodio, potasio, yodo, calcio,
fosforo, fluor, cromo, molibdeno,
mercurio, plomo y aluminio. Dichos
elementos cumplen una gran
variedad de funciones y algunos de
estos son captados por el cuerpo en
cantidades trazas (pico gramos) asi
el calcio, el fluor, el fosforo y el
manganeso que se encargan de darle
una estructura sana a los huesos
dandole elasticidad. Mientras que
otros de la misma importancia
intervienen en la  conduccion
nerviosa, la contraccion muscular, la
coagulacion de la sangre, la secrecion
y regulacion de hormonas, para
regular el equilibrio de las
membranas celulares y activan a las
mitocondrias. Otros oligoelementos
son aln mas importantes ya que
llegan a formar més 80 enzimas que
son imprescindibles para la sintesis
de proteinas, acidos nucléicos; la
degradacion de lipidos y
carbohidratos.

PIE DE FOTO.

Modelo por computadora que

representa una “Metalobetalctamasa”
que contiene iones metalicos insertados
en color rojo, dentro de la misma
enzima (1).

GUIA DEL ESTUDIANTE. ‘7

1)- ¢Cudl es la funcion que tiene Lo catalasa?

2)- Qué funcion tienen los iones metalicos en
los procesos enzimaticos?

3)- oCudl es el porcentgie de minerales due
tiene el cuerpo humano en su totalidad?

FUENTES. —>

1).-PORTA Elena, Proteinas, Las
Ciencias Genomicas especial,
(Como Ves?, Ano 4, N° 37,
Diciembre 2001.

2).-DRA GASQUE Silvia, Proteinas,
El nitrégeno uno de los secretos de la
vida, ;Coémo Ves?, Afio 6, N° 64,
Marzo 2004.
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6.5.- HOLOENZIMA

Es sabido que existen 2 tipos de
enzimas, las que estan formadas por
proteinas y las que ademas de tener una
fraccion proteica (enzima o
apoenzima), contienen una fraccion no
proteica llamada cofactor o coenzima y
que es indispensable para que la enzima
actie. A este tipo de complejos
enzimaticos se les denomina
holoenzimas.

El papel que desempefia toda enzima
consiste en disminuir la energia de
activacion de los reactivos, para lograr
una oOptima velocidad de reaccion sin
necesidad de elevar la temperatura.

En base alo anterior cabe puntualizar
que existen factores determinantes que
afectan la actividad enzimatica como:

La temperatura.- Cuando se tiene un
sistema en donde coexiste la enzima y
su sustrato, y se incrementa la
temperatura del mismo entonces,
aumenta la actividad, (a temperaturas
mayores de los 40°C, se ha
comprobado que se desnaturalizan las
proteinas) y por consiguiente se
inactivan las enzimas presentes.

El pH.- Los medios a los que se les
puede exponer a una enzima tienen una
diversidad de pH’s, que varian desde lo
mas acido (pH =1 — 6.9) hasta lo mas
alcalino (7.1 — 14), de tal manera que
un exceso de alguno de estos puede
desnaturalizar a la enzima. La mayoria
de las reacciones mas Optimas se
centran en pH’s muy cercanos al pH=7,
es decir, en medios neutros como el del
agua en los organismos.

Concentraciones de enzima 'y
sustrato.- Cuando se tiene un sistema
bien controlado en los 2 aspectos antes
mencionados, entonces se dice que la
velocidad de reaccion sera proporcional
a la concentracion de la enzima y su
sustrato.

La parte no proteica puede ser un metal
como Fe, Cu, K (con cargas variables)
Etc. Aunque también puede ser una
molécula organica mas compleja como
la s vitaminas B2, A, C, B6, B12 ¢ el
NAD y el NADP que interactian bajo
las condiciones anteriores en cualquier
organismo viviente.

SR
CITA TEXTUAL @

Se han identificado compuestos que forman
farte de ln saliva de los herbivoros que al
apﬁmm’e sobre lns ﬁg’m‘ sanas aumentan la
pm&/uccio’n Y liberacion de campueyfw' voliitiles..
A estos comﬂueyfax se les (lama "elicitore”. Uno
es n enzima beta - j/ucoyi/ﬂm, que. se
encuentra en ln saliva de la oruga Pieris
brassicae  a I que le gustan las coles. Al
masticar las ﬁg’m de col se ﬁro/uce una mezcln
de volitiles que atrae a un ﬁpo de avispa
llamada Cotesia ﬂ/{)rnrﬂfﬂ, que. farasita o la
oruga. Ve esta forma, la p/anfa no ataca
directamente a ln oruga., sino que atrae o una
avispa frara que sea la que /eyfr@ﬂ ala oruga.

La beta - ﬂ/ucw'i/mw s un comﬁ@nenfe que
existe en la saliva de (n oruga, ya que no se
encuentra en las ﬁgﬁj’ de col sanas ni fﬂmﬁoao

en ﬂque//m‘ daviadns for las orugas (2).

IMAGEN:

GUIA DEL ESTUDIANTE. ?
- ¢Eb que producto alimenticio se
encuentra la rening?

2)- {Qué es un2 holoenzima?

3)- 6Que funcion tienen las vitamings?

COMENTARIOS

.

Como se ha mencionado
anteriormente, la velocidad de una
reaccion enzimatica dependen de 3
factores principales y la manera de
cuantificar una reaccion, es a través
de la cinética enzimatica.

La forma mas fiable es usando un
modelo matematico conocido como
la curva de Michaelis — Mentel en
donde se puede describir una
reaccion enzimatica no alostérica,
aunque el inconveniente es que se
obtiene una hipérbola, en donde
resulta dificil estimar la velocidad
maxima de reaccion, porque se
obtiene una asintota, de modo que el
valor de concentracion es infinito
para el sustrato. Por ésta razon, el
modelo propuesto por  Lineweaver
— Burk, resulta mas manejable, ya
que una recta que pasa por un
conjunto de puntos, puede ajustarse
de manera mas ideal a una estimada y
a una ecuacion de la recta para la
obtencion de alguna concentracion
optimas. La manera mas adecuada
para expresar dicha ecuacion es la
siguiente:

1/ V= (Km/Vmax) (1 / (S))+1/Vmax.

Equivalente a:
y=m.x+b

Donde:

V = La velocidad de reaccion.
Vmax= La velocidad maxima de
reaccion.

Km= La constante de Michaelis.

S = La concentracion del sustrato

El eje de las x = la concentracion del
sustrato(S), (mM) y su inverso 1/ (S)
(mM™)

Y el eje de las y = velocidad V,
(mMs™) y su inverso 1/ V, (mMs™")!
es muy importante conocer la (S)
debido a los limites de solubilidad o a
los mismos costos del sustrato

PIE DE FOTO.

Imagen virtual que nos muestra un
complejo de una holoenzima, formada por la
enzima y su cofactor (1).

FUENTES. —>

1).-SOBERON Xavier, Imitar ala
naturaleza, ;Coémo Ves?, Afio 2,
N° 18, Mayo 2000.

2).-PORTA. D. Helena, Los
perfumes de la vida, ;Como Ves?,
Afio 5, N° 58, Septiembre 2003.
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ESQUEMA 6 B

OH
oxlgeno
cresolasa
R

1* Reaccion. Hidroxilacion del monofenol para darle actividad a la cresolasa

oxigeno
catecola¥

TESIS DINORA. 2* Reaccion. Oxidacion de la cresolasa para dar catecolasa a partir de
una remocion de hidrégenos.

Reacciones de oxidacion para la cresolasa y la catecolasa
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ESQUEMA 6 C

N NH, NH2
CHsCH-COOH CHy CH—COOH CH;CH-COOH
I
\/ 3 0
T |
OH OH 0

BADUI. Acciodn de las fenolasas en el pardeamiento de la papa. En la 1* reaccion se efecttia por la accion de la
Cresolasa, mientras que la segunda reaccion se efectia por la actividad de la catecolasa

OH CH=CH-COOH COOH
OH
OH OH
.

OH
catecol ac. cafeico ac. protocatequico
OH OH

0CHj AN
A~ 0H
guayacol resorcinol

BADUI. Ejemplo de compuestos que reaccionan con la enzima fenolasa

139



ESQUEMA 6 D

ONa
O=P—0ONa
0 OH
pH 9802 + NaHPO,
fostatasa alcalina
fenilfosfato fenol
disodico
Cl
Cl
T ? ' @ o
NCI Cl
2 B-dicloroquinonclorimida 2,6-dicloroindofenol

(azul)

Mecanismo de reaccion para la formacion de 2,6 — dicloroindofenol a partir de la
enzima fosfatasa alcalina

OH OH
OH

oxigeno

cresolasa

R R

TESIS DINORA. Convercion del fenol por accion de la cresolasa

140




ESQUEMA 6 E

0
] ureasa
NHz-C-NH2+3H20 ﬁc02 + 2NH4OH
UREA AGUA DIOXIDO HIDROXIDO

DE DE
CARBONO AMONIO

TESIS DINORA. Esquema que muestra la reaccion que se da entre urea y ureasa en
medio acuoso.

H H H H H

CH {CH.).—C=C C G il (CH COOH

BADUI. Accién de la enzima lipoxigenasa sobre el acido linoléico
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ESQUEMA 6 F

BADUI. Mecanismo de reaccion la enzima lactasa (f —galactosidada) marcando al
centro activo formado por el nitrogeno
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BADUI. Mecanismo de reaccion de las enzimas pépticas.
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INTRODUCCION

7.-ADN Y ARN - LAS
MOLECULAS MAESTRAS

Las moléculas maestras que programan
nuestro potencial bioldgico, empiezan a
revelar sus grandes misterios.

Al trazar los cientificos un esquema
general del codigo genético con el
proyecto HUGO, luego con el Proyecto
Proteoma y finalmente con la terapia
de ARN con retrovirus, vemos la
promesa de curas para grandes
enfermedades, la solucién de misterios
forenses, evolutivos y geritricos no
imaginados hace algunas décadas. Mas,
dichos avances presentan paradigmas
éticos, morales y hasta religiosos;
la pregunta de este nuevo milenio es
;estamos listos para la era del gen?.

El ADN como molécula maestra tiene
la capacidad retransmitir la
informacion, adaptacion y  hasta
mutacion selectiva en cada una de sus
células.

El cuerpo humano con sus mas de 100
billones de células nucleadas que lo
constituyen y sus 200 variedades
multiples, nos proporcionan una gama
universal de células para el cultivo,
aunque cabe aclarar que solo algunas se
dejan cultivar satisfactoriamente in
vitro, exceptuando al eritrocito y a la
plaqueta, que carecen de ntcleo.

Hoy en dia se ha descubierto que las
células troncales surgen en los 1%
estados de desarrollo embrionario,
cuando las células tienen la posibilidad
de convertirse en cualquier tipo de
tejido u 6rgano humano gracias a que
son totipotenciales e indiferenciadas.

Sin embargo, el uso de células de éste
tipo pasa por la clonacion de las células
obtenidas después de la fecundacion, lo
que lo postra en un paradigma entre lo
aceptable y lo condenable. Pero auin, el
concepto mas increible, es el que nos
plantea la biotecnologia para este
nuevo milenio, ya que, supone una
nueva manera de introducir drogas y
farmacos con un concepto novedoso;
los genofarmacos.

De éste modo, se pretende introducir
enzimas, proteinas o viriones, virus,
ARN, y por supuesto ADN que
actuaran de manera selectiva y exacta;
sin ocasionar ningin efecto adverso o
secundario. La bionanotecnologia esta
en puerta en muchos paises, solo falta la
aceptacion por parte de los presidentes,
los legisladores y de las grandes
corporaciones internacionales.

SR
CITA TEXTUAL @

& Por qué existe ln muerte pmymmwfﬂ?
Existen varias razones, entre las que destacan e
deshacerse de las  célulns que ya no son
necesarias, que estorban o son pafenciaﬁ'nenfe
ﬁe@mj’m fara el resto del organismo. Como

arte de su desarrollo, en una efﬂﬁa de su ciclo,
lns célulns ﬁueﬂ@n recibir seiales que les activan
genes /efa/eyy suicidarse: sinfetizan lns /amfeinm’

ue encienden los mecanismos de entradn de
calcio al interior de la céluln, desarmando la
Mquifecfum intracelular 'y acaban for incitar a
cierto tipo de célulns (los macréfﬂjw’] a venir y
devorarlas. 2 este [roceso se le (lama muerte
celular pmﬂmmm/a, 0 ﬁpopfoyﬂ', Asi mismo se
ha encontrado que i se toman célulns de un
mismo_tifo, fror g‘empﬂz fibroblastos, las de
raton se ﬁm/ucen menos que lus de cabally, Y
estas que las de forhgm de lns islas Gﬂ/a'p@o,
especies que viven alvededor de 2, 30 'y 1500105,
mfaecﬁmmenfe, E/ hecho que de que las célulns
L‘eryﬂn un calendario inferno sugiere que su
muerte esta genélicamente /)rqgmmm/a.

IMAGEN:

COMENTARIOS

.

En la década de los 50’s se descubre
la piedra esmeralda, el secreto de la
vida, “el lenguaje perdido de los
dioses” que desde hace muchos miles
de afios se encontraba perdido. Hoy
se redescubre como el codigo
genético.

El objeto principal, develar los
secretos del gen humano tratando de
encontrar la ubicacion de los 30mil
genes que poseemos en nuestros 46
cromosomas (92 cm de longitud que
lo conforman) y su forma de operar.
El trazado del mapa “estelar”
consiste en averiguar la secuencia de
cada uno de los nucleétidos que tiene
el genoma y que suman 3000
millones, aunque paraddjicamente,
del total, solo el 5% es funcional y el
resto es considerado de proteccion.

iMas sorprendente atn!, la diferencia
entre un humano y otro solo son 100
genes y la similitud que existe entre
el ser humano y el chimpancé es del
98.4%, en cuanto a genes.

En el campo de la criminalistica
moderna las impresiones genéticas
(Huella Génica), permite identificar
diferencias, a través de un esquema
de bandas especificos y particulares.
En donde éstas pueden ser
identificadas por medio de sondas de
ADN 'y que finalmente se
esquematizan por un “sistema de
codigo de barras” que le dan una
identidad tnica a cada individuo,
dejando al descubierto la identidad de
cada ser humano.

Hoy por hoy la ética se esta rindiendo
ante los intereses econdémicos de
unos cuantos.

PIE DE FOTO.

Pintura que representa la gestacion del
hombre como un ser divino y que
curiosamente proviene de una espiral en
estado creciente, muy semejante a la
biomolécula del ADN.

FUENTES. —>

1).- BORZATTI Eduardo (foto), El
monoteismo es anterior a Sumer,
Egipto e Israel, ANO CERO,
AfoXIV N° 160.

2).-DUHNE. M. Martha, ;Por qué
existe la muerte?, ;Coémo Ves?, Afio
1, N°9, Agosto 1999.

3).-La era del gen, Nacional
Geographic, Vol. 5, N° 4, Octubre
1999.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Preparar las muestras de ADN
adecuadamente para  su
recoleccion, embalaje,
transporte y conservacion de las
mismas.

IMPORTANCIA. @

Contrariamente a otros tirajes
biologicos, las muestras
destinadas a un anélisis de
identificacion genética deberan
precisarse en:

La rapidez del transporte.

Evitar la contaminacion por
contacto directo.

Evitar las fuentes de calor.
Evitar el contacto directo.

Evitar la contaminaciéon por
microorganismos.

Evitar las radiaciones UV.
Evitar la cercania con enzimas
de restriccion genética.

Use tubos estériles preparados
con EDTA (fabricado para el
L.IPS. Paris), no agitar
fuertemente, ni usar tubos con
heparina.

7.A.- OBTENCION Y CONSERVACION DE ADN HUMANO

iNOTA
IMPORTANTE!

Para las muestras no se debera
utilizar liquidos de conservacion
habituales en anatomia o en
patologia.

Conservacion.

Los acidos nucleicos se pueden
conservar en cloruro de sodio en
concentraciones que van desde
0.IM-2.0M

Acetato de amonio 2.0 M para la
co-precipitacion de
oligonucle6tidos o ANTP’s.

El cloruro de litio 0.8 M, util
para precipitar el ARN (requiere
mayor cantidad de etanol para el
precipitado).

El acetato de sodio 0.25M se
utiliza para las precipitaciones
de rutina.

METODO- TECNICA

I.- La obtencion de ADN humano se basa en la toma de las siguientes muestras:

Post — Mortem.
MUESTRA 48 HRS 1 SEMANA 1 MES
GANGLIOS. L. +++ +++ +++
BAZO +++ +++ +
CEREBRO +++ +++ +++
RINON +++ +++ ++
CORAZON + - -
MUSCULO + - -

Inmediatos.

EXCELENTE = +++
BUENO = ++
FIABLE +

NULO = -

UNAS. Si estan enteras, se pueden obtener de sangre o piel de su base
CABELLO. Tomarlos con una pinza o con cinta adhesiva, sin tocar el bulbo de la raiz

(minimo 10 cabellos con bulbo)

EPITELIALES. Se obtiene del interior de la mejilla o piezas dentarias sueltas, cuando el
cadaver quedo irreconocible o bien del interior de las fosas nasales, o de pafiuelos desechables.
SANGRE Y SEMEN. Son muestras ideales para una resuspension, absorba la mancha con una

gasa estéril y hagala secar con calor.
ORINA. Muestras de 100ml, solo en casos patolégicos.

Para conservar las muestras, delimitar la mancha con un lapiz y guardar en sobre Kraft, gasa

estéril, tubo de ensayo o caja de zapatos, etc.

Cuando es posible, las muestras se toman en un tubo estéril y protegido. Solo se utiliza la
congelacion sin aditivos. En las muestras de sangre, utilizar tubos preparados con EDTA.

Si el analisis de su muestra requiere 1-3 dias, conservar a —4 °C, y si su analisis requiere de 4 -
8dias, conservar a —20 °C. En ambos casos el embalaje debe ser permeable al aire, sin embargo
una descongelacion — recongelacion abrupta es inhibitoria para el analisis.

Tomar en cuenta que el ADN es soluble en Etanol al 96% e insoluble en NaCl 2M.

*La preparacién de la muestra se lleva acabo siguiendo los pasos del II al VII de la practica
“Extraccion de ADN animal I, II” o “Extraccion de ADN vegetal”.

FUNDAMENTO

I

La recoleccion, transporte y preparacion de las muestras es,
muy delicada por lo que se recomienda un exagerado
cuidado para que no haya contaminacion, alteracion o
destruccion de las mismas.

De hecho la muestra de ADN puede cuantificarse muy bien
por el método de gravimetria, esto es, por secado y pesado
directo.

CLASIFICACION.

APLICACION.

4

Su aplicacion estd en boga en el
area de la criminalistica,
propiamente dicho en la quimica
legal, ya que este tipo de
informacion determinara el
veredicto final en un juicio,
conjuntamente con la PCR la
electroforesis, el southern blooting
y por ultimo, el reconocimiento de
la huella génica.

Béasico Medio Superior ¢

Cualitativo

Semicuantitativo.
1.- Las

Cuantitativo ¢

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

Io— >

Impresiones  Genéticas de ADN,
Aplicaciones Médico Legales, Fotocopias
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INTRODUCCION

7.1.- ACIDOS NUCLEICOS

La palabra acido nucleico deriva del
Griego 4acido por oxigene, 6&VG y
nucleico de nuclius, Karion, Kapi®v
o centro, oxigeno central o acido
central.

El ADN consta de 2 hebras de
polinucleotidos que se encuentran en el
nucleo celular y se entrelazan entre si
en el espacio, para formar una
estructura de “doble hélice”.

Las 2 hebras tienen direcciones
antiparalelas; esto es, sus direcciones
5’ 3°, son opuestas en ambas cadenas.
Dada la relacion geométrica que existe
entre azicar y fosfato, la hélice gira
hacia la derecha.

Los patrones de difraccion de rayos X
indican que las bases estan separadas
por un espacio regular de 0.34 nm, a lo
largo del eje de la hélice. La hélice
completa un giro cada 34 nm, en donde
existen 10 pares de bases por cada giro.
Las bases que componen a los acidos
nucleicos se dividen en 2 grupos, las
bases  puricas compuestas  por
Adenina =A (6 — amino purina) y la
Guanina =G ( 2 — amino, 6 —oxipurina);
mientras que las bases pirimidicas se
integran por Citosina = C ( 2 oxi - 4 -
amino pirimidina), Timina =T ( 2,4 —
dioxi - 5 — metil - pirimidina) y en el
caso del ARN, la T cambia por
Uracilo =U (2,4 — dioxi pirimidina).
Dadas las caracteristicas de la doble
hélice, las hebras mantienen un registro
exacto debido al apareamiento que
existe entre las bases: A se aparea con T
a través de 2 enlaces de hidrogeno; G se
aparea con C mediante 3 enlaces de
hidrogeno.

A la unién que se hace entre una base
nitrogenada y el azlcar (desoxirribosa)
se le denomina nucleésido; cuando se
le afade un grupo fosfato, el grupo
base — azucar — fosfato se denomina
nucleotido wk (consultar la
nomenclatura anexa). El contenido de
bases del ADN expresado por el
cociente entre bases (G+C) / (A+T),
difiere en los diversos organismos
(animales, plantas y microorganismos)
que se han originado en un momento de
la evolucion. Dadas las investigaciones,
los organismos inferiores dan prueba de
que la relacion de cocientes de bases se
encuentra en cifras relativamente
amplias, mientras que en las especies
superiores  (ADN  obtenido  de
cromosomas diferentes de  distintos
mamiferos) dan prueba de que esta
relacion es inversamente proporcional.

CITA TEXTUAL
"El ADN mitocondrial es mds abundante en el

material Gseo y es mas ficil de extraer que of
nuclear; /Jer'mife, ademds  estudiar  las
mymcianey Y relaciones entre ﬁoé/ﬂcioney en
términos muy ampﬁoy. E AON ﬁermife
identificar relnciones familiares”, comenta In
doctora Tiesler. Sin emém:go, hasta ahora,

debido al deterioro de los restos dseos, el
porcenf\a/e de extraccion exitoso es reducido. (1)

IMAGEN:

FOSFATO

NUCLEOTIDO
AZUCAR

PIE DE FOTO.
Ilustraciéon que nos muestra a las

moléculas que conforman a la doble
hélice del ADN con todas sus partes. (1)

COMENTARIOS

.

El ADN Mitocondrial: Las huellas
de la madre.

“Todos los  organismos  con
excepcion de virus y bacterias estan
formados por células eucariontes, es
decir cuya material genético se
encuentra dentro de un  nucleo
definido. Este tipo de células también
se caracterizan por tener
mitocondrias, organelos que
desempeiian la funcion de degradar
moléculas de azlicar para producir la
energia que la célula requiere para
sus procesos metabolicos. Si bien la
mayoria de los genes se encuentran
en el nucleo celular, Unos cuantos
estan en las mitocondrias, y, en el
caso de las plantas, también se le
haya en los cloroplastos. El ADN
mitocondrial humano, cuya
secuencia completa ya ha sido
descifrada, es uno de los mas
pequefios que se conocen; contiene
solamente 16, 569 pares de bases,
que forman 13 genes reconocibles. A
diferencia del ADN nuclear, el
mitocondrial solo se hereda a través
de la linea materna, esto es, los
descendientes Unicamente heredan
ese ADN de la madre.

El estudio del ADN mitocondrial ha
repercutido en diversas 4areas del
conocimiento y es particularmente
util para el analisis de fosiles que
realiza la bioarqueologia, ya que los
cambia muchos son mas lentos que
en el ADN nuclear.

Las Todas las investigaciones
actuales acerca de la tasa de cambios
y mutaciones de éste material
genético en restos de individuos de
diferentes regiones geograficas, es
una pieza clave para determinar si los
seres humanos surgen en Africa o
bien, su origen es multirregional.

GUIA DEL ESTUDIANTE. ?
1)- ¢Caales son las % bases que conforman al
ADN?

2)- 4Qué funcion tiene el detergente en L
extraccion del ADN?

FUENTES. nw—>

1).-BONFIL Olivera Martin, 50 Afios
de 1 doble hélice, ;Como ves?, Afio3,
N° 53, Noviembre 2003.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Extraer a partir de una muestra
frutal ADN, utilizando solo
reactivos y utensilios caseros.

IMPORTANCIA. @

La importancia de ésta practica
radica en que se puede realizar
dentro de su propio hogar y con
utensilios caseros a excepcion
del alcohol.

El producto que se obtiene es
ADN con impurezas, ya que se
encuentra mezclado con
fragmentos de ARN y algunas
proteinas.  Una  extraccion
profesional se realiza teniendo
en cuenta un numero preciso de
centrifugaciones, tiempos
adecuados, con reactivos
especificos y afiadiendo
enzimas de restriccion que
fragmenten las moléculas de
ARN impidiendo que éstas se
unan al ADN.

7.1.A.- EXTRACCION CASERA DE ADN

METODO- TECNICA

I.- Tomar un trozo mediano de una cebolla, ajo, tomate o jitomate y cortar en cuadritos
pequeiios.

IL.-Triturar la muestra con una picadora automaitica, o una licuadora, o con una picadora
manual (agregar un poco de agua) a impulsos de 10’ seg hasta que quedar bien picado.

I11.- Tomar en un baso de precipitados Sml del triturado celular, agregar 10 ml de solucién
tampén en frio y agitar vigorosamente durante 2 'min.

IV.- Separar cuidadosamente los restos vegetales mas grandes del caldo molecular, usar una
coladera fina, una manta de cielo o ambas. También lo pude hacer por centrifugado a

1300 — 1500rpm durante 5’min. Después, tomar el sobrenadante con una jeringa sin aguja, o
con una pipeta y su propipeta respectiva.

V.- Tomar Sml del caldo molecular y pasar a un recipiente, 0 a un tubo de ensayo; afiadir 10ml
de alcohol isoamilico (enfriado previamente a 0° C); verter por las paredes, inclinar ligeramente
el tubo (el alcohol queda flotando sobre el tapén).

VI.- Finalmente introducir la punta de una varilla de vidrio justo entre la unién del tapon y el
alcohol isoamilico, remover la varilla hacia atras y hacia delante ligeramente y esperar a que se
enrollen los fragmentos de mayor tamaiio de ADN. Al pasar un minuto notara un filamento fino
adherido a la varilla con aspecto de “algodén mojado” o de “clara de huevo”.

PREPARACION DEL TAMPON.

1.- Tomar 120ml de agua destilada o mineral en su defecto

I1.- Agregar 1.5g de cloruro de sodio o sal casera fina

I11.- Agregar Sg de bicarbonato de sodio o bicarbonato casero

IV.- Por ultimo agregar 5g de detergente o shampoo, homogenizarlo ligeramente y poner a
reposar en un bafio de hielo triturado o en una nevera.

V.- El alcohol isoamilico bien se puede sustituir por etanol al 96%.

iNOTA
IMPORTANTE!

El alcohol isoamilico se debe
conseguir previamente en una
farmacia  especializada, en
preparado de reactivos o en una
drogueria especial.

Para la solucién tampon no
utilizar agua corriente.

FUNDAMENTO

¥

APLICACION.

St

La extraccion de ADN se basa primordialmente en la
lisis de (rompimiento celular) mediante la accion de las
cuchillas  que facilitan el rompimiento de muchas
células y en tanto que a las membranas de los organelos,
quedaran expuestas a la accion del detergente; vaciando
asi su contenido en una disolucion tampén en la que se
disuelve el ADN, ARN, CHOS, PROTEINAS y otras
sustancias. Con éste proceso las cadenas de ADN
asociadas a proteinas se habran fraccionando y por lo
tanto solo queda extraerlo con la mezcla tampoén y
alcohol isoamilico.

La extraccion de ésta biomolécula se basa en el hecho de
que los iones salinos son atraidos hacia las cargas
negativas del ADN permitiendo su disolucion y
finalmente su extraccion.

La ventaja es que se puede realizar
en laboratorio de nivel basico
elemental, en el nivel medio o
inclusive en casa, donde no se
cuenta con equipos o reactivos
especificos y que siempre podra
encontrar en una cocina.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
mon——

CLASIFICACION.

Béasico# Medio# Superior

www..Joseacortes.com/practicas/extraccionADN.

Cualitativo. htm

Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Extraer ADN de una muestra de
tejido animal a partir de una
técnica sencilla y después
conservarlo.

IMPORTANCIA. @

Es importante reconocer que
ésta es una de las técnicas mas
sencillas para obtener ADN y
bien puede adaptarse al nivel
basico o inclusive a nivel casero
Dados que los recursos que se
utilizan son muy elementales.

7.1.B.- EXTRACCION DE ADN ANIMAL 1|

METODO- TECNICA

I.- Preparar previamente las siguientes soluciones:
Solucién de cloruro de sodio 30g en 250ml de agua.
Solucién de detergente lo que tome la punta de su espatula en 100ml.
Alcohol etilico al 96% (comprar en farmacias y cerciorarse de su pureza)

I1.- Obtener un higado de pollo o de rata frescos y colocarlo en un recipiente, plato, mortero
y picar con una picador manual. Se puede moler en una licuadora.

II1.- Acomodar un trozo de tela de “manta de cielo” doble en la boca de un vaso de precipitados
de 250ml, sujetar con una liga. Verter el higado licuado sobre la tela, para separar
los restos celulares con una varilla de vidrio.

IV.- Enjuagar la tela bien y tomar un 2° vaso de precipitados, colocar la tela nuevamente con
la liga y volver a filtrar el contenido del primer vaso, afiadir S0ml de solucién de cloruro
de sodio.

V.- Quitar el trozo de manta de cielo y verter 1ml de detergente liquido con una pipeta,
agitar suavemente la solucién con una varilla de vidrio, en seguida verter 10ml de

alcohol etilico con cuidado y por las paredes. Observar que en la solucion aparecen 2 fases,
y ademas comienzan a aparecer unos filamentos blanquecinos.

VL.- Introducir en la solucion una varilla de vidrio y esperar a que las fibras se adhieran a ésta.

VIIL.- Lavar el ADN con etanol al 75%, disolver en 50ml de cloruro de sodio 2M y consérvelo.

iNOTA
IMPORTANTE!

El alcohol etilico se debe
mantener lo suficiente mente
frio antes de agregarse a la
mezcla. No se debe utilizar agua
corriente, sino agua destilada o
bidestilada.

Conservacion.

Si el andlisis de su muestra
requiere 1-3 dias, conserve a
—4 °C, y si su analisis requiere
de 4 -8, conserve a —20 °C. En
ambos casos el embalaje debe
ser permeable al aire, sin
embargo una descongelacion —
recongelacion abrupta es
inhibitoria para el andlisis.

FUNDAMENTO APLICACION.

¥

LS

La extraccion de ADN se basa primordialmente en la
lisis de (rompimiento) celular mediante un detergente,
vaciando asi su contenido en una disolucion tampén en
la que se disuelve el ADN, ARN, CHOS, PROTEINAS
y otras sustancias. Con éste proceso las cadenas de ADN
asociadas a proteinas se habran fraccionando y por lo
tanto solo queda extraerlo de la mezcla tampo6n con
alcohol etilico. La extraccion de ésta biomolécula se
basa en el hecho de que los iones salinos son atraidos
hacia las cargas negativas del ADN permitiendo su
disolucion, finalmente su extraccion, purificacion y
conservacion.

Es importante resaltar que éstas
practicas son de gran relevancia
para la identificacion de animales
desconocidos por ende, se utilizan
muy bien en investigacion, en los
niveles medio superior y superior,
auque bien , se puede aplicar al
nivel basico dada su sencillez.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
mon——

1.- PONCE. Salazar. R. Margarita, Biologia I,
Libro de recursos para el profesor, México,
Santillana, 1998.

CLASIFICACION.

Basicoe Medioe¢ Superior ¢

Cualitativo.
Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Obtener ADN de una muestra de
tejido animal partiendo de una
técnica sencilla y después
conservarlo.

IMPORTANCIA. @

Es importante reconocer que
ésta es una de las técnicas mas
elementales para obtener ADN y
bien puede adaptarse al nivel
basico dados los recursos que
se utilizan.

Se  debe  aprovechar Ila
particularidad e que el ADN es
insoluble en agua y en alcohol
etilico al 96%; mientras que es
soluble en una disolucién de
NaCl en aguaal 2 M

7.1.C.- EXTRACCION DE ADN ANIMAL II

METODO- TECNICA

Preparacién previa

Solucién amortiguadora a pH =7.4.
Solucion de cloruro de sodio al 0.14 M + Solucion de citratos al =0. 02M, juntarlas.

L.- Seguir los pasos I'y III de la obtencion de ADN animal I, luego, proceda a homogenizar
el “bazo” del animal en 100ml de soluciéon amortiguadora a pH = 7.4

IL.- Centrifugar la mezcla a 5000 g/ durante 15’ min. Desechar el sobrenadante, lavar el
precipitado y volver a centrifugar a las mismas condiciones, con otros 100ml de la solucién
amortiguadora.

I11.- Resuspender el nuevo precipitado en NaCl 2 M, hasta obtener un volumen de 500ml y
guardar en un frigorifico toda la noche a —4°C.

IV.- Al siguiente dia se centrifugar a 20,000 g durante 15’ min.
Al sobrenadante obtenido se le va a agregar lentamente, y por las paredes del recipiente,
1 litro de etanol, colocar una varilla de vidrio. Observar que comienzan a aparecer una
fibrillas blanquecinas alrededor de la varilla de vidrio. Separar las 2 muestras.

V.- Sacar con cuidado una parte de la muestra de ADN, secar, colocar en un sobre estéril
Kraft y mantener en refrigeracion de —4°C, - 20°C segtin el tiempo de conservacién.

VLI.- Lavar la otra parte de la muestra del ADN con etanol al 75%, disolver en 50ml de cloruro

NOTA
IMPORTANTE!

dependera de tiempo que se
conservara antes de utilizarla.

El alcohol etilico se debe
mantener lo suficiente mente
frio antes de agregarse a la
mezcla. No se debe utilizar agua
corriente, sino agua destilada o
bidestilada.

Conservacion.

Si el andlisis de su muestra
requiere 1-3 dias, conserve a
—4 °C, y si su analisis requiere
de 4 -8, conserve a —20 °C. En
ambos casos el embalaje debe
ser permeable al aire, sin
embargo una descongelacion —
recongelacion abrupta  es
inhibitoria para el analisis.

FUNDAMENTO APLICACION.

de sodio 2M y conservar.

La extraccion de ADN se basa primordialmente en la lisis
de (rompimiento) celular mediante un detergente, vaciando
asi su contenido en una disolucion tampoén en la que se
disuelve el ADN, ARN, CHOS, PROTEINAS y otras
sustancias. Con éste proceso las cadenas de ADN asociadas
a proteinas se habran fraccionando y por lo tanto solo
queda extraerlo de la mezcla tampoén con alcohol etilico. La
extraccion de ésta biomolécula se basa en el hecho de que
los iones salinos son atraidos hacia las cargas negativas del
ADN permitiendo su disolucién, finalmente su extraccion,
purificacion y conservacion.

Es importante resaltar que estas
practicas son de gran relevancia
para la identificacion de animales
desconocidos, por ende se utilizan
muy bien en los niveles medio
superior y superior., aunque bien
puede adaptarse al nivel basico

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
on—— >

CLASIFICACION.

Basico Medio# Superiore

1.-MACARULLA. M. J. y GONI. M. F.
Biomoléculas  Lecciones de  Bioquimica
Estructural, REVERTE, Espaifia, 1993.

Cualitativo.
Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Extraer a partir de una fruta
ADN, utilizando solo reactivos
y materiales de laboratorio muy
elementales.

IMPORTANCIA. @

Es importante reconocer que
ésta es una de las técnicas mas
sencillas para obtener ADN y
bien puede adaptarse al nivel
casero, dados que los recursos
que se utilizan son demasiado
elementales, pero sin dejar de
lado su preescision.

7.1.-D.- EXTRACCION DE ADN DE FRUTA

METODO- TECNICA

Preparaciones previas:

Baiio de agua y hielo, y un vaso de precipitados de 100ml con 50ml de etanol.

Colocar en un vaso de 200ml, 90ml de agua destilada, 2g de sal casera 'y 10ml de detergente
liquido y agitar suavemente con un agitador.

Pelar unos kiwis, obtener la pulpa y pesar 30g en puré fino

Preparar un bafio maria.

I.- Colocar la solucion de sal y de detergente en los 30g de kiwi (procurar que el volumen del
liquido sea aproximadamente el doble del puré).

I1L.- Preparar un bafio maria y mantener a 60°C, checar con un termémetro y ajustar con agua
fria de ser necesario. Colocar el vaso con la solucién y la fruta, e incubar de 10’ — 15’min,
agitar esporadicamente (cuide que la temperatura no baje de los 50°C)

I11.- Una vez cubierto el tiempo, pasar el vaso con el contenido al bafio de hielo y dejar reposar
por 5’ min,; agitar ocasionalmente.

IV.- Colocar un dispositivo de filtracion compuesto por un soporte universal y un anillo
metalico, un vaso de precipitados de S00ml, un embudo, un trozo de papel filtro doblado y
remojado, y verter la mezcla a través del filtrado durante unos 5’min.

V.-Tomar 5 ml delfiltrado anterior, colocar en un tubo de ensayoy agregar un poco de
etanol frio, escurrirlo por las paredes lentamente con un gotero y con el tubo ligeramente
inclinado.

Tomar 10 ml de etanol frio con una pipeta y agregar sobre el dispositivo de filtracion.

VI.- En ambos casos espera 2’ min, colocar una varilla de vidrio y observar lo que pasa.

VIL.- Lavar el ADN con etanol al 75%, disolver en 50ml de cloruro de sodio 2M y conservar

iNOTA
IMPORTANTE!

El alcohol etilico se debe
mantener lo suficiente mente
frio antes de agregarse a la
mezcla. No se debe utilizar agua
corriente, sino agua destilada o
bidestilada.

FUNDAMENTO APLICACION.

I

La extraccion de ADN se basa primordialmente en la
lisis de (rompimiento) celular mediante un detergente,
vaciando asi su contenido en una disolucion de cloruro
de sodio en la que se disuelve el ADN, ARN, CHOS,
PROTEINAS vy otras sustancias. Con éste proceso las
cadenas de ADN asociadas a proteinas se habran
fraccionando y por lo tanto solo queda extraerlo (de la
mezcla de sal y detergente) con alcohol etilico. La
extraccion de ésta biomolécula se basa en el hecho de
que los iones salinos son atraidos hacia las cargas
negativas del ADN permitiendo su disolucion y
finalmente su extraccion.

La ventaja es que se puede realizar
en laboratorio de nivel basico
elemental, en el nivel medio o
inclusive en casa; donde no se
cuenta con equipos O reactivos
especificos y que siempre podra
encontrar en una cocina.

CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
on—— >

Basicoe Medio ¢ Superlor 1).-CATALA Rosa Maria, Extraccién del ADN

de Kiwi, Edicion especial sobre las ciencias del
genoma (Como ves?, Guia del maestro, Ao 4,
N° 37, Diciembre, 2001.

2).-  http://www.exploratorium.
body/ dna.htmL

Cualitativo.

Semicuantitativo ¢
edu/ti/human

Cuantitativo.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Extraer ADN y ARN por medio
de la técnica de centrifugacion e
identificarlos con difenil amina
y orcinol.

IMPORTANCIA. @

En la fraccion tisular, los
nicleos y el homogenizado
representan 1g de del tejido
inicial por cada Sml de solucion.
Para las mitocondrias, la
fraccién soluble y microsomas,
su valor es de 1g/ 10ml.

7.1.E.- AISLAMIENTO DE ADN Y ARN DE MITOCONDRIAS Y
MICROSOMAS

METODO- TECNICA

I.- Tomar un trozo de higado fresco y homogenizar al 10% (p/v) en una mezcla de sacaros al
0.25 M, KC1 0.01 My MgCl, 0.003 M, al 90%; centrifugar a 8200G / 1’ min.

IL.- Obtener elsobrenadante y centrifugar a 40 000 G /5’ min. Desechar los nicleos y restos
celulares.
I11.- Volver a suspender las mitocondrias en 5ml de sacarosa — MgCl, / 1g de muestra.

Centrifugar el sobrenadante (los microsomas) a 254 000 G, incluyendo su tiempo de aceleracion
y anotar el volumen del sobrenadante.

IV.- Suspender los microsomas en 2ml de MgCl, — amortiguador TRIS (desoxicolato de sodio al
0.3 %), centrifugar a 100 000 G / 1° hr. Para separar los ribosomas de los microsomas que
comprenden también las membranas de los reticulos endoplismicos con polisomas
(Ribosomas con ARNm).

V.-En tubos de centrifuga coénicos de vidrio y de pared gruesa, agregar 1ml del homogenizado
inicial (mezcla de sacaros al 0.25 M, KC10.01 My MgCl, 0.003 M), solo que al 20% ésta vez
+ 1ml de cada fraccion tisular + 2.5 ml de TCA (acido tricloroacético al 10%, frio), colocar en
un baiio de hielo, agitar y centrifugar a 2 000 G/ 5’ min. Y desechar el sobrenadante.
La operacion se realiza en una centrifuga clinica de mesa.

VI.- Repetir el lavado con 2.5ml de TCA al 10% helado; desechar el sobrenadante
(i6nes y metabolitos).

VIIL.- Ahora, aiiadir 5ml de alcohol etilico caliente (de 60° - 70° C), dejar actuar durante 5’min.
y centrifugar a 2 000 G /3’ — 5’ min.

VIIL.- Extraer los lipidos, repetir el paso anterior y desechar el extracto de lipidos.

IX.- La solucién restante se extrae con 2.5 ml de TCA al 5% a 90° C, que se deja actuar durante
15’min. Agitindolo, luego centrifugar a 2000 G / 3’ — 5’ min. Extraer los 4cidos nucléicos y
conservarlos.

X.- El restante se extrae con 2.5ml de PCA (acido perclérico) a 70*C, dejarlo actuar por 15’ min;
al 2%. Desechar el residuo de proteinas.

XI.- Los extractos obtenidos de ADN y ARNm (5ml), se analizan con difenilamina y orcinol

*Checar tabla de fraccionamiento subcelular

iNOTA
IMPORTANTE!

Procure ir anotando los
volimenes de sobrenadante y no
confunda lo que se va a
desechar con lo que es volumen
de trabajo. Sea muy preciso en
la preparacion de sus reactivos y
en el manejo de las condiciones
fisicas.

FUNDAMENTO ﬁ APLICACION.

Tanto el MgCl, como el y el TCA en frio nos permiten Dada
extraer los acidos nucleicos con gran facilidad; mientras
que el PCA nos permite quitar el exceso de proteinas
adheridas a ADN. Por otro lado, el tiempo de
centrifugaciéon y la velocidad nos permiten una
selectividad en la obtencion de la biomolécula deseada.

la preescision con que
trabaja en ésta practica, solo se
recomendable para los niveles
superior y en otros casos en
investigacion, en los niveles de
postgrado.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
mon——

CLASIFICACION.

Béasico Medio Superior ¢

1.-RENDINA. G. Técnicas de bioquimica

Cualitativo. aplicada, Espafia, Interamericana, 1997.

Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.

151




ESQUEMA 7 A FRACCIONES SUBCELULARES

RENDINA. Esquema que nos muestra una centrifuga general de laboratorio
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ESQUEMA 7 B FRACCIONES SUBCELULARES

Fig, 121. Proceso de Fraccionamiento Celular™”
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TESIS VERONICA. Obtencion de organelos y biomoléculas
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ESQUEMA 7 C FRACCIONES SUBCELULARES

800 g/ 10 min

e

Sobrenadante posnuclear

Homogeneizado

ellet: nicleos y células no

s
—

rotas
Sobrenadante
posmitocondrial
Sobrenadante 12,000 g / 20 min
Posnuclear
ellet: Mitocondrias
Lisosomas

Microcorpusculos

Sobrenadante
Sobrenadante posmicrosomico

50,000 g / 2 Hrs
posmitocondrial

Pellet: Microsomas,
fragmentos pequefios de
membrana,

o
Gl

300,000 g/ 3 Hrs

Sobrenadante

obrenadante
Posmicrosomico

posribosomal

-

Pellet: Ribosomas libres

Material resuspendido de
Pellets de 12g

Sacarosa | molal 65,000 g/2 Hrs b -is050mas (1.12 g/ml)

Mtocondrias (1.18 g/ml)
Gradiente de densidad de sacarosa
Sacarosa 3.4 molal

Microcorpisculos
(1.23 g/ml)

aigt
{

TESIS VERONICA. Obtencion de lisosomas y mitocondrias por centrifugado
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TABLA 7 A FRACCIONES SUBCELULARES

Radio Fuerza centrifuga Velocidad del motor
(en cm) relativa (r.p.m.)
30— 5000——50 000
] 7000700 000 -
1 6000 600 000 4500—-45 000
25— 5000 500 000 +
1 4000400 OQO 4000—_:_40 000
20_2 3000300 000 3500135 000
19 e A
18 20007200 000 34041 30 000
}g— 1500 150 000 -
15 1000-4-100 000 25004 25 000
14 800 80 000 -
13— 700_“_ 70 000 T
12- 899 89990 2000120 000
11 400 40 000 5
10 300- 30 000 T
9 T 1500—15 000
8] 2001~ 20 000 4,00-1- 14 000
| 150— 15 000 1300—+ 13 000
' 1200—-12 000
7
100—+ 0
} 80 }g 830 110011 000
6 70—+ 7 000 |
g0 & 998 1000110 000
50—+ 5000 900+ 9 000
5 40—+ 4 000 T
-+ —- 00
i 30L 3000 800 1 a9
i 700—+ 7 000
4- 20i 2 000 1
15-~ 1 500 600—— 6 000
10-4- 1 000 J
3— 500~ 5 000

WILLIAMS. Tabla de conversiones de r.p.m. a C.C.R. (valor de campo centrifugo relativo)
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TABLA 7 B FRACCIONES SUBCELULARES

PARTICULA

| OBTENCION POR
CENTRIFUGACION

\' (CONSTITUYENTES i
|

CARACTERISTICOS

MNiicleo

Mitocondrios .

Ao g
1

¥

Lisosomas. . . . .

Reticulo endo-
plasmdtico. . . .

Aparato de Golgi

Ribosomas . . ..

Fraccién soluble .

! Membrana

700

| 10 min

T3

3

10 min 10000

=]

10 min 10 000

[60 min 100 000

(1=

60 min 100 000 g
Sobrenadante des-
pués de 60 min
100 000 g

DNA, proteinas
basicis

RNA (nucléolo)
Enzimas de sinte-
sis del DNA v
del RNA
Lipidos, proteinas,
metales e iones
Enzimas de oxi-
dacion

DNA, RNA

Enzimas hidroliti-
cos y proteoliti-
cos

Lipoproteinas

Ribonucleoprotei-
nas

Lipidos. fosfolipi-
dos, proteinus.
ghicidos

FuNcION
BIOLOGICA

Conservacidén y
transfercncia  d
la informacién
gendética

.

<

Oxidaciones celu-
lares
Transmision de
energia
Conservacion y
transferencia de
la informacion
genética
Digestion intrace-
iular, hidrélisis
de las proteinas

Transporte de las

proteinas
Sintesis de gluco-
proteinas
Exportacidn de
proteinas

Biosintesis de pro-
teinas

Numerosos enzi-
mas: glucdlisis

Penetracidén cspe-
cifica

WILLIAMS. Tabla de fraccionamiento subcelular por técnica de centrifugacion
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TABLA7C

J

Absorban- RNA Absorban- |
Volumen | cia para | RNA en | RNA en total | Rendi- | cia para DNA en | DNA fotal|Rendimien-
del medicién .| 0.5 ml, | cada frac- | en el | miento | medicién | DNA en cada en el to por
extracto | del RNA mg cién, mg | higado | por 100 | del DNA | 1 ml fraccion higado 100
1 2 3 4 5 6 = 3 9 10 1
Homogeneizado 1.0 100 100

Nucleos

2.0

Mitocondrias

Mictosomas

sobrenadante soluble

{

FENDINA. Tabla de rendinuento de fracciones subcelulares por centrifugado. Practica 7.1.E
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TABLA 7D FRACCIONES SUBCELULARES

mg de RNA 50 x 4.8
0.5 ml de TCA A 2.6

RNA total (mitocondrias) = (0 x92.3)

- | _ mg de RNA 20 X 4.8 $6.9)
NA total (rosomas) — ? ’
otal (microsomas) U5 mide TCA X 76 (0 X

mg de RNA 200 % 4.8

RNA total (F. soluble) = PR T X 56 (o x369)
5 ml de TC/ 2.

RENDINA. Tabla A que nos muestra la cuantificacion adecuada de ARN. Préctica
7.1.E

TABLA 7 E FRACCIONES SUBCELULARES

Pueden obtenerse de la misma forma, los  lugar de (0.5 ml, la mercla de Adcidos wi. i
valores de DNA en estas tres fracciones, cloracético y perclorico utilizada para cl {
pero introduciendo otra consideracion: en  anilisis quimico fue de 1.0 ml, !

L
. . . mg de DNA 25 % 1.8

DNA total (mitocondrias) = —— — % — 2 " (0 x46.1) I
1.0 ml de PCA 2.6 ‘ ‘ I

DNA , . mg de DNA 10 3¢ 1.8 18.46
INA total] {microsomas) —m —M———— K ———— 0 8.406 -
: )= TOmidepca X —ze  © XI54) !
:
§
. . mg de DNA 100 3¢ 4.8 i
DNA wtal (F.osoluble) = —— % — " (0 x184.6) !
1.0 ml de PCA 2.6 ‘
1

En el caso de los nucleos, la correccion  troduccion de un nuevo factor; se emplea !
debida al haber apartado 1 ml antes de 2.2 en lugar de 2.6 como peso de higado E
continuar con el aislamiento, exige la in- utilizado. !

3 [

, , mg de RNA 50 % 4.8 11 ‘ {
RNA total (nucleos) = —— X —————— X — (0 X120) !
) 0.5 ml de PCA 22 10 E

. ) ) mg de DNA 25 wx 4.8 11 . {
DNA total (nicleos) = —————— X — % — (0 x60) !
1.0 ml de PCA 2.2 10 I

i

Finalinente, para los cilculos referidos se conservd para ln medicion de RNA y :

a la fraccion del homogeneizado inicial que  DNA totales en higado, !
. ; . mg de RNA 1i 1.8 i

RNA toral (homogeneizadoy; = — —— X 10 X — % — (0 x24¢; |

i (.5 ml de PCA 1 2.2 i

; !

DNA P il g de DINA ~ 1! 4.8 (90 i

NA total (homogeneizado) = ————— % b W — W — (o x120) ¢

§ ! 1.5 ml de PCA 1 2.2 ( !

}

'

RENDINA. Tabla B que nos muestra la cuantificacion adecuada de ADN y ARN. Practica 7.1.E
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(PARA QUE SIRVE?

%

Determinar la presencia de
ADN mediante sus cambios
fisicoquimicos, que permiten a
la biomolécula ser detectada por
su desnaturalizacion.

IMPORTANCIA. @

Una vez obtenido el ADN de las
practicas anteriores, ésta
practica constituye un método
rapido, eficaz y comodo en el
laboratorio escolar.

7.1.F.- CAMBIOS HIPERCROMATICOS Y DE VISCOSIDAD EN ADN

PURO CON EFECTO DE pH.

METODO- TECNICA

L.- Tomar 15ml de ADN en una solucion de NaCl 0.15 M o comprar un preparado comercial de

una industria farmacéutica.

I1.- Aiadir 2ml de ADN a cada tubo espectrofotométrico (6 tubos de lectura) mas:

1° afiada 2ml de borato 0.05 M a pH = 8.5.
2° anada 2ml de borato 0.05 M a pH = 9.5.
3° afiada 2ml de borato 0.05 M a pH = 10.5.
4° anada 2ml de borato 0.05 M a pH = 11.5.
5° afiada 2ml de borato 0.05 M a pH = 12.5.
6° Preparar un blanco

I11.- Leer los tubos en un espectro de UV a 260nm y construir una curva de absorbancia contra

pH.

*El parametro variable de la serie experimental se selecciona previamente (Efecto de pH, calor y
formol, calor y enfriamiento rapido y DMF — Dimetil formamida) en la bibliografia citada en la
referencia, mientras que el cambio de absorbancia se mide en funcién de los blancos

amortiguadores apropiados.

Otro parametro que se sugiere variar para otra practica es la temperatura de ebullicion del

agua.

*Checar tabla de condicion de reactivos para hipercromaticidad.

NOTA
IMPORTANTE!

adecuadamente el
espectrofotdmetro 'y  prepare
muy bien los tubos a leer
problema, patréon y blanco.

FUNDAMENTO

<5

Los cambios hipercromaticos de absorbancia de ADN o
ARN constituyen un método fécil para establecer el
contenido total de espirales desnaturalizadas. A éste
fendmeno se le conoce como hipocromia a la disminucion
de la absorbancia de luz UV por un acido nucleico, esta
basada en la suma de absorcion luminosa que nos da a
conocer la composicion de nucledtidos. Al quedar
expuestas las dobles ligaduras de las bases nitrogenadas
producen un efecto de resonancia.

Cuanto mayor sea el ordenamiento en una molécula
nucleica, mayor serd el efecto hipocromico. El efecto
contrario seria la hipercromia, o sea, un aumento de
absorbancia en la region de luz UV por ruptura o
desnaturalizacion de la biomolécula.

APLICACION.

Es importante resaltar que estas
practicas son de gran relevancia
para la identificacion de ADN,
por ende se utilizan muy bien en
todos los niveles e
investigacion, auque bien, se
puede aplicar al nivel basico,
siempre y cuando se haga
cualitativa.

CLASIFICACION.

Basico Medio Superior ¢

Cualitativo ¢
Semicuantitativo.

Cuantitativo

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

Io—— >

1.-RENDINA. G. Técnicas de bioquimica
aplicada, Espana, Interamericana, 1997.
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TABLA7F

Conjunto |
Efecto del pH

Conjunio
Calor y formol*

Conjunto
Calor y_ enfriamiento
rapido**

Borato 0.05 M,
1;“ 8.5

Bovato 005 M,
pH 9.5
Borato 0.05 M,
pH 105
Bovato 005 M,
pH 115

nkE12%h

Bovato 0.05 M,

hovato 0.05 M, pH B85

borato 003 M o 2 por
1oy de CHLO

bhorato 0,05 M + CH.O
al 2 por 100 (calentar
a O60°C durante 5, 15
y 30 min)

borato 105 4 CHLO al
2 por 100 4 NaCl 1
M (calentar a 60°C

durante 5, 15 y 30

miny

botato 0.05 M, pil 8.5;
calentar a 50°C; en-
Ili.ll llL' illlll(lli.lh)

calentar a 60°C; enfriar
de mmnediato

calentar a 70°C; enlvin

de inmediato

calentar a B0°C; enfriar
de inmediato

calentar a 90°C; enfriar
de inmediato

calentar a 95°C; enfriar

de inmediato

Conjunto IV
Dimetilformamida

(DMF)***

horato .02 M, 1}“ 8.5

borato 0.02 M en DMF
al 20 por 100

borato 002 M en DMF
al 40 por 160

bovato 002 M en DMF
al 80 por 100

RENDINA. Tabla que nos muestra las condiciones adecuadas de reactivos para hipercromaticidad para
ADN. Practica 7.2.E
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INTRODUCCION

7.2.- ADN - LINEAL

Ya en 1886, se hablaba de genes por el
monje austriaco Gregorio Mendel quien
publico sus investigaciones realizadas
con chicharos. Anteriormente en 1869
El bioquimico Aleméan Friedrich
Miescher.

Ya habia descubierto esta sustancia en
el nucleo celular, la cual tenia
propiedades acidas 'y entre sus
componentes estaba un azicar llamado
“desoxirribosa” y por ésta razon se le da
el nombre de Acido
Desoxirribonucleico.

La palabra proviene de Acido Desoxi
Ribonucleico (ADN).

El termino fue acufiado cuando James
Watson y Francis Crick en 1953 miran
una escalera de caracol con la ayuda del
mejor quimico de ese entonces, Linus
Pauling., tras mirar un proyecto
semejante en proteinas, Watson y Crick
concluyen la “estructura B” (la
estructura clasica del ADN). 9 afios
mas tarde les valdria el premio Novel
de fisiologia y medicina.

En la actualidad se conocen 3 tipos de
ADN  lineal con las siguientes
caracteristicas: 2 hebras de
polinucledtidos pueden formar una
hélice que gira hacia la derecha o hacia
la izquierda. Dada la geometria de la
columna del azicar —fosfato con 10
pares de bases por cada giro, el ADN
mas comin es una hélice que gira hacia
la derecha y se le denomina forma B,
presente en la mayoria de las formas
celulares. También presenta un par de
hendiduras llamadas mayor y menor las
cuales son utiles para las diferentes
proteinas fijadoras de ADN.

A diferencia de la forma B; la forma A,
es mas compacta, tiene 11 pares de
bases por cada giro, también muestra
una gran inclinacién de las pares de
bases con respecto al eje de la hélice,
ademas tiene un orificio central en la
parte inferior.

CITA TEXTUAL
La rm{yam’a de ln ﬂem‘e acepfa que los genes

controlan como va ha ser un organismo: el color
de ln ﬁie/ o de los g’ox Sin emémya, cuesta
fmé@‘o ﬂceﬁfmﬂ que los genes determinen ol
camparfamienfa de un animal, sobre todo si se
p/&ml‘m que los genes determinan ln conducta de
nosotros, los humanos.
Solo para recordar, los experimenfoy de
enética se hacen asi: se toma un bicho, se le
expone 4 ﬂ@o [pm/ucfay quimicos, rayos X,
etcétera.) que dojie al ADN de  sus
ejpermafozoiﬁéy Yo por lo tanto, ﬂro/uzca una
mutacion (cambio al ﬂzm"ﬁ/ﬁj‘m‘jenej'] (2).

IMAGEN:

PIE DE FOTO.
Imagen que nos ilustra el
gen g

ADN- B clasico en toda su magnitud

.

GUIA DEL ESTUDIANTE. ?

1)- ¢Cusles son las moléculas que conforman 2

un deido nucleico?
2)- 6Qué Tipos de forma tiene el ADN?

3)-Mencione que agentes provocan mutaciones
en el ADN

%) - JEn qué 9no se descubre el ADN?

o)~ af qué temperaturs se debe conservar ung
muestea de ADN que se usard ol siguiente dis?

COMENTARIOS

.

El DNA Z se caracteriza por girar
hacia la izquierda, presenta un
aspecto ‘“zigzagueante” (de ahi Z)
cuando se observan desde la cara
lateral. En ocasiones puede aparecer
una estructura triple helicoidal en
alguna porciéon de ADN donde todas
las bases puricas (A-G) de una hebra
se apareen con las bases pirimidicas
(T-C), estas porciones pueden
acomodar una tercera hebra de
polipirimidinas.

Es muy probable que en las células
existan porciones de ADN con forma
A'y Z coexistiendo simultdneamente.

El ADN generalmente es una
molécula muy estable con la
suficiente capacidad para mantener la
informacion genética estable. No
obstante, las alteraciones que se
llegan a producir pueden ser
corregidas a través de diversos
mecanismos de reparacion.

Las mutaciones generalmente se
producen por 2  mecanismos
principales: Alteraciones quimicas de
las bases, la incorporacion o ausencia
de bases, o el mismo cambio de lugar
de las bases, que se traducen en una
replicacion o una  traduccion
incorrecta.

Los agentes fisicos suelen ser: los
rayos Y, %, Av; mientras que los
quimicos suelen ser los agentes
alquilantes, los oxidantes, los
andlogos de bases y los radicales
libres y los bioldgicos suelen ser los
virus de diferentes especies (ADN y
ARN), los transposones y los
priones?

Las alteraciones leves del ADN que
no son reparadas y tampoco producen
la muerte de una célula originan una
mutacion directa en el material
genético.

FUENTES. —>
1).- CEBALLOS Miguel Angel, El
proyecto de | genoma humano en la
balanza, ;Coémo ves?, Afio2, N° 21,
Noviembre 2000.

2).- REYNAUD Enrique, Los genes
y la conducta sexual, ;Como ves?,
Afo2, N° 14, Enero 2000.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Identificar las purinas presentes
en el ADN mediante una
reaccion conocida como
“Ensayo de la Murexida”, la
cual hace evidentes a los
productos de la purina por un
vire de color.

IMPORTANCIA. @

Es conocido que las purinas
comprenden a un  grupo
numeroso de compuestos entre
los cuales figuran el acido trico,
la cafeina y las bases puricas
provenientes de unja hidrolisis
de los acidos nucleicos. Por ésta
ultima razén , la practica se
centra en trabajar con ADNs
diferentes en donde se expone a
las bases (A y Q) en sus
diferentes interacciones fisico
quimicas; comprobando asi la
eficacia de la reaccion cuando
éstas se encuentran
interaccionando  con  otros
grupos funcionales, o bien, con
otros enlaces, o también
cuando se encuentran
enmascaradas con otras
biomoléculas.

Por lo demas es una practica
muy sencilla y rapida, que bien
puede llevarse del nivel
cualitativo  hasta el nivel
cuantitativo.

7.2.A.- IDENTIFICACION DE PURINAS POR ENSAYO DE LA
MUREXIDA

METODO- TECNICA

I.- Colocar una placa de porcelana con 10 pozos y agregar 200 mg de lo siguiente en cada pozo:

1)* Adenina y /o Guanina - comercial 2) *ADN — Z Comercial 3) *ADN - B Comercial
4) *ADN — A Comercial

5)** ADN de la practica. “Aislamiento de ADN y ARN de Mitocondrias y Microsomas”
(ADN puro)

6) ***ADN Bacteriano. De la practica “Aislamiento de ADN de Levaduras y Bacterias”
(ADN puro)

T)*** ADN De levaduras. De la practica “Aislamiento de ADN de Levaduras y Bacterias”
(ADN puro)

8) ADN De kiwi. De la practica “Extracciéon de ADN de Fruta”

(ADN puro)

9) ADN Animal. De la practica “Extraccion de ADN Animal I” (con proteinas.)

10) A ADN Humano desnaturalizado. De la practica “Cambios Hipercromaticos y de
Viscosidad en ADN Puro con Efecto de pH” (ADN puro)

I1.- Agitar con una varilla de vidrio y agregar 1ml de acido nitrico concentrado.

I11.- Calentar muy suavemente las pozas o las capsulas de porcelana con un mechero (en caso de
que lo haya hecho por separado), hasta que el contenido se evapore casi hasta la sequedad.

IV.- Sacar un frasco de amoniaco concentrado en el interior de una campana y exponer las
muestras a los vapores, esperar los resultados. Identificar la presencia de color o su ausencia y
la intensidad del mismo.

R (+) = Aparicion de un color rojo piirpura caracteristico de la reaccion de las murexidas.

NOTA

Teng

bien las muestras de ADN para
no contaminarlas, trabaje con
guantes de latex, no tenga
contacto  directo con el
amoniaco, trabajelo en una
campana extractora; ademas
procure no tener contacto
directo ni con el acido nitrico ni
con la murexida.

FUNDAMENTO ﬁ APLICACION.

Esta practica bien puede aplicarse
a os niveles basico y medio
superior ya que no es necesario
contar con todas las muestras de
ADN ni con su pureza; bien se
puede adaptar a las necesidades del
laboratorio escolar con el niimero
y seleccion de muestras deseadas.

Muchas de las purinas dan una reaccion coloreada que se
le conoce con el nombre de “Ensayo de la Murexida”.
Bien se sabe que las purinas, al ser estructuras aminadas
y con dobles enlaces, se vuelven resonantes en un
medio acido, promoviendo el movimiento electronico.
De esto, se deduce que “a mayor ntimero de estructuras
resonantes, mayor serd el color y mayor sera la
estabilidad de 1a molécula”.

Aunque es muy poca la informacion que se conoce de
sus productos, es cierto que identifica muy bien a los
derivados de purinas como la cafeina y el 4cido urico.

CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
on—— >

1.- BREWSTER Q. Ray, Curso de Quimica
Organica experimental, Espafia, Alhambra, 1978.

Basico# Medio¢ Superior ¢

Cualitativo.
Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Verificar que la biomolécula
obtenida es efectivamente ADN,
valiéndose de una técnica de
sustitucion de bases con 2
reactivos diferentes.

IMPORTANCIA. @

Una vez que se ha obtenido y
purificado una muestra de ADN,
es importante resaltar su
presencia de manera sencilla,
concreta y eficaz.

7.2.B.- DETERMINACION DE ADN POR SUS BASES

METODO- TECNICA

Preparacién previa:

Solucién de naranja de acridina 1g en 99ml de alcohol etilico.

I.- Una vez que ha extraido el ADN y lo ha purificado por cualquiera de las 5 técnicas
Anteriores (7.1.A,7.1.B, 7.1.C, 7.1.D y 7.1.E) debe conservarlo adecuadamente Yy, solo
entonces, se procede a tomar 2 muestras de ADN y 2 de ARN (si es fresca mejor) y tratarlas

como sigue.

I1.- Depositar una parte de las fibras en un porta objetos cada uno y agregar 2 gotas de naranja
de acridina, esperar 5’ min; quitar el excedente con una servilleta de papel.

I11.- Colocar un cubre objetos y observar al microscopio los cambios que se dan en ADN y en

ARN.

IV.- Colocar una muestra de ADN y otra de ARN en 2 vidrios reloj, colocar unas gotas de

bromuro de etidio y exponerlas a luz UV.

*Al tefiir el ADN y el ARN con bromuro de etidio. Sus complejos ADN —BrEty ARN - BrEt,

fluorescen bajo la luz UV

iNOTA
IMPORTANTE!

trabajar no exceda el tiempo y
las condiciones de conservacion.
Ademas hay que cuidar que el
manejo de la muestra para que
ésta no se contamine, trabaje
con guantes de latex. Procure no
tener contacto directo con los
colorantes ya que suelen ser
cancerigenos.

FUNDAMENTO

LS

El ADN, al tener una estructura helicoidal tridimensional
permite, que otras estructuras moleculares con
hibridacion sp® planas como el bromuro de etidio se
inserten adecuadamente entre los puentes de hidrogeno y
las base para realizar una resonancia electronica y de
ésta manera se de un “halo de fluorescencia” en toda la
molécula al ser estimulada con luz UV.

APLICACION.

4

Es importante resaltar que estas
practicas son de gran relevancia
para la identificacion de ADN
desconocidos, por ende se utilizan
muy bien en los niveles medio
superior y superior, auque bien, se
puede aplicar al nivel basico,
siempre y cuando se tenga el
cuidado adecuado.

CLASIFICACION.

Basico# Medio# Superiore |

Cualitativo ¢
Semicuantitativo.

Cuantitativo.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

on—— >

Impresiones Genéticas de ADN,
Aplicaciones Médico Legales, Fotocopias.

2.- PONCE. Salazar. R. Margarita, Biologia I,
Libro de recursos para el profesor, México,
Santillana, 1998.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Determinar la presencia de 2
carbohidratos del orden de los
monosacaridos presentes en el
ADN y el ARN

Determinar de manera
cualitativa la presencia de
azucares en muestras biologicas.

IMPORTANCIA. @

Su importancia radica en que
diferencia entre pentosas,
hexosas y heptosas

Ademas es una  prueba
determinante y especifica para
ADN y ARN

Prueba sumamente eficaz,
sensible y rapida, recomendable
para el nivel superior y medio
superior.

7.2.C.- IDENTIFICACION DE AZUCARES DE LOS ACIDOS NUCLEICOS

METODO- TECNICA

I.- Colocar 6 tubos de ensaye y afiadir 1ml de los siguientes reactivos:
Ribosa y Desoxirribosa, una muestra de ADN y otra de ARN desnaturalizado y otras
2 muestras sin desnaturalizar, para probar las diferencias.

I1.- Enseguida afiadir 8 gotas del reactivo de Bial + 1.5 ml de acido clorhidrico concentrado.

I11.- Calentar los tubos a baiio Maria durante 10’ min y esperar resultados.

Resultados:

Pentosas (+) = Verdoso o Azul Violaceo
Hexosas (+) = Naranja- Amarillo — Café
Heptosas (+) = Purpura

iNOTA
IMPORTANTE!

Cerciorarse previamente de que
tanto reactivos como materiales
estén bien limpios y secos.
Cuide de que las muestras de
ADN y ARN no se contaminen,
trabaje con guantes de latex.
Tenga cuidado al trabajar con el
acido concentrado.

FUNDAMENTO i E APLICACION.

CH,

Se aplica muy bien a las practicas
CHOH g CHO del laboratorio escolar para

HOH diluido HC| 5 H e i identificar azucares reductores en
H OH yealor \ / + 3H,0 1o i diversas  muestras  bioldgicas,

aunque no es muy usual para la
HO OB, et B, H o identificacion de ADN o ARN.

Orcinol + Fe Cl; en medio acido. El producto de esta
reaccion es una superposicion de las nubes electronicas
entre el furfural y el difenol, esto es, una reaccion de
condensacion de nubes electronicas entre grupos
ciclicos.

CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
om——

1.-DOMINGUEZ. Xorge. A. Experimentos de
Quimica Organica, 5%, México, limusa, 1984.

Cualitativo ¢ 2.- CAMPOS G. y DELGADO. N. L. Manual de
Semicuantitativo. Bioquimica Celular, FESC-UNAM M¢xico,1993.

3.-RENDINA. G. Técnicas de bioquimica
aplicada, Espana, Interamericana, 1997.

Béasico Medio¢ Superior ¢

Cuantitativo.
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, 7.2.D.-CURVA PATRON DE LA DESOXIRRIBOSA CON DIFENILAMINA
(PARA QUE SIRVE?

%

Determinar de manera

cuantitativa la presencia de un
azicar en muestras biologicas. Preparar las siguientes soluciones:

METODO- TECNICA

10ml de 4cido tricloroacético al 10%
Reactivo de difenil amina. 1 g de difenil amina en 100ml de 4cido acético glacial + 2.5 ml de
H, SO,4 concentrado.

Determinar la presencia  de
desoxirribosa, carbohidrato del
orden de los monosacaridos

presentes en el ADN,
valiéndose de un método I.- Siguiendo el paso VII de “Extraccion de ADN Animal”, tomar 2ml de ésta solucion y afiadir

llamado curva patron y una 1 ml se 4acido tricloroacético al 10% + Sml de reactivo de difenil amina.

técnica colorimétrica. . . . .
I1.- Realizar una ligera mezcla y calentar 10°’min a bafio maria

II1.- Preparar una curva patrén con 5 tubos patrones a diferentes concentraciones en solucion
(como se indica en la tabla posterior) y su respectivo blanco, leer a 595 nm.

R (+) = Color Azul

IMPORTANCIA ; *Checar tabla de parametros de medicion de ADN con Difenil Amina.

Comparar la misma priactica para la Ribosa 7.6.C.

Su importancia radica en que
diferencia entre desoxirribosa y
ribosa mediante un vire de color
caracteristico.

Ademas es una  prueba
determinante y especifica para
ADN y ARN, que suele ser ,
cuantitativa. FUNDAMENTO APLICACION.

Prucba  sumamente  eficaz, <ﬁ> Se aplica muy bien a las practicas

nsibl rapida. .
;e sible dabl y 1 ap'dal El azhGcar conocido como desoxirribosa, reacciona del  laboratorio escolar para
ccomendable para el nive > identificar azucares reductores en

i i igacid facilmente con la difenil amina en medio acido, dando una . P
superior e investigacion. ] . , 0 diversas muestras biologicas, es
reaccion positiva solo en los azticares unidos a bases . . .,
muy usual para la identificacion de

plricas, ya que éstas se liberan adoptando una i
configuracion abierta dentro de la cadena de ADN. ADN en k?? procesos y métodos de
investigacion.

Es importante resaltar que estas
practicas son de gran relevancia
iNOTA para la identificacion de ADN, por

IMPORTANTE! ende se utilizan muy bien en todos

los niveles e investigacion, auque
bien, se puede aplicar al nivel
basico, siempre y cuando se haga
cualitativa.

0.

=
&
o

S

£

Calibre  adecuadamente el "
espectrofotometro 'y  prepare CLASIFICACION.
muy bien los tubos a leer
problema, patrén y blanco.

, ) , REFERENCIAS DE LA
Basicoe Medioe¢ Superior ¢ TECNICA. ilal

Cualitativo. 1-MACARULLA. M. J. y GONL M. F.

Semicuantitativo. Biomoléculas Lecciones de Bioquimica
L Estructural, REVERTE, Espafia, 1993.
Cuantitativo ¢
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TABLA 7 G

Tubo nimero

Reactivos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

A) Patrén de DNA (50 0.1 02 0.4 0.8

mg/100 ml) en dcido (0.05ing) (0.1mg) (0.2mg) (0.4 mg)

perclérico 1 N, ml
B) Extractos, ml 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

Homogencizado Niicleos Mitocondrias Microsomas Sobrenadante

C)PCA I N 1.0 09 08 0.4 0.2
D) Reactivo de difenil- 20 20 20 2.0 20 20 20 2.0 20 20

amina

RENDINA. Tabla que nos muestra los parimetros de medicion para la curva patron del ADN.
Desoxirribosa con Difenil Amina. Practica 7.2.D.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Evidenciar la presencia de ADN
de manera indirecta, mediante la
identificacion de fosforo,
valiéndose de un método
llamado curva patréon y una
técnica colorimétrica.

IMPORTANCIA. @

La concentracion de ADN
puede medirse por gravimetria o
liberando su fosforo en forma
inorganica y midiéndolo por
espectrofotometria.

Se aplica muy bien a las
practicas del laboratorio escolar
para identificar fosfatos en
diversas muestras de acidos
nucleicos.

71.2.E.- TECNICA DE FISKE Y SUBARROW - CURVA PATRON DE
FOSFORO EN ADN

METODO- TECNICA

Preparar las siguientes soluciones:

Disoluciéon Patrén. Fosfato disédico en agua 100 Mg / ml.

Molibdato de amonio al 5% en H2 SO4 2 M.

Mezcla reductora. 0.1g de 1 — amino — 2 — naftol — sulfonico + 6 g de metabisulfito de sodio +
0.6 g de sulfito de sodio anhidro, todo en 50ml de agua.

L.-Preparacién de los tubos:

N°1, Tubo Blanco

N°2, 3,4 Tubos Patrones = 25 1, 50 Ul y 100 [l de disolucién de fosfatos
N°5,6 Tubos Problemas =10puly 100ul de disoluciéon de ADN

I1.- Aiadir a cada tubo:
1.2 ml de acido perclérico al 70% + 2 gotas de disolucion de molibdeno y completar con
agua hasta 2 ml.

II1.- Calentar los tubos tapados (=2 hrs.) con bolas de vidrio, en una estufa a 195°C — 200°C,
hasta que los tubos 5 y 6 sean incoloros.

IV.- Enfriar los tubos y agregarles:
0.4 ml de disoluciéon de molibdato
0.4 ml de la mezcla reductora, agitar y completar con agua hasta 10 ml.

V.- Colocar 10°’min en bafio Maria, enfriar y leer en un espectrofotometro a 830 mn.

VI.- Construir una curva patrén con los tubos 2,3 y 4 e interpretar por interpolacion los tubos
problema 5y 6, siguiendo el paso VII de “Extraccion de ADN Animal”

iNOTA
IMPORTANTE!

la  preparaciéon previa de
reactivos, de los  tubos
problema, del patron y del
blanco.

En el caso de la muestra de
ADN se debe de tomar en
cuenta que para su
cuantificacion esté libre de
impurezas, incluyendo el agua.

FUNDAMENTO

ﬁ APLICACION.

Es importante resaltar que estas
practicas son de gran relevancia
para la identificacion de ADN
desconocidos, por ende se utilizan
muy bien en todos los niveles e
investigacion, auque bien, se
puede aplicar al nivel basico,
siempre y cuando se realice como
Por otro lado, la concentraciéon de ADN puede medirse una préctica meramente
por gravimetria, esto es, secando y pesando la misma cualitativa.

muestra.

La concentracion de ADN puede medirse por un
espectro en un rango de luz UV, siguiendo paso a paso
la reaccion. Tomando en cuenta que ésta molécula posee
fosfatos (fosforo), bien se puede medir su reaccion y sus
producto de reaccion que absorben la luz a 830nm. Esto
se realiza liberando al mismo  foésforo en forma
inorganica y cuantificandolo en base a su concentracion.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
mon——

CLASIFICACION.

Basicoe Medioe¢ Superior ¢

1.-MACARULLA. M. J. y GONIL M. F.
Biomoléculas  Lecciones de  Bioquimica
Estructural, REVERTE, Espaiia, 2004.

Cualitativo.
Semicuantitativo.

Cuantitativo ¢
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INTRODUCCION

7.3.- ADN - CIRCULAR

Todos los ADN genomicos de
procariontes y muchos ADN virales son
moléculas circulares. Las moléculas de
DNA circulares también se encuentran
en las mitocondrias, en los cloroplastos
y en algunos eucariontes unicelulares.

En un ADN circular, cada una de las 2
cadenas de la molécula, regularmente
forman una estructura cerrad sin
extremos libres. Al igual que el ADN
lineal, tanto las temperaturas altas y el
pH alcalino destruyen los enlaces de
hidrogeno y otras interacciones
moleculares  que  estabilizan la
molécula. Sin embargo, a diferencia Del
ADN lineal, Las 2 hebras del ADN
circular no se pueden desenrollar y
separar; los intentos por fundir los 2
ADN producen una masa entrecerrada y
un ovillo de ADN monocatenario.

Solo en caso de que el ADN silvestre
presenta una de sus hebras cortadas, es
entonces cuando las 2 moléculas se
desnaturalizan, esto es, se desarrollan y
se separan; en este caso uno de las 2
tiras separadas toma la forma circular y
la otra una forma lineal. La muesca
(abertura) aparece durante la
replicacion de ADN.

Los genetistas modernos se han valido
de mapas genéticos de los plasmidos
para identificar la serie de regiones que
se establecen en una escala de
kilobases, para indicar la distancia a
partir de un sitio en el que la enzima
rompe la molécula circular. De esta
forma se marca un gen especifico. Sea
en una cepa silvestre o una mutante.
Para que se de dicho intercambio de
genes, se puede llevar a cabo por la
infeccion directa de bacteria a bacteria a
trabes de los pillis. Y los sitios donde se
insertaran los nuevos genes se les
denominaran rl, rIl, y rIIl. Al nuevo
segmento de ADN que codificara para
una o varias moléculas de ARN o
proteina se le conoce como gene o
cistron (compuesto por el intron y el
exon), mientras que los genes
desconocidos  se  marcan  entre
paréntesis.

SR
CITA TEXTUAL @

Mediante las mds revolucionarias téenicas de
ADN. recombinants, los invef@aa/orey son
cafaces de reprogramar bacterins, levaduras y
células de mamiferos, insectos v (/@efﬂ/ey fara
que fﬂériquen 4 gran escaln pmfe;’nm escasas o
ﬁ/iﬁcié.v de extraer del organismo humano, Y
ademds  con  una fureza pm’cﬁmmem‘e
absoluta,
Ofras ﬂfrﬁmcioney de I irfgem'eriﬂ ﬂﬁnéﬁm se
ueden encontrar en (n /e/mmcio’n de agquas
residunles, utilizando bacterias manipu/m/m’ que
a@m/an lns basuras de forma eficaz; en I
ﬁmpieza de los mares ﬂﬁcl‘ﬂ/oj‘ for ln marea
negra, con bacterias come pefro’[eo; yen el sector
@rico/a, con In i@écc}'o’n de  genes en lns p/ﬂm‘m
ara hacerlas mds vesistentes a lns sequias, las

helondas, los im‘ﬁcfoxy los herbicidas, (2)

IMAGEN:

BACTERIA

PLASMIDO

ENZIMA DE RESTRICCION

COMENTARIOS

.

Para los genetistas modernos, aislar
una pieza de ADN vy su insercion en
otro organismo llamese bacteria o
levadura con el propdsito de que éste
se exprese, ya es realizable en los
tiempos modernos. Para  este
procedimiento, se marca una
secuencia de genes deseados, se
cortan  hasta  obtener  varios
fragmentos  con  enzimas  de
restriccion y se pegan con las ligasas
(otras enzimas), en el lugar elegido;
ya que cada una de estas “tijeras”
moleculares puede identificar una
secuencia concreta de genes, entre
miles.

Ahora, para introducir esta secuencia
en una bacteria o levadura, el
genetista necesita un vector, o sea
una molécula “correo” capaz de
atravesar la membrana celular y
depositar alli el gen deseado.

Esta operacion es llevada por
plasmidos (moléculas de ADN con
forma de anillo), junto a los
derivados del bacteriofago L lambda
(virus que solo ataca a las bacterias
Escherichia coli), constituyen los
vectores mas apropiados para
incorporar  nuevas  Ordenes a
microorganismos unicelulares.

PIE DE FOTO.
Ilustraci(')n que nos muestra como

se obtiene un plasmido. (1)

GUIA DEL ESTUDIANTE. ‘7

1)- ¢Que es un plismido?

2)- ¢Qué es un bacteriofago?

3)- Cuales son los reactivos principales para
obtener ADN de fruto?

%)~ iCudl es la importancia del ensayo de la
murexida?

5).- 6Qué azacar se identifica en el ADN?

6).- 6Qué es un cistron?

FUENTES. —>
1).-CHISLEANSCHI Rodolfo, Para
qué servira el mapa del ser humano,
Proyecto Genoma, Muy Interesante
Biotecnologia, Ano2, N° 10, 15 de
Mayo de 1987.

2).- LODISH Harvey, Biologia

Celular y  Molecular, 4%,
Argentina, Panamericana, 2003.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Obtener ADN de una muestra de
levaduras o bacterias a partir de
una técnica semicuantitativa
para su conservacidon y uso
posterior.

IMPORTANCIA. @

La importancia de ésta practica
radica en que se puede realizar
dentro de un laboratorio muy
elemental.

La accion de las sales facilitara
el rompimiento de los tejidos
celulares y otro tanto quedaran
expuestos a la accion del
detergente.

El producto que se obtiene es
ADN puro ya que la velocidad
de centrifugacion es muy
especifica y se hace varias
veces con la finalidad de
purificar la muestra.

7.3.A.- AISLAMIENTO DE ADN DE LEVADURAS Y DE BACTERIAS

NOTA
IMPORTANTE!

deberan someter a molido
intenso durante 10’min,
empleando un mortero y un
pistilo frios, 2 volimenes de
arena de mar tratados en acido;
afnadiendo solucion salina con
EDTA y agitando en
dodecisulfato de sodio.

Cerciorarse previamente de que
tanto reactivos como materiales
estén bien limpios y secos.
Cuide de que las muestras de
ADN y ARN no se contaminen,
trabaje con guantes de

Latex.

El alcohol isoamilico se debe
conseguir previamente en una
farmacia  especializada  en
preparado de reactivos o en una
drogueria.

METODO- TECNICA

I.- Tomar de 2-3g de bacterias Escherichia coli (centrifugados previamente) 6 0.5g de
Micobacterium Lysodeikticus liofilizado, afiadir 30ml de NaCl 0.15M/EDTA 0.1M
amortigiuado para un pH = 8. Agitar en 2ml de dodecisulfato de sodio al 25%.

I1.- Pasar la suspension de células destruidas a un matraz Erlen Meyer de 250ml y calentar a

bafio Maria a 60°C / 10’min; y dejar enfriar.

I11.- Afiadir 5ml de NaCLO4 6 M, agitar durante 15’ min. En un frasco de vidrio agregar un
mismo volumen de una mezcla de cloroformo / alcohol isoamilico 24:1, la emulsion

resultante se centrifuga a S 000 rpm / 3° min.

IV.- Con cuidado sacar la fase superior (acuosa), sin tocar el precipitado de la interfase, de ser
necesario volver a centrifugar en agua hasta obtener una capa clara.

V.- Tomar un matraz de 125ml y agregar la mezcla con 70 ml de alcohol etilico, cuidadosamente
y mezclar suavemente con un agitador, tomar las fibras con un movimiento de rotacion.

VI.- Una vez obtenida la muestra disolver en 0.5ml de dodecisulfato de sodio al 25% + 2ml de
NaClO4 6 M + 10 - 15 ml de una mezcla de cloroformo / alcohol isoamilico 24 :1.
Repetir varias veces la maniobra centrifugando y recuperando la fase superior. En cada

ocasion se enrolla el ADN sobre un agitador de vidrio.

VIIL.- Después afiadir varios volimenes de alcohol etilico para eliminar el exceso de solvente y
disolver en 2ml de agua que contenga 0.2ml de amortiguador salino con EDTA y mandar a

congelacién ésta solucién para estudios posteriores.

FUNDAMENTO

LS

A parte de los cambios quimicos antes mencionados en
los aislamientos de ADN animal y vegetal, es importante
resaltar que el pH, la velocidad de centrifugacion, y el
tiempo son determinantes para la obtencion de los
organelos y biomoléculas que se desean extraer,
rompiendo y capturando a través de trampas quimicas y
fisicas.

APLICACION.

Dada la preescision del trabajo en
ésta practica, solo se recomendable
para los niveles superior y en los
niveles de postgrado.

CLASIFICACION.

Basico Medio Superior ¢

Cualitativo.
Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.

on—— >

1.-RENDINA. G. Técnicas de bioquimica
aplicada, Espana, Interamericana, 1997.
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INTRODUCCION ﬁ)

7.4.- ADN - LOS GENES

COMENTARIOS

-

La palabra GEN deriva del Griego
génesis que significa “Dar nacimiento
a”.

Se conoce que desde hace varios
milenios, los factores de la herencia se
transmiten de padres a hijos, de
semejantes a semejantes, entre las
distintas especies vivas que existen
sobre la faz de la tierra. Ya nuestros
antepasados, de forma empirica,
manipulaban los genes mediante
injertos entre plantas o cruzas entre
animales, obviamente con el fin de
mejorarlos. Como dice el premio Novel
de medicina Renato  Dulbecco,
“la genética naci6é en las eras, en los
establos y en las fincas de frutales
mucho antes que en los laboratorios de
los cientificos”.

Cada gen esta constituido regularmente
de 1200- 1500 pares de bases, cada ser
humano contiene aproximadamente 30
mil genes (aunque algunas fuentes
afirman que son 100mil) en 1500
millones de pares de  bases,
compartiendo con su pariente mas
cercano, el chimpancé, hasta un 98. 4%
de parentesco genomico.

Hoy en dia se sabe que en la secuencia
del genoma humano se han encontrado
alrededor de 200 genes provenientes de
microorganismos que  seguramente
fueron adquiridos por transferencia
horizontal (de una especie a otra).

Asi la transferencia genética puede
saltar la barrera intra especie y sexual,
de manera que -cualquier gen de
cualquier origen puede ser introducido
en otra especie nueva.

En la actualidad diferentes compaiiias
internacionales y privadas se han dado a
la tarea de descifrar el codigo genético
bajo2 vertientes distintas, la primera
como una busqueda exhaustiva y
exclusiva de los llamados genes
moérbidos (aquellos que causan
enfermedades genéticas muy
especificas) y la segunda como una
busqueda total de todos y cada uno de
los genes que tengan alguna funcion en
el ser humano, con el convenio de
intercambiar dicha informacion via
internet.

CITA TEXTUAL A

Las huellas génicas han J'Mpueyfo una autentica
revolucion en o que los ejﬁeciaﬁj‘fm' conocen
como criminalistica biologica, es decir, el andlisis
de los uexffgiay exclusivamente  biolégicos -
manchas de esperma, sangre, ﬁe/b, saliva ~
a@'mfo for el J‘ybfo que ha cometido un delito Y
que permifen reconocerle,

La fiabilidad de ln prueéa de Qe]%eyy se basa
en que m’ryﬁn ser humano es idéntico a ofro, ni
J'izim'em 2 hermanos jemﬂ/m’. Nuestro cuerpo
esta formado for 50 billones de célulns, cadn
una de lns cuales - a excefocion de los j/o’éu/oy
rg’oy ~ contienen un J’mggo cromosomico: 23
heredndos del f.wﬁﬂe b 23 heredndos de
madre. Flumiue la mayor p//wfe del genoma
humano ﬁ;ﬂmnfﬂ minimas variaciones de una
fersona a otra, 7eﬁ[r'eyy descubric In existencia
de unas regiones extremadaments a@pﬂrey
repmﬁ/m alo /myo de los cromosomas. Nos
veferimos o los llamados  minisatélites Y
microsatélites, cortas secuencias de bases - los
famosos peﬁr/ﬁﬁw‘ de ln escalera en ejpim/ ~ que
e repifen una y otra vez, de manera aleatoria,
entre ln poé/acio’n, o que frermite diferenciar el
material heveditario de difeventes individuos,
(2]

IMAGEN:

Entender la biologia humana como
una cantidad de datos requiere de un
extrafio tipo de ciencia nueva y casi
metahumana. Los genes de
organismos superiores son
particularmente complejos, pues sus
mensajes quimicos tienen
enigmaticas cadenas de letras sin
sentido que deben empalmarse antes
de que los genes puedan realizar su
trabajo y que ain no han sido
entendidas del todo.

Las propiedades mas importantes de 1
material genético son:

La capacidad de almacenar una gran
cantidad de informacion.

La capacidad de transmitir esa
informacion a las células hijas con un
minimo de errores.

Controlar la estructura y sus
caracteristicas metabdlicas de la
célula.

Dar una estabilidad fisicoquimica
para que la informacién no se pierda.
La capacidad para los cambios
genéticos sin que haya pérdida
importante de la  informacion
progenitora.

Joyce apoya la siguiente definicion.
Dice, la vida es un sistema quimico
capaz de sostenerse a si mismo y que
ademas es susceptible de
experimentar la evolucion
Darwiniana como se menciona.
1°.-Un grupo de individuos debe
poder reproducirse haciendo copias
de si mismo.

2°.-las copias deben  tener
imperfecciones 0 mutaciones
heredables que introduzcan
variaciones en una poblacion.
3°.-Debe existir un sistema de
seleccion natural que favorezca la
supervivencia de algunos individuos
sobre otros.

PIE DE FOTO.
Imagen Virtual que nos muestra

un proceso de clonacion ficticio, no
muy alejado de la realidad. (1)

GUIA DEL ESTUDIANTE. 7

1)- Cudntos pares de bases tiene un gen
hamane?

2)- {Cudntos genes tiene un ser humano?

3)- ¢Cudl es el fundamento de la téenica de
Fiske- Subarrow?

FUENTES. —>
1).-GUISADO Victor,Es posible la
Inmortalidad, El misterio de la Vida,
Muy Interesante Biotecnologia, Ao,
N° 27, 15 de Mayo de 1987.

2).- Documento Huella Génica,
Llevamos pegado un codigo de
barras en cada célula del cuerpo,
Muy Interesante Biotecnologia, Ao,
N° 27, 15 de Mayo de 1987.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Separar fragmentos de
genomicos valiéndose de las
enzimas de restriccion y sus
condiciones especificas.

IMPORTANCIA. @

Las enzimas se adquieren con
los  siguientes  fabricantes:
Betesda Research Laboratories,
New England Biolabs y United
States Biochemicals. El catdlogo
del fabricante refiere un rango
de concentraciones salinas para
el buffer adecuado; de
concentraciones  bajas 10X,
medias 10X y altas 10X, y
buffers para digestiones
pequetias.

7.4.A.- DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION

METODO- TECNICA

Almacenamiento de las enzimas de restriccion.

Concentracion de glicerol < 5%, la mayoria de las enzimas son almacenadas en glicerol al 50%
a 20° C, por ende las enzimas deberin contenerse < 10% del volumen de reaccion.

Preparar la siguiente reaccién parala digestion enzimatica en el orden preciso y en un tubo

para microcentrifuga.

I.- Agua estéril cantidad suficiente + Buffer para el ensayo 10x =1/10 volumen + ADN “X”

QU + Enzima de restriccion “Y” (1 (1 — 10 unidades / Ll de ADN). El volumen de reaccién
dependera del tamafioy la cantidad de ADN que se vaa digerir, os volimenes grandes

oscilan entre 50 — 100 pLL.

II.-.Mezclar suavemente por pipeteo e incubar su reaccion de 1°- 3°hrs a 37°C (consultar el

catalogo segtn sea la enzima comercial).

IIL.- Inactivar la(s) enzima(s) calentando de 70° - 100° C por 10’ o usando fenol (determinar el
grado de temperatura segin la naturaleza de la enzima y la referencia del catalogo de
fabricacion de la enzima). Dar el tiempo necesario para que la(s) enzima(s) actie(n).

IV.- Antes de usar una desfosforilasa o ligasas, debe usar una alicuota de soluciéon de digestion
para electroforesis en gel de azarosa contra una muestra de ADN no digerido y un
marcador de tamaifio, de ser necesario. Si lo desea puede usar mas de una enzima siempre

y cuando éstas sean activas para el mismo Buffer.

iNOTA
IMPORTANTE!

Se deberan evitar los siguientes
casos:

No use mas de 10 unidades / Llg
de ADN.

La concentracion Optima para
un  plasmido  deberd  ser
=0.1 pg/ Ul

Las concentraciones de ADN
gendmico se deben reducir para
obtener una mejor digestion.

La estabilidad para la digestion
debera ser > °1

Se debera usar una doble
digestion cuando el mismo
Buffer se recomienda para la
misma enzima o en su defecto,
cuando una enzima tiene
actividad considerable en otro
buffer.

FUNDAMENTO

I

Existen algunas tablas en donde se clasifican los cortes
especificos (sitios de reconocimiento y los extremos
generados), en donde acttian las enzimas de restriccion,
aunque reconocen la misma secuencia de ADN, no
necesariamente cortan el ADN en el mismo punto, a
éstos puntos de corte especifico se les llama
isosquisomeros.

La unidad de endonucleasa de restriccion es la cantidad

de enzima requerida para digerir 1 g de sustrato lineal

de ADN en 60’ min. con la temperatura y buffers
adecuados.

APLICACION.

Desafortunadamente ésta practica
cuenta con condiciones de equipo
y de reactivos muy especificos, por
ende solo se recomienda para los
procesos de investigacion, quimica
legal y nivel superior.

CLASIFICACION.

Basico Medio  Superior ¢

Cualitativo.
Semicuantitativo.

Cuantitativo

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
no—— >

1.- GARCIA Fajardo Luz verénica, Tesis DNA
Recombinante: Guia didactica para Q.F.B.,
FESC — UNAM, 2003.

2.-Traning Center Workshop, Recombinant DNA
Techniques
GIBCO BR2 Products, Manual proporcionado
por el Dr. en Ciencias William Fawcett Timothy.

life Technologies, Producer of
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(PARA QUE SIRVE?

%

Separar fragmentos de un gen de
ADN valiéndose de la técnica de
electroforesis en gel con los
reactivos y condiciones
especificos.

IMPORTANCIA. @

La agarosa debera ser de grado
Tecnologico (N° 800669) 6 gel
a baja temperatura (N° 800259),
marca Schwarz/ Mann Biotech.

La agarosa es un producto y es
un polimero lineal de D-
galactosa con un puente a 3,6
anhidro L — galactosa y existen
algunas variedades ttiles como:

Agarosa ultrapura, mayor al 99.
5% pura; buena para la mayoria
de las aplicaciones.

Agarosa LMP, de bajo punto de
fusion, util para el aislamiento
de ADN de geles.

Agarosa Nu Sive (FMC),
mucho mas soluble que la
agarosa convencional.

Agarosa Low EEO para electro
endosmosis.

El porcentaje de agarosa en gel
puede variar. Por lo general, los
geles se preparan al 7%, en
casos donde se requiere
fraccionar moléculas de ADN
menores a 1kb se utilizan geles
de agarosa al 1%, 1.5% 06 2%;
que en mucho dependera del
tamafio de los fragmentos de
ADN esperados.

7.4.B.- SEPARACION DE ADN POR ELECTROFORESIS EN GEL DE

AGAROSA

METODO- TECNICA

IL.- Disolver la agarosa seca en un Buffer apropiado, calentar en un microondas
(de 2’ — 4’ min.), en un matraz Erlen Meyer de S00mly preparar segin la formulacion

siguiente:

AGAROSA al 0.7%.- Agarosa 1.05g + TAE 20X 7.5ml + Agua 142.5 ml + EtBr (Smg / ml)

25 U con un volumen total de 150ml.

AGAROSA al 1.0%.- Agarosa 1.5¢g + TAE 20X 7.5ml + Agua 142.5 ml + EtBr (Smg / ml)

25 L1 con un volumen total de 150ml.

AGAROSA al 2.0%.- Agarosa 3.0g + TAE 20X 7.5ml + Agua 142.5 ml + EtBr (Smg / ml)

25 U con un volumen total de 150ml.

I1.- Afiadir TAE 20X + Bromuro de Etidio, agite para mezclar y vaciar el gel en un molde. El
molde se puede hacer pegando cinta adhesiva transparente en los bordes de una placa de vidrio
transparente de 18 x 10cm, la cual tiene una especie de “peines” en ambos lados de la placa
como se muestra en la figura*®. Dejar soldificar de 20’ — 30’ min.

I11.- Remover cuidadosamente la cinta y los “peines”, colocar el gel en una camara, en una cama
de electroforesis horizontal. Afiadir Buffer suficiente para electroforesis TAE 1X al reservorio

hasta que se cubra el gel de agarosa.

IV.- A cada muestra de ADN aiiadir al menos 1/10 de volumen de colorante para gel de agarosa

10X, mezclar y cargar en los pozos.

V.- Iniciar la electroforesis a 150 — 200 mA hasta lograr la separacion (entre 30’ — 60’ min.)
para geles de azarosa. (a temperatura baja se utilizan de 100 —200 mA).

VI.-Visualizar los fragmentos de ADN con una lampara de luz UV de onda larga y fotografiar
con una cimara “Polaroid”. *Corrobore el montaje correcto de la cAmara de gel de

electroforesis en la imagen posterior.

iNOTA
IMPORTANTE!

by

En el paso nimero V, al
efectuarse la  electroforesis,
enfrie el gel con un ventilador.
Sea muy preciso y cuidadoso al
trabajar con los reactivos y las
condiciones de trabajo.

FUNDAMENTO ﬁ APLICACION.

Los fragmentos de ADN corren con gran facilidad en un
gel de electroforesis si se aplica un poco de corriente
eléctrica y se hacen evidentes a la luz UV de onda larga,
cuando éstos fragmentos se compleja con sustancias

como el bromuro de etidio.

Desafortunadamente ésta practica
cuenta con condiciones de equipo
y de reactivos muy especificos, por
ende solo se recomienda para los
procesos de investigacion, quimica
legal y nivel superior.

CLASIFICACION.

Basico Medio Superior ¢

Cualitativo.
Semicuantitativo.

Cuantitativo

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
om——

1.- GARCIA Fajardo Luz verénica, Tesis DNA
Recombinante: Guia didactica para Q.F.B.,
FESC — UNAM, 2003.

2.-Traning Center Workshop, Recombinant DNA
Techniques life Technologies, Producer of
GIBCO BR2 Products, Manual proporcionado
por el Dr. en Ciencias William Fawcett Timothy.
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ESQUEMA 7D
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Fig. 129. a) Diagrama de un aparato de gel vertical que muestra sus componentes.

b) Equipo comercial de electroforesis cn gel.

) La escalera de 1 kilobase es un gel electroforético que contiene una seric de fragmentos de DNA
de lamario conocido. Los niumeros indican ¢l nimero de pares de bases que conlicne cada
fragmento. Los fragmentos mas pequeiios sc desplazan una mayor distancia. Fl eel de la derecha
muestra los fragmentos que se originan cuando el fago lambda es digerido con la cnzima de
restriccion Hindll1,'™

TESIS VERONICA. Equipo de electroforesis en gel
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ESQUEMA 7 E
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TESIS VERONICA. Procedimiento de transferencia en gel de agarosa
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ESQUEMA 7 F
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. DNA de insulina radiactiva

Bandas correspondien
tes al gen de insulina
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TESIS VERONICA. Obtencion de un gen por electroforesis con gel de agarosa
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) 7.4.C.- AISLAMIENTO DE FRAGMENTOS DE ADN EN AGAROSA POR
(PARA QUE SIRVE? ELECTROELUCION

Y

Determinar la distancia de , ,
migracion para un fragmento de METODO- TECNICA
ADN e interpolar el peso
molecular de la grafica de
estandares de ADN.

L.- Retirar la placa de agarosa que contiene la banda de interés, colocarla en un tubo de diélisis,
llenarla con Buffer suficiente TAE ( pH = 8) : Tris — acetato (40 mM ), EDTA 1mM.
IMPORTANCIA.
Todas las moléculas de ADN IL.- Someter a electroforesis de 2 -3 hrs a V/cm, monitorear con una limpara de luz UV
tienen la capacidad de migrar a manual de onda corta.

través de del gel hacia el anodo
durante el  proceso  de I11.- Revertir la polaridad de la electroforesis durante 1’min. O agitar la bolsa para disociar el

electroforesis, debido a que los ADN eluido de la pared del tubo.

fosfatos estan cargados
negativamente a lo largo del IV.- El ADN, posteriormente, se purifica y se concentra por medio de:

esqueleto de ADN. Durante la Extraccion organica con etanol
electroforesis lineal, el ADNds, Cromatografia DEAE y precipitacion de etanol o de ambas cromatografias y
migra con una orientacién extraccién organica, y precipitacion con etanol.

extremo a extremo paralela al
flujo actual. El indice del flujo
actual de migracion es afectado
por la porosidad como por la
resistencia de la  misma
molécula de ADN al pasar a
través del gel.

Todos los productos explotan la
adherencia no especifica del
ADN al vidrio en soluciones,
mientras que la agarosa se
disuelve facilmente con el calor
y el ADN es recuperado por
adherencia en capas de vidrio.
El ADN es eluido por en agua o
Buffer con bajo contenido de

sal. . FUNDAMENTO i E APLICACION.
La carga par el radio de masa es i

la misma para moléculas de 4

ADN de diferentes longitudes, Est;s técnicas, dadas su
por ende, el indice de migracion complejidad son consideradas de
estara  determinado por el Dichas preparaciones de agarosa contienen grupos grado superior, por ende solo se
tamario. hidroxietilo que se encuentran en las cadenas de recomienda que se apliquen en el
Los indices de migracion del polisacarido y ocasionan que ésta se convierta en gel al nivel superior o en investigacion.
ADN  lineal  diplex  son os = 30° C y funde = a los 60° C (que es la temperatura
inversamente proporcionales al de fusion de la mayoria de los ADNs de doble cadena).
logaritmo  de  sus  pesos
moleculares, a voltajes bajos.
ADN mayores 2kb resuelve
optimamente a menos de V/cm.

NOTA CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
IMPORTANTE! Io—=

Basico Medio Superior ¢ 1.- GARCIA Fajardo Luz verénica, Tesis DNA
Recombinante: Guia didactica para Q.F.B.,
FESC — UNAM, 2003.

Es (ijrjrl;')ortantfj recela{lcar qllle ‘llas Cualitativo. . .
condiciones de elusion . e -

deberan b i]nan;arse Semicuantitativo. %eggi?(;ﬁgsceﬁtfzr V%Zrcisr?(ﬁg,gilzzf Onfl’?(l)r(li?,lncteP N(I)%f
adecuadamente para que la C titativo ¢ GIBCO BR2 Products, Manual proporcionado
practica salga bien. uanttativo por el Dr. en Ciencias William Fawcett Timothy.
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7.4,D.- OBTENCION DE ADN A PARTIR DE GELES DE AGAROSA DE
(PARA QUE SIRVE? BAJO PUNTO DE FUSION

%

Recuperar el ADN a partir de la
técnica de geles de agarosa de
bajo punto de fusion

METODO- TECNICA

@ L.- Verter el gel de agarosa de bajo punto de fusiéon (LMP), enfrie a 4°C para asegurar su
IMPORTANCIA. soldificacién.

Los southerns son reacciones de
hibridacién especificas de los IL.- Después de la electroforesis de la muestra, retirar la banda de ADN en agarosa y afadir
acidos nucleicos para describir 5 volumenes suficientes de tris 20mM + EDTA 1mM (pH = 8. 0) e incubar por 5’ min.
varias técnicas basadas en el A 65°C en un tubo cerrado.

principio de complementariedad
y  permite identificar las I11.- Dejar enfriar a temperatura ambiente y extraer con un volumen igual de fenol saturado
macromoléculas de gran interés con Buffer.

por ejemplo.

Southerns Blot.- El ADN se
corta con enzimas de
restriccion, la sonda utilizada es
de ADN radioactivo. El ADN se
corta primero con enzimas de
restriccion y los fragmentos de
ADN de doble cadena
resultantes tienen una
conformaciéon que no necesita
pre — tratamiento.

Nothern Blot.- Identifica RNA y
utiliza sondas radioactivas de
ADN o de ARN, aunque el
ARN es de una sola cadena,
algunas moléculas tienen
pequefias regiones que pueden
formar estructuras 2* basadas
en el apareamiento de bases.

Westhern  Blot.-  Identifica FUNDAMENTO ? ; AP%ICACION

IV.- Remover la fase acuosa, volver a extraer con una mezcla de fenol: cloroformo, después
con una de cloroformo y por tltimo precipitar la fase acuosa con etanol.

*Puede que necesite purificar su ADN por cromatografia DEAE para remover las impurezas
que bien pueden inhibir a las enzimas.

La abundancia de ADN afecta el indice de migracion, de tal suerte que una concentracion de
ADN mayor de 500ng por 0.5 cm de lineal, en fragmentos de ADN de una hebra, en un bloque
del gel horizontal estandar de 3-5 mm sobrecarga la linea y dara como resultado contaminacion
y arrastre de ADN de alto pesos molecular; sin embargo la endonucleasa de restriccion puede
digerir facilmente de 20 —30 pg de ADN genomico que puede ser cargado facilmente.

*Checar en las tablas las cantidades de ADN que se pueden recupera.

proteinas. Las sondas
radioactivas que se utilizan son Aunque ésta técnica es muy

enzimas o ant}cuerpos . . . utilizada para cualquier tipo de
marcados. Las proteinas se Dichas preparaciones de agarosa contienen grupos purificacién de ADN, son de grado
>

tratan con detergentes Dodesil hidroxietilo que se encuentran en las cadenas de superior dados los fundamentos
Sulfato de Sodio (SDS), el cual polisacarido y ocasionan que ésta se convierta en gel al que se deben manejar, por ende,
remueve las estructuras 2% y 3% 0s = 30° C y funde = a los 60° C (que es la temperatura solo se recomienda que se apliquen
(ya que no siempre poseen de fusion de la mayoria de los ADNs de doble cadena) en el nivel superior o en
cargas negativas), y ademas
rodea a la proteina de cargas
negativas.

investigacion.

iNOTA
i . ,

CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
IMPRTANTE! —

Basico Medio Superioro 1.- GARCIA Fajardo Luz verénica, Tesis DNA
S Recombinante: Guia didactica para Q.F.B.,
Aunque es posible mejorar el FESC — UNAM, 2003.

método cuando se trabaja con Cualitativo.

grandes cantidades de ADN, Semicuantitativo. Techniques life Technologies, Producer of

mayores a 50 lig, o fragmentos . GIBCO BR2 Products, Manual proporcionado
largos mayores 2 5 kb. Cuantitativo ¢ por el Dr. en Ciencias William Fawcett Timothy.

2.-Traning Center Workshop, Recombinant DNA
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(PARA QUE SIRVE?

%

Recuperar ADN valiéndose de
la técnica de elctroforesis Glass
Max, BRL y membrana de
celulosa DEAE.

IMPORTANCIA. @

Esta técnica es muy utilizada
actualmente par cualquier tipo
de purificacion de ADN vy
ademas, existe otro dispositivo
para ARN. Las cantidades de
ADN que pueden recuperarse
pueden observarse en la
bibliografia citada en la
referencia de la técnica.

La segunda técnica es ideal para
cantidades pequefias de doble
cadena (ng) de < 15 kb en
tamafio.

7.4.E.- TECNICA Glass Max, BRL y TECNICA DE ELECTOFORESIS EN
MEMBRANA DE CELULOSA DEAE.

METODO- TECNICA

Técnica de adherencia “Glass” (GassMax, BRL)

.- Disolver la agarosa con calor y recuperar el ADN por adherencia en capas de vidrio o bien,
en discos de fibra de vidrio. Eluir el ADN en agua o buffer que contenga bajo contenido de
sal

Electroforesis en membrana de celulosa DEAE (Dretzen, et, al., 1981).

L.- Separar los fragmentos de ADN por electroforesis, tefiir con bromuro de etilio, exponer a
luz UV. Realizar una capa en la agarosa en frente de la banda de interés.

I1L.- Cortar un pedazo de papel de celulosa DEAE ligeramente mas grande que la apertura e
insertar para que la electroforesis siga adelante.

II1.- Remover el papel unicamente cuando el ADN haya migrado sobre el mismo, después
lavar con Buffer bajo en sales para remover las impurezas de la agarosa.

IV.- Eluir el ADN con Buffer alto en sales y proceda a purificar por extraccion organica, y
precipite con etanol.

iNOTA
IMPORTANTE!

Tenga cuidado de fijarse que el
ADN haya migrado antes de
remover el papel. Cuide muy
bien todas las condiciones de
trabajo, recuerde que éste tipo
de practicas son muy selectivas
y precisas.

FUNDAMENTO i E APLICACION.

Estos productos explotan la adherencia no especifica del
ADN al vidrio en soluciones. En presencia del sodio que
actua como un agente quiotropico. Durante el proceso de
centrifugacion de 20’’seg., el ADN se enlaza a la
membrana con base de silica en la base del dispositivo.
Las impurezas de y el yoduro de sodio residual se
remueven por lavado y centrifugado del dispositivo con
un buffer de lavado.

Dados los fundamentos que se
necesitan  conocer para la
realizacion de ésta practica, se
recomienda que solo se aplique en
los niveles de investigacion o
superiores.

CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
om——

Basico Medio Superior ¢ 1.- GARCIA Fajardo Luz verénica, Tesis DNA
Recombinante: Guia didactica para Q.F.B.,
FESC — UNAM, 2003.

Cuahtatlvg. L. 2.-Traning Center Workshop, Recombinant DNA
Semicuantitativo. Techniques life Technologies, Producer of

. GIBCO BR2 Products, Manual proporcionado

Cuantitativo ¢ por el Dr. en Ciencias William Fawcett Timothy.
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(PARA QUE SIRVE?

Llevar a cabo la amplificacion
de un pequefio segmento de
ADN  “in vitro” para crear
copias de fragmento selecto en
grandes cantidades y en un corto
tiempo, los cuales serviran para
un estudio especifico en el area
genética o biotecnologica.

IMPORTANCIA. @

Esta técnica es una herramienta
util que ha tomado fuerza en las
ultimas 2 décadas por la gran
utilidad que representa para el
analisis de las 2 biomoléculas
principales ADN y ARN, por
ende, su uso en las técnicas de
genética molecular; en
produccion, investigacion,
mejoramiento y diagnéstico la
hacen un ejemplo vital para las
nuevas tecnologias de punta.

Esta técnica fue descubierta a
partir de una enzima ADN
polimerasa Taq, aislada de la
bacteria Thermus aquaticus,
irononicamente antes se
obtenian copias de ADN a partir
de replicacion bacteriana en
cultivos especificos.

7.4.F.- TECNICA DE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
(PCR)

METODO- TECNICA

Equipo y reactivos necesarios para el desarrollo de la técnica.

Reactivos necesarios.
De 0.05 pM — 1.0 pM /100 pl de cada oligonucledtido
De 1-2.5U de la enzima / 100 pl de la reaccion
De 0.5 - 2.5 mM de MgCl

Generales
1 termoreciclador Modelo 24000
1 Kit PCR para el desarrollo:
Enzima Taq. ADN Polimerasa
Buffer DNTPS dNTP’S de 20 — 200 pm
Mg ++ Segmento de ADN muestra de hasta 3000 pb
1 Marcador de peso 100HP — Ladder, 250 VG

Temperaturas
De desnaturalizacién 92 — 98 °C
De extencion 70 -74 °C
De hibridacion para la Taq de 55 — 65°C

L.- Mezclar una muestra de ADN con los 4 desoxirribonucleétidos y una polimerasa de ADN
junto con 2 fragmentos de ADN sintéticos cortos (oligonucleétidos que sirven de amplificadores)
complementarios a las secuencias de ADN en sus extremos 3’ de la region que se desea
amplificar.

I1.- La mezcla se calienta de 92 — 98 °C para separar al ADN de las muestras en sus cadenas
III.- Se deja enfriar la muestra para permitir que los iniciadores se enlacen en los extremos 3’
de ambas cadenas de ADN especifico y a su vez la polimerasa afiada nucleétidos a los
extremos3’ de los iniciadores. Una vez que la polimerasa alarga los iniciadores, realizando
copias selectivas del ADN especifico, forma nuevas cadenas complementarias.

IV.- Al elevar nuevamente la temperatura, las cadenas recién formadas se separan. Dejar
enfriar nuevamente para par permitir que los iniciadores sintéticos se unan a los extremos3’
(ahora el ADN se encuentra en doble proporcion a la original). Este ciclo se repite cuantas veces
sea necesario, generando miles de millones de copias especificas en unas cuantas horas.

NOTA
IMPORTANTE!

Se requiere conocimiento del
equipo o preparacion especial
para su manejo y
mantenimiento, asi como del
manejo del las muestras que
contengan al ADN.

La acumulacion de productos
dados por la amplificacion
repetida  con una misma
secuencia blanco en PCR
sugiere que se deben incluir
siempre testigos negativos en
cada amplificacion, contando
también con un area especial y
restringida. Previniendo algunas
contaminaciones también se
debe de contar con testigos
positivos (dada la presencia de
algiin contaminante como por
ejemplo los aerosoles).

FUNDAMENTO

APLICACION.

I

La Taq ADN - Polimerasa es una enzima que se
encarga de efectuar la sintesis de ADN copia partir de
una  muestra  determinada de ADN. El
termorecliclador es le lugar donde se lleva a cabo la
reaccion de complementariedad de bases tomando
como patréon un blanco de ADN a condiciones de
temperatura, pH, salinidad y reciclaje especificos.

Es una técnica muy util en
investigacion forense, criminalistica,
genética clinica y biotecnologia, ya que
se cuenta con los elementos necesarios
para la produccion de genes y muy
bien se puede complementar con otras
técnicas mas especificas para la
identificacion de patrones genéticos.

REFERENCIAS DE LA TECNICA. CLASIFICACION.
el

1.-CRUZ. Dominguez Dinora, 1998, “Metodologia de
Investigacion Documental y de las practicas
demostrativas de apoyo en la Asignatura del Paquete
Terminal de Enzimas De Uso Alimentario”, Tesis 1.Q.,
FESC — UNAM, México.

2.- GARCIA Fajardo Luz verénica, Tesis DNA
Recombinante: ~ Guia  didactica para Q.F.B.,
FESC — UNAM, 2003.

Bésico Medio Superior ¢

Cualitativo.
Semicuantitativo.

Cuantitativo ¢
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ESQUEMA 7 G

SONDA DE DNA PREPARAR MICROARREGLO

Combinar
cantidades
iguales

Hibridacion de
sonda al ‘
microarregle

e T —————

Dos copias
idénticas

TESIS VERONICA. Procedimiento de sondeo y fragmentacion en PCR
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INTRODUCCION j

a
La palabra cromosoma deriva del
Griego Chroma = Color y Soma =
Cuerpo.

La célula como se conoce hoy en dia, es
la piedra angular de todos los procesos
metabolicos que se dan en un
organismo superior.

Esencialmente, toda célula tiene 2:
periodos en su ciclo, la interfase
(19 hrs), y la fase M o mitosis (50° —
90’) en donde la célula crece y no se
hay division celular, también se le
conoce como fase de reposo. En este
periodo la célula se nutre, crece y
duplica sus cromosomas.

G1 (5 hhrs.), del ingles, gap y se le
denomina asi por que constituye un
intervalo entre una y otra division
celular. Es una fase muy activa en
donde la célula adquiere sus nutrientes
del medio, sintetiza gran cantidad de
proteinas y comienza la replicacion del
ADN en el nucleo celular (el ADN
todavia esta como cromatina), con el
unico fin de realizar funciones propias
de la célula, ademas cada cromosoma
consta de una sola molécula
(cromosomas hijos). S (8 hrs.), en éste
proceso se lleva acabo la sintesis y
duplicaciéon del ADN, para la misma
duplicacion celular, a diferencia del
Glque solo se realiza para llevar
funciones especificas de la célula, cada
cromosoma esta formado por 2
cromatidas (cromosomas duplicados).
G2 (6 hrs.), aqui, en éste proceso es en
donde se rectifican los posibles errores
que pudiese tener el material genético y
se le prepara a la célula para su division
celular.

La division celular propiamente
dicho, consta de 2 casos diferente,
mitosis para las células somaticas
(cualquier célula de un organismo
superior) y meiosis, para las células
germinales (exclusivo para el ovocito y
espermatozoide). El proceso de mitosis
se subdivide en las siguientes etapas.
Interfase, Profase, metafase, anafase y
telofase. En la metafase encontramos al
ADN como una serie ya organizada de
cromosomas que se pueden cuantificar.
A diferencia de la mitosis, la meiosis
consta de: Interfase I y II, profase [ y II;
solo que en al profase I, se aprecian
otras sub etapas como: [eptoteno,
cigoteno,  paquiteno, diploteno 'y
diacinesis; en lo que respecta a las
siguientes etapas metafase 1 y I,
anafasel y 11, y, por ltimo una telofase
I y II; los procesos se repiten de una
manera semejante.

7.5.- ADN - LOS
CROMOSOMAS

SR
CITA TEXTUAL @

La observacion de que las célulns Wm@nm’
aneu/ﬂ/oi&ﬁa

(alteracion en el nimero de cromosomas)

[resentan con frecuencia

J'vgirio’ que estas aberraciones son impom‘am‘ey
fpara el desarvollo de tumores. Ademis, el hecho
de que numerosos mrcino’ﬂenoy (radiaciones,
quimicw‘, virus, efe.) causan  aberraciones
cromaosomicas apoya este concepfo, fpero aun no
se ha resuelto si la aneu/;/oiaﬁa repmenfa un
evento primmio o secundario para la
transformacion ma@nﬂ. Resulta interesants

ue individuos con condiciones aneu/]o/oi/ey
desarvollan neoﬁ/m’ijm con mayor ][recuenciﬂ
que la poé/ﬂcio'n ﬂenem/ como fror g’empﬁ I
trisomin 21 (leucemin @W/ﬂ ) fumores s6lidos),
en el 47, XXY (cancer mamario Y lewcemin
@W/ﬂ] oenln éﬁ{‘geney}‘a \gonm/m/ mixta 45,X
/46,XY [jonm/oé/mfama 1.3

IMAGEN:

A koo

VOO b

TIRIE
Wt

1 i} i _;

PIE DE FOTO.

Imagen que nos muestra un cariotipo
humano con una técnica de tincion
fluorescente. (1)

COMENTARIOS

.

Los cromosomas son estructuras
biologicas bien organizadas que
aparecen en las metafases (Mitosis y
Meiosis), compuestas por ADN
unidas a las proteinas llamadas
histonas en un complejo atin mayor
de empaquetamiento.

La diversidad cromosomica de
vegetales animales incluyendo el ser
humano se clasifican de acuerdo a la
posicion del centromero, la longitud
de los brazos superiores p, pequeiios
y los largos, q; y la longitud total del
cromosoma. Para el caso de la
clasificacion de las células humanas
(22 pares y un par sexual), se hace
una distribucion de los anteriores por
grupos, que van de la A — G, muy
importante ya que gracias a esta
clasificacion o Cariotipo se pueden
encontrar algunas anomalias
genéticas dadas por la ausencia o
presencia extra de cromosomas, que
van desde uno hasta un juego
completo.

Hoy, en dia se ha llegado mas lejos
en el area de la citogenética, por
ejemplo con las técnicas de
hibridaciéon in situ  se puede
investigar la ubicacion de los genes
en un cromosoma para detectar
mutaciones en las base que nos
detecten una sustitucion o
corrimiento de las mismas.
Actualmente, los citogenetistas se
valen de los bandeos o tinciones
especiales G, R, C y Q que sirven
para puntualizar que genes estan
activos y ademas resaltan las
porciones ricas en las base que se
deseen estudiar segun sea el tipo de
bandeo.

FUENTES. —>

3).- DRA. KOFMAN. A. Susana, Q.F.B.
CERVANTES. P. Alicia, genética y cancer,
Genética / Terapéutica, PAC MG -1,
PROGRAMA DE ACTUALIZACION
CONTINUA PARA MEDICOS
GENERALES, Parte B, Librol, 1996.

FUENTES. —>

1).-CHISLEANSCHI Rodolfo, Para
qué servira el mapa del ser humano,
Proyecto Genoma, Muy Interesante
Biotecnologia, Ano2, N° 10, 15 de
Mayo de 1987.

2).- BARRIGA. A. Sandra vy
BONILLA. S. Rosalba, TECNICAS
BASICAS EN CITOGENETICA
(elaboracion y analisis de cariotipos),
México, UNAM - FESC - C1, 2001.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Obtener sexocromatina a partir
de una muestra de cabello (de la
pulpa de su raiz), mediante una
técnica de coloracion para ADN.

IMPORTANCIA. @

Es una técnica muy importante
que bien se puede aplicar a la
quimica legal, a los estudios
citogenéticas y a la misma
investigacion en biotecnologia.
Resulta ser una practica sencilla
y répida, siempre y cuando se
cuente con los materiales
indispensables.

7.5.A.- TECNICA PARA OBTENER SEXOCROMATINA DE RAIZ DE
CABELLO

METODO- TECNICA

IL.- Cortar el cabello con raiz cubriendo una medida requerida de 2cm de longitud y colocarlo
sobre un porta objetos. Cubrirla con una gota de acetocarmin recién filtrada.

I1.- Calentar la laminilla sobre una flama peifia a 60°C por 30’ seg.

I11.- Pasar el cabello a otra laminilla y agregar una gota de acido acético al 50%

IV.-Observar bajo el microscopio la diseccion y apreciar los detalles de la raiz, separar la vaina
blanda con una aguja de disecciéon. Quitar el resto incluyendo el bulbo que generalmente se

rompe y la vaina interna fibrosa que dificulta su observacion.

V.- Secar cuidadosamente el acido acético con papel higiénico o papel filtro y cubrir
cuidadosamente la vaina externa con una gota de acetorceina.

VI.- Colocar un cubre objetos sin hacer presion y calentar nuevamente a 60°C por 5’ min.
VII.- Quitar el exceso de colorante con el papel filtro, hacer un aplastamiento levar con ligera

presion sobre el cubre objetos y por iltimo sellar la preparacién con barniz de ufias
transparente o con parafina de Kroning, y observar al microscopio éptico compuesto.

iNOTA
IMPORTANTE!

Tenga cuidado de no contaminar
las muestras con las manos
desnudas, use guantes de latex,
no ponga las muestras cerca de
las enzimas de restriccion.

FUNDAMENTO APLICACION.

I

El ADN al tener una estructura helicoidal tridimensional
permite que otras estructuras moleculares con
hibridacion sp” planas, se inserten adecuadamente entre
los puentes de hidrogeno y las base para realizar una
resonancia electronica, permitiendo de ésta manera que
se de un halo de fluorescencia en toda la molécula.
Dichos corpusculo se hace evidente con colorantes
nucleares

Aunque ésta técnica es muy
utilizada en investigacion
citogenética, los fundamentos
requeridos son de mediana
complejidad, por ende, solo se
recomienda que se apliquen en el
nivel medio superior, superior o
en investigacion.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
on—— >

CLASIFICACION.

Basico Medio# Superior ¢

1.- SALAMANCA Gomez Fabiol, Citogenética
Humana — Fundamentos y aplicaciones clinicas,
294, México, Médico panamericana, 1993.

Cualitativo.
Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.
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7.5.B.- OBSERVACION DE SEXOCROMATINA EN CELULAS
(PARA QUE SIRVE? EPITELIALES

%

Se detectara la cromatina X,
dentro de los nucleos de las
células epiteliales mediante una
tincion basica.

METODO- TECNICA

IL.- Realizar un raspado en la mucosa oral (interior de la mejilla, con ligera fuerza) usando un
abatelenguas, estéril.

I1.- Colocar las células barriéndolas en un dngulo de 45°, sobre un portaobjetos limpio.
I11.- Agregar unas gotas de acetorceina y colocar un cubreobjetos encima.

IV.- Colocar un poco de papel higiénico sobre el portaobjetos y presionar con la goma de un
lapiz para quitar el excedente de colorante.

IMPORTANCIA. @

V.- Observar al microscopio optico con los objetivos 10x, 40x y luego 100x
La sexocromatina se encuentra
adosada al borde interno de la VI.- Detectar 50 células y anotar el nimero de corpusculos de Barr identificados.
membrana nuclear y es de gran
importancia ya que, se le asocia
con el sexo femenino.
Corresponde a la condensacion
de uno de los cromosomas X, en
la mujer y se le llegd a conocer
como corpusculo de Barr o
sexocromatina; hoy se le conoce
como cromatina “X” y es muy
importante su determinacion ya
que en la actualidad, se pueden
detectar anomalias genéticas
relacionadas con el sexo.

realizar, lleva poco tiempo y
rara vez falla; ademas de tener .
un costo muy bajo. Se adapta bien a los tres niveles,
ademas de que se puede aplicar
muy bien en otros campos de la
investigacion, la criminalistica y
el area clinica para identificar
anomalias cromosOmicas.

Esta practica es muy sencilla de FUNDAMENTO i APLIC ACION.

La sexocromatina corresponde a un cromosoma X
heteropignotico y que replica su ADN mas tarde que el
resto de los cromosomas. Se define como una particula
heteropignotica planoconvexa de 0.7 — 1.2 micras de
diametro y que se encuentra ubicada en la parte interna
de la membrana nuclear. Su frecuencia varia entre el 10
— 98% en mujeres normales y no se encuentra en nicleos
de hombres normales. Dicho corptsculo se hace
evidente con colorantes nucleares

iNOTA
IMPORTANTE!

CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
Es importante emplear una

presion  suficientemente firme . ] ] o
para obtener células epiteliales Basico# Medio¢ Superior ¢

profundas, las cuales cuentan
con nucleos grandes ya que, las
células  superficiales tienen
nlcleos pequefios que no son Semicuantitativo ¢
utiles para ésta practica.

o 1.-Dra. DIAZ Barriga. A. Sandra y QJF.B.
Cualitativo. BONILLA Sanchez Rosalba, Técnicas basicas en
citogenética (elaboracion y analisis en cariotipos),
México, FESC — UNAM, 2001.

Cuantitativo.
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7.5. C.- TECNICA DE IDENTIFICACION DE LA CROMATINA “Y”
(PARA QUE SIRVE?

%

o METODO- TECNICA

Identificar a la cromatina “y
mediante una técnica de
fluorescencia con luz UV.

Preparaciones

Solucién amortiguadora de fosfatos — acido citrico.-

Sol A. Fosfato disédico 28.4 g + 1 L de agua destilada.

Sol B. Acido citrico 21 g + 1 L de agua destilada.

La solucion amortiguadora de trabajo se prepara a partir de las anteriores como sigue.
Sol A 110 ml + Sol B 90 ml ; ajustando el pH a 5.3.

Sol de clormetacrina.- Clormetacrina 0.4 g + agua destilada 100ml

L.- Para tomar la muestra de la mucosa oral, se siguen los pasos Iy II de la técnica de
“observacion de sexo cromatina en células epiteliales” 7.5.B.

I1.- Fijar las preparaciones en metanol - acido acético 1:1, durante 15’ min. Dejar secar
al aire libre.

IMPORTANCIA ; I11.- Pasar las preparaciones suavemente por las solucion amortiguadora de trabajo.

) IV.- Teiiir con la solucion de clormetacrina durante 6> min. Cumplido el tiempo pasar las
Se debe_ tener cuidado para no laminillas por la solucién amortiguadora. Montar en la solucién amortiguadora, sellar
confundir al COYPUSQHIO F con el cubre objetos con barniz transparente para uiias.

algunos polimorfismos
cromosomicos, por ejemplo, los V.- Observar las preparaciones con epifluorecencia usando una lampara de luz UV, utilizar

de los cromosomas filtros exitadores BG 12y filtros barrera K 530.
acrocéntricos, los de los

centromeros de algunos
cromosomas como el del par 3
que también fluorecen en la
interfase.

FUNDAMENTO i E APLICACION.

Aunque ésta técnica es muy
utilizada en investigacion
citogenética, los fundamentos
requeridos son de mediana
complejidad, por ende, solo se

La cromatina y se aprecia como un corpusculo
intensamente fluorescente, también conocido como
corpusculo F, de aproximadamente 0.25 micras. Su
localizacion se da dentro del niicleo ya sea en la periferia
o en el centro. Solo en condiciones normales, del 50 —

! ; recomienda que se apliquen en el
60% del total de las células muestran el corpusculo nivel medio superior, superior o
fluorescente.

iNOTA en investigacion.
IMPORTANTE!

: , CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
ilmportante!, la solucion de

clormetacrina se debe mantener . ] ] o
en refrigeracion, en frasco Basico Medio ¢ SupCI'IOI"

oscuro y cubierto con papel
estafio.

o 1.- SALAMANCA Goémez Fabio, Citogenética
Cualitativo. Humana — Fundamentos y aplicaciones clinicas,
Semicuantitativo ¢ 294, México, Médico panamericana, 1993.

Cuantitativo.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Obtener cromosomas humanos a
partir de globulos blancos
(linfocitos TCD4), identificar
los cromosomas con un
colorante giemsa y armar un
cariotipo.

IMPORTANCIA. @

Las metafases se definen como
el arreglo sistematico de los
cromosomas en grupos de pares
homologos de acuerdo a su
tamafio y localizaciéon del
centromero.  Estos  arreglos
determinan progresivamente el
género o el grupo, el orden, la
familia, la especie, hasta llegar
al individuo. También puede
referirse a una célula individual
0 Unica.

Es importante recalcar que se
pueden contar con otros tejidos
para el andlisis cromosémico
como son: amniocitos,
fibroblastos, tejido de médula
O6sea 'y por supuesto los
procedentes de las vellosidades
corionicas.

7.5.D.- OBTENCION DE CROMOSOMAS HUMANOS

METODO- TECNICA

IL.- Lavar el material, dejandolo remojar de 2°- 12 °hrs, en jabon extran Merck al 1%:;
dependiendo de lo sucio que esté.

I1.- Lavar con escobillén, por dentro y por fuera, enjuagar 10 veces al chorro del agua, enjuagar
3 veces en 3 tinas diferentes de agua destilada, dejar escurrir, envolver y esterilizar bien en
autoclave o en olla expres. Sacar al siguiente dia

IIL.-Limpiar la zona de puncién venosa con agua, jabén y alcohol; limpiar nuevamente con 3
torundas hiimedas. Obtener 3ml de sangre venosa con una jeringa heperinizada 1000 U /ml.

IV.- Trabajar en una campana de flujo laminar. Tomar 2 frascos para cultivo, estériles y
agregar lo siguiente: 8ml de medio de cultivo Ham F- 10 6 McCoy 5 modificado + 0.4ml
Fitohematoglutinina + 10 gotas sangre entera. Mezclar bien e incubar en estufa a 37°C,
durante 70 hrs.

V.- Pasado el tiempo, agregar 1 gotas de colchicina al 0.04 %, mezclar bien y continar su
incubacién 2 hrs mas.

VI.- Pasado el tiempo centrifugar las muestras, en el n°3 a 3000 rpm / 10’ min; retirar el
sobrenadante y agregar 8ml de KC10.075 M a 37°C /20’min, e incubar a la misma temperatura.

VIIL.- Volver a centrifugar los tubos durante 5’ en el niimero 3 y desechar el sobrenadante.
Resuspender el paquete celular con un voértex; con agitacion constante agregar 8ml de solucién
fijadora metanol o etanol / acido acético 3:1, recientemente preparado y frio.

VIII.- Dejar actuar la solucion 30’ a temperatura ambiente. Repetir el proceso de fijacion 3
veces a tiempos de 15’ cada uno. Después de la 3” fijacion, centrifugar 5’ min. Y dejar un poco
de solucion fijadora para hacer una suspension celular adecuada.

IX .- Resuspender el paquete celular y dejar caer 3 gotas de ésta suspensién con un gotero a una
altura = de 2 m ( para que los linfocitos se revienten ) sobre un portaobjetos limpio y frio, secar
al aire libre.

X.- Sumergir los portaobjetos en un vaso coplin con colorante giemsa en agua destilada 1:10, de
10°- 30’ dependiendo de la capacidad de tincion del colorante, enjuagar con agua corriente y
dejar secar al aire libre. Observar al microscopio con todos los objetivos, localizar las metafases,
anotar sus coordenadas y armar un cariotipo humano a partir de una copia o fotocopia.

iNOTA
IMPORTANTE!

Cuando el material esté muy
sucio lave con una mezcla
cromica, 'y  hagalo con
precaucion, ya que ésa produce
quemaduras graves. Cuando
agregue la mezcla de alcohol /
acido acético, procure que no se
formen grumos en la fijacion.

FUNDAMENTO i E APLICACION.

Cabe mencionar que aparte de las
universidades, también se utiliza
en estudios citogenéticos como:
diagnéstico  prenatal,  consejo
genético, deteccion de defectos
congénitos e inter sexo,
hipogonadismo,  cariotipo  de
tumores, aborto habitual, razones
médico — legales y por supuesto
para investigacion.

Es importante resaltar que las condiciones de trabajo
como son la temperatura, pH y esterilidad en todo
momento deben mantenerse. Es indispensable que la
fitohematoglutinina estimule la divisiéon mitdtica de los
linfocitosT CD4, mientras que las soluciones hipotonicas
permitan la dispersion de los cromosomas, mientras que
el alcohol y el 4cido, se encargan de fijar y conservan a
los cromosomas lo mejor posible. Por ultimo, el
colorante giemsa es el mas utilizado para un cariotipo
sin bandas; aunque no es el tnico.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
non—

1.-Dra. DIAZ Barriga. A. Sandra y Q.JF.B.
BONILLA Sanchez Rosalba, Técnicas basicas en
citogenética (elaboracion y analisis en cariotipos),
México, FESC — UNAM, 2001.

CLASIFICACION.
Béasico Medio¢ Superior e

Cualitativo.
Semicuantitativo.
Cuantitativo ¢
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(PARA QUE SIRVE?

%

Obtener cromosomas de cebolla
a partir de una preparacion de
células de la raiz, e identificar
las formas cromosomicas con un
colorante para acidos nucleicos
y armar un cariotipo.

IMPORTANCIA. @

Resulta ser una practica muy
eficaz dado que, su elaboracion
es muy practica y sencilla.
Ademas es muy ilustrativa para
el nivel basico.

7.5.E.- OBSERVACION DE CROMOSOMAS DE CEBOLLA

METODO- TECNICA

I.- Colocar un poco de agua de la llave a un frasco mediano y enseguida colocarle una cebolla,
de tal manera que quede sobre la boquilla, procurar que la zona de las raices esté tocando
el agua.

I1.- Dejar de 5 — 8 dias en un lugar seguro hasta que las raices alcancen una longitud
de = 2.5 - 3 cm de longitud.

I11.- Tomar 2 ml de acetocarmin, colocarlos en un tubo de ensayo y calentar en el mechero de
10” — 20” seg; sin que hierva la solucion.

IV.- Colocar las puntas de las raices cortadas en el vidrio reloj y agregar 1ml de HCI1 1M a
60°C, dejar activar de 10’ — 15’ min.

V.- Luego macerar con la punta de una navaja, enseguida agregar unas gotas de acetocarmin
y dejar que el colorante penetre las raices, termine de checar su tiempo hasta que se haya
cumplido.

VI.- Poner un portaobjetos limpio y colocar la raiz con una aguja de diseccion, disgregarla.

VII.- Colocar un trozo de papel clinex o higiénico y presionar con la goma de un lapiz hasta
extender la raiz, colocar entonces un cobre objetos y observar al microscopio 1° en
objetivo 40x y luego en 100x. Seleccionar las mejores metafases y fijar las laminillas
con barniz transparente, por los bordes de los cubreobjetos. Localizar las metafases,
anotar sus coordenadas y armar un cariotipo a partir de una copia o fotocopia.

iNOTA
IMPORTANTE!

Al macerar la raiz, hagalo con
una navaja y ademas cuide de
que los tiempos de exposicion a
los reactivos si se cumplan;
desde que se aplica el acido
clorhidrico.

FUNDAMENTO i E APLICACION.

Se aplica muy bien en los tres
niveles, ademas de que se puede
aplicar en otros frutos y vegetales
para identificar anomalias
cromosOmicas y numero de los
mismos.

Se denomina cariotipo al conjunto de cromosomas de
una célula de una especie biologica determinada
(obtenidos de una célula en metafase).

Dicho corptsculos se hacen evidente con colorantes
nucleares.

El ADN al tener una estructura helicoidal tridimensional
permite que otras estructuras moleculares con
hibridacion sp2 planas, se inserten adecuadamente entre
los puentes de hidrogeno y las base para realizar una
resonancia electronica, permitiendo de ésta manera que
se de un halo de fluorescencia en toda la molécula.

CLASIFICACION. REFERENCIAS DE LA TECNICA.
on—— >

1.- PONCE. Salazar. R. Margarita, Biologia I,
o Libro de recursos para el profesor, México,
Cualitativo. Santillana, 1998.

Semicuantitativo ¢ 2.- CAMPOS G. y DELGADO. N. L. Manual de

L. Bioquimica Celular, FESC-UNAM MEékxico,
Cuantitativo. 1993.

Basico# Medio¢ Superior ¢
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(PARA QUE SIRVE?

%

Realizar la preparacion de
reactivos y condiciones para la
obtencion de cromosomas de
Drosophila melanogaster y a su
ves conocer la forma de preparar
permanentemente los
cromosomas.

IMPORTANCIA. @

Es importante resaltar que la
seleccion de las larvas se da en
base al conocimiento del ciclo
de la misma mosca.

Una vez realizada la copula se
presenta un huevo, a las 22
horas se desarrolla una larva que
pasa por 3 estadios, luego pasa a
pupa, pasadas 132 horas, a las
287 horas se tienen moscas
recién nacidas y a las 299 horas
se obtiene moscas adultas
(imago) bien definidas y con
capacidad reproductiva.

7.5.F- PREPAI!ACI()N DE DROSOPHILA MELANOGASTER Y SU
CONSERVACION DEL ADN

METODO- TECNICA

Preparacién de soluciones:

Acido lacto — acético: Ac. Lactico 85%, ac. Acético 60% y agua deshionizada 1:1:1

Lacto — aceto — orceina: Orceina sintética 1% en volimenes iguales de dcido lactico 85%: acido
acetico 60%. Ponga a ebullicién durante varios minutos, enfrie y filtre si se forman
precipitasdos.

Ac. Acético 45% recién preparado

Solucion Ringer para Drosophila melanogaster: 7.5 g de NaCl, 0.35g de KCl, y 0.21g de CaCl,,
diluir en agua destilada o deshionizada y aforar a un litro de solucion.

Pesar un trozo de platano suficiente para llenar 1/4 de un frasco de gerber chico, hacer pure y
agregar el 3% de su peso en proporcién de acido propiénico para evitar la contaminacién por
hongos.

.- Realzar un cultivo de moscas Drosophila melanogaster en un frasco de gerber
(aproximadamente a las 40 horas) seleccione las larvas que estan en las paredes del frasco (las
que estan préximas a formar pupas) para la practica posterior.

I1.- Una vez que se ha llevado acabo la preparacion, observa los “puffs” intente identificar los
brazos de los cromosomas 1, 2 y 3. Al n° 4 no podrais distinguirlo ya que es muy pequeiio y
forma parte del cromocentro, la estructura que une a los centrémeros de todos ellos.

I11.- Para realizar preparaciones permanentes se congelan los cromosomas colocandolos sobre
hielo seco. Una vez congelados, se desprende el cubre objetos con la ayuda de una navaja, exacto
o cutre. En seguida se colocan las preparaciones en una jarra “Coplin” con etanol helado y ahi
se dejan hasta que el etanol disminuya su temperatura a la ambiental.

iNOTA
IMPORTANTE!

El ciclo de vida de una
Drosophila melanogaster dura
entre 12 y 15 dias a 20° C; pero
si se varia la temperatura a 25°
C, el ciclo puede reducirse a 10
dias.

FUNDAMENTO APLICACION.

Es una técnica muy util, en

investigacion citogenética ya que

Tanto en los adultos como en las larvas de los dipteros se cuenta con los elementos
se pueden obtener glandulas salivales, cuyas células
facilitan la obtencion de cromosomas ‘“politénicos”
(cromosomas gigantes). Con un colorante como la lacto-
aceto — orceina (colorante afin a las bases nucleicas) es
facil hacer evidente un aumento del didmetro de los
cromosomas o aparicion de “puffs” en regiones muy
especificas.

necesarios para el cultivo de la
mosca y para la conservacion
permanente del mismo ADN.

Esta técnica se puede aplicar al
nivel medio para obtener cruzas de
moscas hibridas y cuantificar sus
variaciones fenotipicas.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
on—— >

CLASIFICACION.

Basico Medio# Superior ¢

l- D. en C. LOPEZ Lépez Marisol, UAM
Xochimilco, 2005 (Técnicas — fotocopias) M. en
C. CERVANTES Peredo Alicia, Facultad de
quimica UNAM. 2005 (Técnicas — Fotocopias)

Cualitativo.
Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Observar los cromosomas
politénicos de las glandulas
salivales de drosofila
melanogaster, induciendo la
formacion de “puffs”

IMPORTANCIA. @

Bridges fue el primero en
estudiar a las moscas drosophila
melanogaster, construyendo un
mapa  genético de sus
cromosomas obteniendo 102
divisiones para los genes
politénicos. La mosca cuenta
con 4 pares de cromosomas que
estan unidos por sus
centromeros (cromocentro). En
el conjunto se pueden observar 5
brazos que se clasifican como
sigue: uno del 1(X) que es
acrocentrico, el 2(R) (R, de
right) y el 2L (L, de left); el 3
con sus brazos 3R y 3L ; y un
brazo muy corto que es el
cromosoma 4, el cual no se
observa por estar incrustado en
el “cromocentro”. Se pueden
observar muy claramente unas
5000 bandas en subdivisiones
claras  (correspondientes ala
eucromatina) y subdivisiones
obscuras (correspondientes a la
heterocromatina); el patréon de
bandas es estable ontogénica y
filogenéticamente.

7.5.G.- TECNICA PARA OBTENER CROMOSOMAS POLITENICOS DE
DROSOPHILA MELANOGASTER

METODO- TECNICA

.- Iluminar el microscopio de manera que la luz llegue a un angulo y el fondo se vea oscuro.
Colocar la larva en un portaobjetos y afiadir una gota de 4cido acético al 45%

IL.- Colocar la aguja de una jeringa de insulina en la region cefilica donde se ven las partes
oscuras de la boca y otra aguja en la region media del cuerpo. Separar ligeramente la region
media del cuerpo, con ambas manos, tomando las agujas con los dedos indice y pulgar a modo
de que queden 2 segmentos de la larva. Clavar la larva segmentada en un corcho rectangular a
la medida de la muestra. Las glindulas quedan expuestas con ésta accién (Si el tubo digestivo y
otros tejidos forman una masa, regrese al paso n° I con una nueva larva).

I11.- Una vez que localice las glandulas, pase a la diseccion. Estas deberdan permanecer en
ac. Acético al 45% durante 3” seg. Eliminar el abdomen, para observar los cromosomas no es
necesario quitar el cuerpo graso.

IV.-Eliminar con cuidado la cabeza sin dejar las partes bucales en el portaobjetos ya que al
hacer el “squash” no podras observar los cromosomas dado que las células son mas delgadas y
no se podra ejercer presion sobre ellas.

V.-Con sumo cuidado remover el acido acético inclinando el portaobjetos y absorberlo con
papel, lejos de las glindulas. Enseguida afiadir 1 gota de HC1 1IN por 30’’seg y eliminarlo con
cuidado.

Rapidamente enjuagar la glindula con acido lacto — acético para impedir que precipite el
colorante. Afiadir una gota de colorante y cubrir con la mitad de una caja Petri y esperar

15’ min.

VI.- Pasado el tiempo enjuagar las glandulas con acido lacto — acético (5” — 10” seg.), colocar un
cubre objetos sobre la glindula y envolver en una capa de toalla de papel. Presionar firmemente
sobre el cubreobjetos con la goma de un lapiz nuevo, cuidar que no haya el rompimiento o el
desliz del cubreobjetos. Observar los cromosomas en el microscopio éptico compuesto,
empezando por el objetivo 10X, buscando las zonas rosas con las regiones nucleares.

iNOTA
IMPORTANTE!

Al disectar las glandulas, éstas
deben permanecer en acido
acético al 45% por corto tiempo,
evitando que se sequen.

FUNDAMENTO APLICACION.

I

A partir de un cromosoma puff se pueden obtener hasta
512 copias de ADN y en cada politénico, un total de
1024 copias que corresponden al desarrollo de la larva,
que inician con la transcripcion de ciertos genes
tempranos. El sitio del gen especifico se mide en
“centimorgans” (cmg). La observacion de los genes
también se puede lograr mediante la técnica de FISH
(Fluorescencia de hibridacion in situ), siguiendo el
cambio cromosdmico en sus bandas dado a que se inicia
la transcripcion de ARN (conforme avanza el desarrollo
larvario). En buena medida son inducidos con Ia
hormona ecdisona por aumento de temperatura, 40’min
a 37°C.

Es una técnica muy util, en
investigacion citogenética ya que
se cuenta con los elementos
necesarios para la identificacion de
bandas en los “puffs” Esta técnica
se puede complementar muy bien
con la técnica de FISH, para
identificar cambios en los patrones
de bandas irradiadas por agentes
fisicos en moscas hibridas , y a su
vez cuantificar sus variaciones
fenotipicas.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
non—

l- D. en C. LOPEZ Lépez Marisol, UAM
Xochimilco, 2005 (Técnicas — fotocopias) M. en
C. CERVANTES Peredo Alicia, Facultad de
quimica UNAM. 2005 (Técnicas — Fotocopias)

CLASIFICACION.
Béasico Medio¢ Superior e

Cualitativo.
Semicuantitativo ¢
Cuantitativo.
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ESQUEMA 7 J CROMOSOMAS POLITENICOS

Intestino ciego

Discos imaginales

Traquea Glandulas salivales

. . . Intestino ciego
Discos imaginales

Traquea Glandulas salivales

Cuerpo graso

DRA. EN CIENCIAS MARISOL LOPEZ LOPEZ
Esquema que nos muestra la diseccion de las glandulas salivales en larva de mosca
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ESQUEMA 7 K CROMOSOMAS POLITENICOS

Cuerpo graso I

/ '

Glandula salival

DRA. EN CIENCIAS MARISOL LOPEZ LOPEZ.
Esquema que nos muestra una diseccion de glandulas salivales en mosca
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DRA. EN CIENCIAS MARISOL LOPEZ LOPEZ.
Esquema que nos muestra a un cromosoma politénico
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ESQUEMA 7 L CROMOSOMAS POLITENICOS

Cuerpo graso §

DRA. EN CIENCIAS MARISOL LOPEZ LOPEZ.
En la parte superior el cuerpo graso y una glandula salival de Drosophila melanogaster
a 100X
En la parte inferior se observan los cromosomas politénicos a 40X
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INTRODUCCION

7.6.-LOS ARN’S

La palabra acido ribonucleico (ARN)
deriva del Griego acido por oxigene,
6&0¢ y ribonucleico por el azacar que
lo complementa, la ribosa.

El ARN se complementa a partir del
ADN, y a diferencia del ADN solo esta
constituido de 1 sola cadena de
nucledtidos, no tiene la forma de la
doble hélice, sino varias formas.

La constituyen 4 bases: Adenina = A,
Guanina = G, Citosina=C, y

Uracilo = U en vez de Timina; otra
diferencia mas es el azlicar que cambia
de desoxirribosa (ADN) por ribosa
(ARN). Su funcion especifica consiste
en ser un intermediario en la sintesis de
proteinas, en donde primero se
transcribe del ADN y luego se traduce
en una proteina. Se encuentra
principalmente en ntcleo, ribosomas,
citoplasma, mitocondrias, cloroplastos y
virus.

En las células eucariontes existen
principalmente 6 tipos de ARN:

ARN ribosomal (ARNr) del que se
conocen 3 O 4 formas, es la molécula
mas grande de entre todos los ARN,
cuya funcion es facilitar la uniéon del
ARNm con el ARNr ademas de
interactuar con otros ARN's para lograr
la sintesis de proteinas. Los ribosomas
se dividen en 2 sub unidades. La sub
unidad grande (50 - 60S) contiene 3
moléculas de ARNr, cuya longitud va
de 120 a 4500 nucleodtidos y posee
alrededor de 50 proteinas distintas, en
esta subunidad se presentan 2 sitios de
union con el ARNt. La subunidad
pequeiia (30 - 40S), se forma de 1800
nucledtidos y cerca de 30 proteinas
diferentes; y es la sub unidad que se une
al ARNm.

La sintesis proteica se inicia con la
union de las 2 subunidades y la union
de los a.a. a su correspondiente ARNt
formando aminoacil — ARNt, que se
catalizan directamente por la formacion
de los enlaces peptidicos por el sitio A
acepto de aminodcidos y el sitio
P portador de la cadena polipetidica.

SR
CITA TEXTUAL @

Las célulns animales Y f/@efa[es cuentan con
eficaz mecanismo de J'@mﬂi/a/ fpara triturar
genes pmceﬁénfey de @enfey inﬁ’ccionej', de
célulns tumorales ¢ incluso de su [ropio ADN,
La alarma se ﬁﬁjpam cuando ln céluln detecta
los ARN de cadena doble ﬁm/uci/oy for este
material genético “indeseable”, que  son
desmenuzados fpor una enzima. Estos micro
ARNs ﬂrm/ucia/w' de ﬁwwm sintética empiezan
a ser empﬂm/oy con fines terapéuticos. =
ribosoma - un ARN con actividad enzimdtica
- se ancla al ARNm pm‘o'ﬂeno que /Jm"fﬂ una
secuencia de letras comp/emenfﬂﬁm’, Una vez
unido, lo fmymenfﬂ Y ziuea/a fibre para volver a

actuar.,

IMAGEN:

NUCLEO
CELULAR

Hebra 2 W
f; (molde para ga\\
| \ el ARNm)

I\ Hebrat ~

AN Par de bases
complementarias

PIE DE FOTO.
Imagen que representa el

mecanismo de regulacién que se da
entre el DNA y el RNA para la sintesis
de proteinas a partir de la formacion de
aminodcidos.

GUIA DEL ESTUDIANTE. ‘7

1)- éCusl es el azacar coracteristica del ABN?

2) iComo se llama ala téenica que identifica al
2zacar anterior?

3)- De dque otro orgamelo se llega 2 obtener
ABN?

COMENTARIOS

.

ARN de transferencia (ARNt), con
aproximadamente 25  estructuras
diferentes. Es una molécula pequefia
y tiene la forma de un trébol o cruz,
su funcién principal es la de leer el
codigo del ARNm anclado en el
ribosoma, y afladir los aminoacidos
en un orden exacto para fabricar la
proteina, transporta los aminoéacidos
desde el citoplasma, hasta el sitio
donde se forman las proteinas.

ARN mensajero (ARNm), de los que
existen tantas variantes como
proteinas hay en un organismo. Su
secuencia es complementaria a al del
ADN vy se encarga de transferir la
informacion codificada en un gen
para la sintesis de proteinas desde el
nucleo hasta los ribosomas en el
reticulo endoplasmico rugoso.

ARN heteronuclear (ARNht), que se
considera el precursor del RNAm, se
encuentra en el nucleo y su primer
contacto es con éste mismo

RNA pequeiios nucleares (ARNsn),
con actividad catalitica o enzimatica
y se encarga de romper y ligar
sustratos de ARN

RNA  interferente  pequeiio o
silenciador (ARNip), se encarga del
silenciamiento de genes. Cuando la
célula huésped detecta un gen
maligno, la maquinaria del ARNip
corre asilenciarlo, para ello intercepta
y destruye el ARNm del invasor,
rompiendo y degradandolo, lo que
hace que se aborte la sintesis de
proteinas para la que codifica
(regularmente proveniente de un
virus), pero sin perturbar la funcion
de los demas genes En la actualidad
se conocen otras sinonimias de este
ARN como ARN bicatenario, ARN y
ARNS.

FUENTES. nw—>

1).- M. COMPERIAS .Enrique,
Nueva Medicina, ARN, La gran
esperanza, Nueva Medicina, Muy
Interesante, Afio XXI, No 3, 2004.
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(PARA QUE SIRVE?

%

Aislar especificamente ARNr
por una técnica de
centrifugacion con los reactivos
correspondientes.

IMPORTANCIA. @

Lo importante de ésta practica
es que se puede extraer y
conservar ARNr
especificamente  (exento de
proteinas y ADN) para analisis
posteriores.

7.6.A.- AISLAMIENTO DE ARN RIBOSOMAL

METODO- TECNICA

IL.- Enfriar un homogenizador a 5°C, macerar un higado fresco y suspenderlo en
4 — aminosalicilato de sodio al 6% (p/v) + NaCl en Fenol - Cresol al 1%; empleando S ml de
solucion / 1g de muestra, agitar la mezcla a temperatura ambiente durante 20’min.

I1.- Centrifugar a 8 000 G /10’ min a5 ° C, al quedar alguna emulsiéon volver a centrifugar
hasta quitarla, procure que se combinen las fases liquidas superiores.

I11.- Afadir 3g de NaCl/ 100 ml de fase superior, y extraer la mezcla con
0.5 ml de Fenol — Cresol / 10’ min a temperatura ambiente.

IV.- Ahora centrifugar la mezcla a 10 000 G durante 15’ min a 2° C.

Separar la mezcla en 3 fases: la inferior- amarillo transparente, la intermedia — sélida y la
superior — blanca lechosa. Quitar la fase superior sin tocar la fase intermedia (de proteinas) y
volver a centrifugar a 20 000G / 5’ min hasta aclarar.

V.- Mezclar la fase acuosa con 2 voliimenes de la mezcla alcohol etilico / m — cresol 9:1, dejar
reposar de 30’ — 60’min a 2°C.

V.- Centrifugar a 20 000 G / 5’min. A 5°C, recoger el precipitado y extraer 2 veces con 12 ml de
acetato de sodio 3 M frio a pH =6.

VI.- Obtener el ARN de ribosomas por una centrifugacion a 20 000 G /5’ min. A 5°C.

VII.- Una vez obtenida la muestra, lavar con 12 ml de una mezcla 1:3 de NaCl al 4% / alcohol
etilico; una vez con alcohol etilico / agua, 3:1, y 2 veces con alcohol etilico.
Desecar al vacio sobre CaCl,.

Su rendimiento debe ser de 40 mg / 7g de higado.
Disolver 10 mg de muestra en NaOH 0.01 M, a razén de 1mg / ml; para analisis ulteriores.

*Checar tabla de fraccionamiento subcelular

iNOTA
IMPORTANTE!

jCuidado!, al usar la mezcla de
Fenol — Cresol, utilice guantes
de plastico para no quemarse.

FUNDAMENTO APLICACION.

J5

A parte de los cambios quimicos antes mencionados en
los aislamientos de ADN animal y vegetal, es importante
resaltar que el pH, la velocidad de centrifugacion, y el
tiempo son determinantes para la obtencion de los
organelos y biomoléculas que se desean extraer,
rompiendo y capturando a través de trampas quimicas y
fisicas.

Dada la preescision del trabajo en
ésta practica, solo se recomendable
para los niveles superior y en los
niveles de postgrado.

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
on—— >

CLASIFICACION.

Basico Medio Superior ¢

1.-RENDINA. G. Técnicas de bioquimica

Cualitativo. aplicada, Espana, Interamericana, 1997.

Semicuantitativo ¢

Cuantitativo.

195




(PARA QUE SIRVE?

%

Determinar de manera
cuantitativa la presencia de un
azicar en muestras biologicas.

Determinar la presencia  de
ribosa, carbohidrato del orden
de los monosacaridos presentes
en el ARN, valiéndose de un
método llamado curva patron y
una técnica colorimétrica.

IMPORTANCIA. @

Su importancia radica en que
diferencia entre ribosa y la
desoxirribosa mediante un vire
de color caracteristico.

Ademas es una  prueba
determinante y especifica para
ARN.

Prueba sumamente eficaz,
sensible y rapida.
Recomendable para el nivel
superior e investigacion.

7.6.B.- CURVA PATRON DE LA RIBOSA CON ORCINOL

METODO- TECNICA

Preparar las siguientes soluciones:

Sol. 3 Tubos de ARN en disolucion salina (50pg / ml) 10ml, (100pg / ml) 10ml, (150pg / ml) 10ml

Sol. De orcinol I. 100mg de FeCl; . 6 H,O en 100ml de HCI.

Sol. De orcinol II. Orcinol al 6% en alcohol.

I.- Tomar 2ml de la solucion de ARN + 3ml de solucion de orcinol I + 3.5 ml de solucion de

orcinol II.

I1.- Se procede a calentar en baiio maria durante 20’ min.

I11.- Preparar una curva patréon con 5 tubos patrones a diferentes concentraciones en solucion
(como se indica en la tabla posterior) y su respectivo blanco, leer a 660 nm.

R (+) = Color Verde

*Checar tabla de parametros de medicion de ARN con Orcinol

iNOTA
IMPORTANTE!

Calibre  adecuadamente el
espectrofotometro 'y  prepare
muy bien los tubos a leer
problema, patrén y blanco.

FUNDAMENTO

LS

Al calentarse las pentosas con acido clorhidrico
concentrado, se transforma en furfural, el cual en
presencia de FeCl;, da una coloracion con el orcinol.
Solo los nucleétidos puricos dan reaccion.

CLASIFICACION.

APLICACION.

Se aplica muy bien a las practicas
del laboratorio escolar para
identificar azlicares reductores en
diversas muestras biologicas, es
muy usual para la identificacion de
ARN.

Es importante resaltar que estas
practicas son de gran relevancia
para la identificacion de ARN
desconocidos, por ende se utilizan
muy bien en todos los niveles
superiores y de investigacion,
auque bien, se puede aplicar al
nivel basico, siempre y cuando se
haga cualitativa.

Basico# Medio¢ Superior ¢

Cualitativo.
Semicuantitativo.

Cuantitativo

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
non—

1.-MACARULLA. M. J. y GONI. M. F.
Biomoléculas
Estructural, REVERTE, Espaifia, 1993.

Lecciones de  Bioquimica
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TABLA7H

Tubo nimero

Reactivos
1 2 3 4 5 6 7 8 . 10
A) Pairén de RNA (50 0.2 05 1.0 20
mg/litro) en TCA al (0.01 ing) (0.025 mg) (0.05 mg) (9.10 mg)
5 por 100, ml
B) TCA al 5 por 100, ml 20 18 15 1.0 0.0 15 15 15 15 15
C) Extractos, ml 3 05 05 05 0.5 05
Homogeneizado  Nucleos  Mitocondrias ~ Microsomas  Sobrenadante
D) Reactivo de orcinol 20 20 20 2.0 20 20 20 20 20 20

RENDINA. Tabla que nos muestra los parametros de medicion para la curva patron del ARN con Orcmol.

Practica 7.6B
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(PARA QUE SIRVE?

%

Determinar de manera
cuantitativa la presencia de un
azicar en muestras biologicas.

Determinar la presencia  de
desoxirribosa, carbohidrato del
orden de los monosacaridos
presentes en el ARN,
valiéndose de un método
llamado curva patréon y una
técnica colorimétrica.

IMPORTANCIA. @

Su importancia radica en que
diferencia entre desoxirribosa y
ribosa mediante un vire de color
caracteristico.

Ademas es una  prueba
determinante y especifica para
ADN y ARN, que suele ser
cuantitativa.

Prueba sumamente eficaz,
sensible y rapida.
Recomendable para el nivel
superior e investigacion.

7.6.C.- CURVA PATRON DE LA RIBOSA CON DIFENILAMINA

METODO- TECNICA

Preparar las siguientes soluciones:
10ml de 4cido tricloroacético al 10%

Reactivo de difenil amina. 1 g de difenil amina en 100ml de 4cido acético glacial + 2.5 ml de
H, SO,4 concentrado.

I.- Siguiendo el paso VII de “Extraccion de ARN Animal II”, tomar 2ml de ésta solucién y
afiadir 1 ml se acido tricloroacético al 10% + Sml de reactivo de difenil amina.

II.- Realizar una ligera mezcla y calentar 10°’min a bafio maria

II1.- Preparar una curva patrén con 5 tubos patrones a diferentes concentraciones en solucion
(como se indica en la tabla posterior) y su respectivo blanco, leer a 595 nm.

R (+) = Color Azul - Verdoso

*Checar tabla de parametros de medicion de ADN, solo que en éste caso cambie por ARN, tabla
correspondiente a la practica 7.2.D.

iNOTA
IMPORTANTE!

£

Calibre  adecuadamente el
espectrofotometro 'y  prepare
muy bien los tubos a leer
problema, patrén y blanco.

FUNDAMENTO ﬁ APLICACION.

Se aplica muy bien a las practicas
del laboratorio escolar para
El azucar conocido como desoxirribosa, reacciona identificar azucares reductores en
facilmente con la difenil amina en medio 4cido, dando diversas muestras biologicas, es
una reaccidn positiva solo en los azicares unidos a bases muy usual para la identificacion de
plricas, ya que ¢éstas se liberan adoptando una ARN en los procesos y métodos de
configuracion abierta dentro de la cadena de ARN. investigacion.

Es importante resaltar que estas
practicas son de gran relevancia
para la identificacion de ARN, por
ende se utilizan muy bien en todos
los niveles e investigacion, auque
bien, se puede aplicar al nivel
basico, siempre y cuando se haga

CLASIFICACION. cualitativa.

Basico# Medio¢ Superior ¢

REFERENCIAS DE LA TECNICA.
Cualitativo. lo———>

Semicuantitativo. 1-MACARULLA. M. J. y GONL M. F.
L Biomoléculas  Lecciones de  Bioquimica
Cuantitativo ¢ Estructural, REVERTE, Espafia, 1993.
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TABLA 7 |

Tubo ndmero

Reactivos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

A) Patrén de DNA (50 0.1 02 04 08

mg/100 ml) en 4cido (0.05ing) (0.1 mg) (0.2mg) (0.4 mg)

perclérico 1 N, ml
B) Extractos, ml 1.0 1.0 1.0 10 1.0

Homogencizado  Nucleos  Mitocondrias Microsomas  Sobrenadante

C)PCA I N 1.0 09 08 04 0.2
D) Reactivo de difenil- 20 2.0 20 2.0 20 20 20 20 20 2.0

amina

RENDINA. Tabla que nos muestra los parametros de medicion parala curva patron del ARN, Ribosa con Difeml Anuna

(sustituyendo ADN por ARN). Practica 7.6.C.
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ESQUEMA7M

Pirimidinas

Citosina, un compuesto con un anillo
aromatico de seis miembros. Notese que
tiene un atomo de oxigeno en la segunda
posicién v un grupo amino en la posicion 4
del anillo. El Nitrogeno que s¢ enlaza al
azicar desoxiribosa se numera como la
posicion 1 ',

Timina, posec un scgundo atomo de
oxigeno en la posicion 4 y un grupo metilo
en la posicion 5. El Nitrogeno que se
enlaza al azticar desoxiribosa se encuentra,
al igual que la citosina, en la posicion 1. En
¢l RNA el uracilo reemplaza a la timina *'.

Adenina, un compuesto con un anillo de 9
miembros. Al anillo basico de la purina, la
adenina afiade un grupo amino en la
posicion 6. En nucledsidos y nucleotidos el
nitrogeno en la posicion 9 es ¢l sitio de
union del azicar (Desoxiribosa en DNA,
ribosa en RNA) ',

Guanina, notese que tiene un grupo amino
en el segundo carbono y un atomo de
oxigeno en el carbono seis. Al igual que la
adenina, ¢l nitrégeno en la posicion No. 9
es el sitio de union de Desoxiribosa o
ribosa .

Fig. 70. Estructura de las bases puricas y pirimidicas.*

Esquema que muestra la estructura molecular de las bases

purica y pirimidicas

Adenina |adenosina
G guanosina
it
Cit
LT

Conformacion y nomenclatura de los acidos nucléicos
TESIS Veronica
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ESQUEMA 7 N

final 5' de la : >
cadena extremo extremo 5 ar(r; @
5' abajo
O
bases “’( “-.___V_U O\p——'
[
= ‘ }'—LTI eje de la
final 3' de 7 =0 \E_» ) doble hélice

inal F:

la cadena S — O 8} -

(®] - (8] o

Osi - L8] . G (&) l“ 3
~ = {_ A
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' - L]
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enlace de final 3° de extreamo
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(A} L

(d) DNA triple helicoidal

(c) DNAZ

(b) DNA A

Eje helicoidal |
A=T—

3.4 nm

L

LODISH

Representacion del ADN a través de modelos, vistos
desde diferentes puntos de vista.
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TABLA 7 )

Southern Blot

Northern Blot

Western Blot

1 Extraer el DNA de las células

Extraer el RNA de las células

Exfraer Proteinas de las células

2 Cortar con enzimas de Desnaturalizar con formaldehido Desnaturalizar con SDS
restriccion
3 Electroforesis en gel Electroforesis en gel Electroforesis en gel
{generalmente agarosa) (generalmente agarosa) (generalmente poliacrilamida-
SDSPAGE)
4 | Desnaturalizar DNA con alcali
5 Transferir a Nitrocelulosa Transferir a Nitrocelulosa Transferir a Nitrocelulosa
(generalmente por (generalmente por capilaridad) (generalmente por
capilaridad) electroforesis)

6 | Bloguear con DNA en exceso

bloguear con RNA en exceso

Blogquear con proteina en
exceso

7 | Hibridizar con sonda de DNA
marcada.

Hibridizar con sonda de DNA
marcada.

Hibridizar con sonda de
anticuerpo marcado.

8 | Lavar para eliminar sonda no
unida.

Lavar para eliminar sonda no
unida.

Lavar para eliminar sonda no
unida.

9 Autoradiografia

Autoradiografia

Autoradiografia o revelado
enzimatico con sustrato
cromogeénico

Procedimiento de trabajo para las sondas - Tesis Veronica usando una camara cromatografica
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ESQUEMA 7 N

© MEMBRANA
O DE LA MUESTRA

REVELADO DE LA R !
PELICULA PARA PR : UNIDA AL
HACER VISIBLE EL BRA PATRON
PATRON DE BANDAS

RE PARA DETEC-
TAR LAS SECUENCIAS  DE BANDAS
QUE ES CONOCIDO MARCADAS

Esquema que nos muestra la preparacion de una huella Génica - Muy Interesante especial de genética
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Escherichia coli
4.6 millones pb*
4 288 genes

Saccharomyces
cerevisiae

12 millones pb
5 800 genes

Caenorhabditis
elegans

97 millones pb
18 424 genes

1 Drosophila
melanogaster
120 millones pb

1 13 600 genes

Arabidopsis
thaliana

125 millones pb
26 000 genes

Homo sapiens
| 3000 millones pb
| 30000 genes

*pb: pares de bases

ESQUEMA O

l;i nm

a) ADN doble helice

3
I 11 nm
% \
Histonas M Nucleosoma

b) Nucleosomas

30 nm

= X,
Nucleosoma
ucle

¢) 30 nm cromatina “asa”

‘3(]() nm

d) Enlace dominante

700 nm

e) Seccion condensada

: ."w;_"-""! % \1400 nm

f) Cromosoma metafase

Armado de una escala cromosomica - Lodish

Comparacion de genes en una escala — Muy Interesante

b | La escala de la vida

lr—-—— =

E 'a,'lm\.. A A 2. WO

o
Resolucion inme cp‘

L glecitonco

g gef .

\_,95%% :

\ s -
. L’JM

20 . ¥AD T 20 oM. A3\ .

oluchen minita CO
MICOSCORIC OpuCo

B .
R00pTm)

‘ fesolucion

oinima a 00
desnudo

0 ¢ g X0

CARLOS AGURLEFRA

| 1 metro equivale a: 10°mm = 10°um = 10° nm.
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ESQUEMA 7 P

RNAr
238

RNAr
168

RNAr
168

31 protcmas ribosomales 21 proteinas ribosomales

l

Subunidad mayor (508) Subunidad menor (30S)

V

Ribosoma completo (708)

TESIS VERONICA. ARN representativo de células Procariotas

205




ESQUEMA 7 Q

RNAr

285

RNAr
RNAr 185
588 g

45-50 proteinas ribosomales

Subunidad mayor (608) Subunidad menor (408)

\/
)

30-35 proteinas ribosomales

Ribosoma completo (808)

ARN representativo de células Eucariotas — Tesis Veronica

TESIS VERONICA. ARN representativo de células Eucariotas
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RESULTADOS

El presente manual es el resultado de la union entre un sistema conocido como fichas de
triple entrada y las necesidades existentes de un manual en el area de bioquimica en la
FESC (carrera de Q.F.B.), elaborado con la finalidad de apoyar didacticamente a los
alumnos y docentes de éste nivel en sus practicas de laboratorio escolar y en la teoria,
por ende, se procurd ajustar lo mas objetivamente a cada practica, a las necesidades y
requerimientos de los respectivos planes de estudio, y a las necesidades de los
laboratorios escolares.

En consecuencia, se obtuvo un manual con los capitulos recomendados y acordes para
el desarrollo, y el contexto de cada uno de los temas elegidos en el area bioquimica.

Por lo tanto para el marco tedrico y para marco experimental se buscé un protocolo
adecuado y sencillo capaz de llenar no solo las necesidades de la carrera sino que
también llenard las necesidades de 2 niveles mas; el nivel secundaria y el nivel de
preparatoria. Con ésta finalidad se procuraron mejoras didacticas para dichos alcances.
Ademas se incluy6 un indice general, un apéndice complementario de figuras que va
intercalados en cada capitulo, un apéndice con algunos datos relevantes y bibliografias
suficientes para consultar; elementos que facilitaran la localizacion rapida en cualquier
punto del marco teoérico o del marco experimental o lo relacionado con el tema buscado
facilitando el trabajo al maximo.

Si logro mi propdsito de poner en manos de los docentes algo tutil y practico para la
formacion de sus alumnos, sera para mi una satisfaccion el haber contribuido en ésta
forma al encauzamiento y mejor preparacion de nuestros futuros profesionistas.
*Licencia del derecho de autor en tramite.
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CONCLUSIONES

El trabajo realizado cumple con los objetivos descritos, al proporcionar un manual con
una metodologia nueva conocida como fichas de triple entrada que aborda la parte
teorica y experimental de los siete grandes grupos de biomoléculas.

Tanto la parte tedrica como las practicas se complementan para facilitar el acceso aun
tema especifico, sencillo y concreto con el fin de cumplir finalmente con la integracion
de la pedagogia y la bioquimica.

Finalmente tanto el marco tedérico como el marco experimental cumplen adecuadamente
con la finalidad de facilitar y reforzar el aprendizaje en el area bioquimica, quimica y
biologica; tanto en los alumnos de la FESC como en los alumnos de nivel preparatoria y
secundaria respectivamente y de acuerdo a los planes de estudio actuales.
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APENDICE

EL LABORATORIO ESCOLAR Y SUS MEDIDAS DE SEGURIDAD

Todos los laboratorios experimentales de los distintos niveles escolares son escenarios
muy propensos a los accidentes. Muy pocos son los laboratorios que cuentan con
verdaderas normas de seguridad y que realmente las llevan a cabo. No obstante lo que
denominamos “accidentes” no es algo que ocurre casualmente, sino que esta ocasionado
por procedimientos inadecuados, por descuidos, por ligerezas o por juguetear. Por ésta
razon todos los estudiantes deberan estar regidos por un reglamento interno del
laboratorio y por sus respectivas normas de seguridad ,en caso de alguna irregularidad
deberas avisar al profesor de titular, al profesor del laboratorio, al asistente del
laboratorio o al laboratorista; reflexiona que tu eres responsable de tu propio
comportamiento y de tu propia seguridad.

Recuerda que se te estd entrenando para trabajar con sustancias y equipos de una
manera segura y responsable. Si observas cuidadosamente las precauciones que se citan
a continuacion, te evitaras contratiempo y sobre todo accidentes. Por consiguiente,
deberas, aprender el habito de adoptar medidas de seguridad, que te resultaran de un
valor inestimable, no solo en el laboratorio escolar, sino también en el ambito
profesional y laboral.

I.- Evita punzadas, cortes y laceraciones.

a) Cuando taladre un corcho y posteriormente introduzca una varilla de vidrio,
lubriquela antes con agua jabonosa o aceite.

b) Protege tus manos con una franela.

c) Cuando gire la varilla, nunca la utilice como palanca , tdmela por la parte mas
proxima al corcho

d) Para sacar una varilla de vidrio o un termémetro proceda de igual manera que
cuando lo va a meter.

II.- Proteccion contra incendios.

a) Los disolventes organicos flamables por debajo de los 100° C, como por ejemplo
metanol, etanol, cloroformo, benceno, éter de petroleo, ligroina, etc; deberan
destilarse, calentarse o evaporarse sobre un bafio maria o de vapor y nunca a
fuego directo.

b) Los disolventes flamables deberan guardase en frascos bien cerrados, no deberan
estar juntos aquellos que reaccionen y menos cera del fuego.

c) No se deberan verter sustancias flamables en las tarjas.

d) El laboratorio dispondra de un extintor vigente, de una regadera y de ser posible,
una manta. Debera conocer su empleo.

e) Los incendios ocasionados por elementos del grupo 1 y solventes organicos que
reaccionen con agua, deberan sofocarse con arena seca o carbonato sédico, y
después recoja todos los residuos para colocarlos en un lugar seguro.
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II1.- Proteja su cuerpo con los implementos necesarios como:

a)
b)
c)
d)
e)
f)

2
h)

Bata blanca de algodén y de manga larga.

Zapato cerrado de cuero y con suela antiderrapante.

Gogles o lentas.

Y otros mas como guantes, cubre bocas, cofia, etc.

Lave siempre sus manos al término de cada practica.

No permita el contacto innecesario de sustancias con la piel

No pruebe nunca ninguna sustancia ni ingiera alimentos durante las practicas.
Nunca huela directamente los reactivos, manténgalo a distancia y abaniquelos
con su mano.

IV).- Proteccion general

a) Nunca trabaje s6lo en un laboratorio.

b) Trabaje limpiamente en su mesa de trabajo, si salpica algo limpielo.

¢) Nunca caliente un sistema cerrado completamente en donde se genere un gas,
procure dejar una abertura de tamafo adecuado o permita que hay una conexion
con un tubo de vidrio y otro recipiente.

d) Procure que no haya inundaciones en las mesas de trabajo y sobre todo si estan
al alcance las tomas de corriente.

e) Nunca exponga los cables de corriente a las tajas metélicas, puede ocasionar un
accidente.

f) Evite mirar por las boquillas de tubos de ensayo y por los matraces cuando se
est¢ llevando a cabo una reaccién o se este calentando una sustancia.

g) No sacuda un tubo de ensayo o una probeta bruscamente, ni siquiera
describiendo un arco.

h) Cuando vea un pequefio incendio, arroje un trapo de algodén empapado con
agua.

i) Cercidrese que las llaves de gas y tomas de corriente estan bien cerradas.

7) Solo haga uso del extintor, la manta de asbesto o la regadera en casos extremos
de seguridad.

k) Si la sustancia de un frasco se prende, ahogue el fuego tapando el recipiente con
un  vidrio una capsula de porcelana o un tapén hiimedo.

1) En caso de haya humo y sea denso, procure arrastrarlo hacia la salida.

V).- Normas:

a) Debera existir un reglamento interno bien establecido.

b) Debera existir un botiquin adecuado a las necesidades del laboratorio escolar.

c) Deberan existir extintor, regadera, campana extractora, tela de asbesto, manual
de primeros auxilios, un directorio con los teléfonos de emergencia de la zona,
bitacora de entradas, un cddigo de colores para las instalaciones y un codigo de
color para identificar la naturaleza de los reactivos.

d) Deberan existir laminas que indiquen como se deben tratar los desechos

quimicos, los accidentes ocasionados por quimicos y otros letreros de seguridad.
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VI).- Reacciones

a)
b)

c)

d)
e)

f)
g)

h)

i)

Recuerde que el sodio y el potasio reaccionan con el aire y con el tetracloruro de
carbono.

Recuerde que los agentes oxidantes fuertes y los agentes reductores (sustancias
que se oxidan con facilidad), deberan mezclarse en pequefias cantidades y con
suma precaucion.

Nunca mezcle acido nitrico con alcohol (reductor organico altamente explosivo)
u otra sustancia que se oxide facilmente.

Absorba los gases irritantes en agua u otro medio adecuado.

Mantenga todos los frascos de reactivos volatiles bien cerrados para evitar su
reaccion con otros.

Nunca exponga glicerina con permanganato de potasio

Nunca ponga tapones de goma a los frascos que contengan solventes organicos
ya que éstos atacan a la goma y causan contaminacion.

Nunca deje trozos o escamas de sodio en las papeleras o en las tarjas, coléquelas
en queroseno y pregunte al profesor don pueden colocarse.

El trabajo con bromo, tricloruro de fésforo cloruro de acetilo, yodo, cloruro de
benzoilo y demds sustancias irritantes deberan realizarse en la campana
extractora.

Por ultimo, cuando tenga duda sobre una reaccion pregunte a su profesor mas
cercano, no se quede con la duda, ya que esto puede salvar su integridad o hasta
su vida.

211



TRATAMIENTOS DE ACCIDENTES QUIMICOS EN EL LABORATORIO ESCOLAR

TIPOS DE INHALACION INGESTA DANO EN PIEL DANO EN
SUSTANCIAS 0JOS
ACIDOS Ojos llorosos, Aflojar la ropa, |Comezén, quemadura | Sensacion de
CORROSIVOS irritacion en dar leche de blanca, ampollas, dafio | quemadura,
(CONCENTRADOS) | membranas, tos, | magnesia, en tejidos, shock. enrojecimiento,
. estornudos, evitar el dolor en ojos y
ﬁg- z%lhﬁléglco' dolor de pecho, | vomito, diluir el parpados y
AC. FOSFORICO. dlflcqltad para |é&cido en el Ulcera en tejidos.
AC. ACETICO. respirar, dolor de | estomago,
ETCETERA. cabeza, nausea |llamarala
ambulancia
BASES Irritacién en Sensacién de | Dolor, ulceracién Dolor intenso e
CORROSIVAS nariz, 0jos y quemadura resbalosa. irritacion
garganta, intensa en Dafio profundo en tejido | inmediata de
QESSX/I\DMO(;SN?OE: sensacionde | boca, garganta |y estado de shock. 0jos y parpados.
POTASA, ETCETERA quemaduraen |y estomago, OJos IIorosgs.
garganta, membranas Cierre continuo
dificultad para blancas, dolor de ojos con
respirar,tosy |altragary fuerza.
fluidos en vomito con Ulceracion.
pulmones hemorragias.
SUSTANCIAS QUE | Irritacién en nariz | Irritacién en Comezon, irritaciony | Comezdn y
REACCIONAN CON |y ojos, tos boca y sensacion de sensacion de
EL AGUA. violenta, garganta, quemadura. quemadura
dificultad para salivacion, Enrojecimiento,
;g:)?,o BOTASIO respirar, aspecto | sensacién de | ulceracion y necrosis
ACIDOS Y BASES ?Ilill:jl Oesn la piel, ggfon:nzzlga en
FUMANTES ’
METALES ALCALINOS puImonares. nauseas,
Y ALCALINOTERREOS colicos y
vomito con
hemorragia.
DISOVENTES Respiracion Evitar el Retirar todo el Sensacién
ORGANICOS agitada, vomito, Reactivo con agua picante con
excitabilidad, Aflojar la ropa, |abundante. dolor en los ojos.
CLOROFORMO, ETER, | “borrachera’, Si hay Llamar al médico Inflamacién de

BENCENO, ACETONA,
ESTERES
ALDEHIDOS
ETCETERA.

fatiga, dolor de
cabeza, nauseas
con vomito,
fatiga, perdida
del
conocimiento.

convulsiones;
evitar que se
lastime, no
dejarlo solo,
llamar al
médico.

parpados.
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DISOLVENTES Irritacién leve en | Irritacion Lavar el area afectada | Vapores
HALOGENADOS  |ojos y nariz, gastrica, con agua y jabén molestos y
cabeza caliente, |Los mismos neutro, secar con salpicados: Ojos
TODOS LOS excitabilidad, sintomas que | toallas de papel, irritados,
%%ig%gs' ‘borrachera” | en inhalacion | evacuar el 4rea, llamar | dolorosos y
FLUORADOS, fanaqe 3 al médico. Umbso&”
ETCETERA. coordinacion, inflamacion de
dolor de cabeza. parpados
COMPUESTOS DE | Compuestos que | Sensacion de | Irritacién en piel, Irritacion
BARIO: irritan la narizy | sabor membranas y mucosas. | mecanicay
ojos, fibrilacién | desagradable, |Contacto prolongado, | quimica. Ojos
gEF%'I\_":TTg [E)’EE BB:FE'S muscular, fatiga, | fibrilacion ulceracion y necrosis en | llorosos,
CARBONATO DE cgllcos, sudor muscular, piel. mflamamon en
BARIO frio y pulso lento. | nauseas, parpados,
PERSULFATO DE vémito, dolor sensacion en
BARIO, ETC. de estomago, parpados.
diarrea,
ansiedad,
pulso lento
DERIVADOS DE Color Mismos Irritacién, vesiculas y Irritacion,
ANILINAY profundamente |sintomas que |ampollas. enrojecimiento
COLORANTES azul en cara, en inhalacion, | Enrojecimiento, de parpados,
(SUSTANCIAS manos Y labios. |irritacion de ulceracion y necrosis. | dolor al mirar la
HEMOTOXICAS) | Dificultad para | bocay luz, dafio severo
respirar, mareo, |estomago, en 0jos
confusion colicos con
mental, debilidad | diarrea.
y convulsiones.
SILICA GEL Estornudos, No hay Comezon y Irritacion
(SOLIDOS ligera irritacion | sintomas enrojecimiento mecanica y dolor
AMORFOQOS) en nariz y tos Ojos llorosos,
SILICATO META inflamacién de
SILICATO ORTO parpados.
MERCURIO Y Sabor metélico, | Sabor metélico, | Irritacién, inflamacion y | Irritacion, ojos
SUSDERIVADOS | dificultad para sed intensa, ampollas. llorosos,
respirar, tos, dolor al tragar, inflamacién de
ACETATO DE bronquitis dolor parpados, En
yggg:%%lz seguida de estomacal 0 caso de no
MERCURIO neymonla. abdominal, ate.n0|on,
quimica, riesgo | nauseas y lesiones graves.
de fluidos en los | vomito, diarrea
pulmones, con sangre
inflamacién de la | verdosa.

boca.
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SALES ALCALINAS | Irritacion en Sensacion Comezén, quemadura | Irritacién muy
O BASICAS nariz, inmediata de | dolorosa, ulceracién dolorosa de ojos
Garganta y 0jos. |quemadura en |dolorosa, piel y parpados,
HIDROXIDOS DE: Sensacion de boca, garganta |resbalosa, estado de  |lagrimeo
&gEEERl o quemadura, y estomago, | shock, sudor frio. intenso, cierre
CADMIO Y dificultad para | dafio en de ojos con
ZINC respirar, tos, membranas fuerza,
neumonia bucales. Dolor quemadura de
quimica, y fluido |al tragar, membranas y
en pulmones. salivacion mucosas.
profusa,
nauseas,
colicos.
Dolor de cabeza, | Mismos Irritacién dolorosa, Irritacion
FOSFORO Y mareo, nauseas, |sintomas que |inflamacion, ampollasy |inmediata en
ANTIMONIO fatiga. Dificultad |en inhalacién. | ulceracion rapida en 0jos, lagrimeo,
para respirar, Irritacion de piel. sensacion de
ANTIAMONIATO palidez, tos bocay quemadura,
SSI&M ONIAND seca, sudor frio y | garganta. riesgo de dafio
PIRO dolor abdominal. | Dolores Ssevero.
quemantes en
el estomago,
nauseas,
vomito y
diarrea.
SALES DE PLOMO | Irritacién en nariz | Sabor metalico, | Irritacién e inflamacién | Irritacion,
y 0jos. Dolor de | constriccion de enrojecimiento,
SULFATO DE PLOMO | cabeza, célicos, |garganta, dolor lagrimeo,
PERSULFATO DE fatiga, mareo, | estomacal, inflamacion de
PLOMO, ETC. confusion. nauseas. parpados.
Vomito y
diarrea.
CIANUROS Llamar ala Ver inhalacién, | Compuestos gaseosos | Irritacion
ambulancia, aflojar la ropa, | o liquidos; fase de y
g&ﬁgﬁ&;@(}s retirar a la enjuague excitacion. Dolor de lagrimeo
victima, embeber | bucal, darle cabeza mareo o
un pafiuelo con |agua o leche, |nauseas, vomito,
Amil nitrito y inducirle el respiracion agitada y
darloaolerala |vomito ansiedad.
victima de 3-4 |(guardar para
veces durante | un analisis). No
30” seg, con dejar solo ala
intervalos de 5” | victima.

seg; acostarlo y
darle aire.
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TRATAMIENTO GENERAL

INHALACION

Aflojarle la ropa y darle aire y retirar a la victima del area contaminada.

Si suda frio mantenerla abrigada.

Si vomita y no puede incorporarse, voltearle la cabeza para que no se ahogue.

Darle un poco de agua si asi lo desea. Pedirle que tosa si no lo ha hecho espontaneamente.

Revisar su pulso cada 5 minutos; comprobar que respira. No dejar solo al paciente hasta que se le atienda.
Llamar al medico o a la ambulancia.

* Excepto para cianuros

INGESTA

Retirar a la victima y tranquilizarla. Aflojarle la ropa y llamar al médico.

Darle de beber un baso con agua o leche.

No darle de comer o beber excepto agua o leche.

Esperar 1 6 2 minutos e inducir el vomito con agua y café salado si no ocurre espontdneamente.
Una vez que haya vomitado darle 2 cucharaditas de carbon activado en %2 baso de agua.
Pedirle que enjuague su boca varias veces.

Mantener a la victima en reposo y vigilarla hasta que llegue el médico.

* Excepto para cianuros, acidos y disolventes organicos

DANO EN PIEL

En caso necesario quite cuidadosamente la ropa que interacciond con la sustancia o quemadura.

Llamar al medico, a al enfermera, al paramédico o a la ambulancia ; segln la gravedad del asunto

Limpiar muy bien el area afectada y exponer la zona a la regadera o al chorro del agua durante 15 minutos.
No aplique pomadas, ungtientos, ni &cido tanico.

Si se producen ampollas no las reviente

Secar el area afectada y cubrirla con una gasa seca y estéril.

Vestir al paciente con ropa limpia y seca no dejar sola a al victima hasta que sea atendida por un médico.

* Excepto para disolventes halogenados y organicos.

DANO EN 0JOS

Mantener al chorro del agua el rea afectada durante 15 minutos o mas y llamar al médico, paramédico, enfermera
0 ambulancia.

Pedir a la victima que se siente y coloque la cabeza hacia atras.

No permitir al paciente que se talle los ojos, ni aplicar colirios.

Evitar que cierre los ojos en forma continua.

En caso de que no se tolere la luz, proteja le los ojos con un pafiuelo (flojo), pidiendo que parpadee de vez en
cuando.

Tranquilice al paciente y no deje al paciente hasta que reciba ayuda de un médico.
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TRATAMIENTOS ESPECIALES DE SEGURIDAD URGENTE

QUEMADURAS POR FUEGO U OBJETOS CALIENTES

Al ser quemaduras pequefias se debera poner soluciones diluidas de acido picrico,
vaselina esterilizada, linimento oleocalcareo o tanino al 5%; vendar con gasa sin apretar
demasiado.

QUEMADURAS CON BROMO, FOSFORO Y ACIDOS

Se debe lavar con agua abundante y agregar con una gasa una solucion de bicarbonato
de sodio al 5% ligeramente. Si acaso se debe recubrir la quemadura con vaselina
esterilizada o acido picrico diluido o la solucion de tanino al 5%.

En caso de que la quemadura sea ocasionada por bromo, se debe humedecer
rapidamente con solucion concentrada de tiosulfato sodico y lavar después al chorro de
agua.

QUEMADURAS CON METALES ALCALINOS Y ALCALIS EN GENERAL
Lavar al chorro de agua y después agregue una solucion acuosa de acido acético al 5%.
Después ponga alguno de los preparados antes indicados y vende rapidamente.

SALPICADURAS CON AGENTES CAUSTICOS EN OJOS

Lavar al chorro de agua abundante, después lave con una solucion de bicarbonato de
sodio al 5% por ultimo ponga un colirio calmante.

Al tratarse de alcalis, lave al chorro de agua abundante y después agregue una solucion
de acido borico al 5% y ponga un colirio

INTOXICACIONES POR INGESTA O POR INHALACION

En primera instancia haga respirar aire puro y si es necesario aplique respiracion
artificial durante varias horas.

Las intoxicaciones dadas por ingesta se tratan con eméticos (vomitivos), a excepcion de
cuando se trata de alcalis causticos o acidos minerales:

Acido acético.- Emético, 6xido de magnesio y leche de magnesio.

Acidos (sulftrico, clorhidrico y fosforico).- No use eméticos por ningun motivo, de en
su lugar leche de magnesia a ciertos periodos y luego leche o clara de huevo.
Hidréxidos de sodio y potasa.- No use eméticos por ningiin motivo, de en su lugar a
beber soluciones de acido acético al 5%, o vinagre comercial o jugo de limon y después
leche o clara de huevo.

Compuestos de mercurio, plomo, bario y arsénico.- De un emético y enseguida del
vomito, administre 500ml de una solucion de tiosulfato de sodio al 1%; después de
leche o clara de huevo

Cianuros.- jActie rapidamente!, De respiracion artificial, suministre un emético y de a
beber después, 300ml de agua que contenga 10 ml de peroxido de hidrégeno al 3% o
sulfato ferroso al 5% seguida de bicarbonato de sodio al 5%. Rapidamente embeber un
paifiuelo con Amil nitrito y darlo a oler a la victima de 3 —4 veces durante 30 segundos,
con intervalos de 5 seg; acostarlo y darle aire.

2 Preparaciones del Antidoto Universal:

2 partes de pan quemado 3 Partes de carbon activado
1 parte de leche de magnesia 1 parte de oxido de magnesia
Una parte de the fuerte (the negro) Iparte de acido tanico en agua 1:1

El pan quemado o el carbon activado dan la fuente de carbon que absorbe los venenos,
la leche de magnesia proporciona una fuente de oxidantes que proporciona en efecto
calmante a las membranas y mucosas del sistema digestivo, y una accion laxante que
neutraliza a los venenos acidos; y el the fuerte proporciona una fuente concentrada de
acido tanico que neutraliza a las sustancias alcalis causticas.
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ESTANDARES DE SEGURIDADA PARA UN LABORATORIO ESCOLAR

Bata, gogles, guantes cubre bocas, cofia, babero, zapato antiderrapante.

Manual de primeros auxilios

Botiquin de primeros auxilios

Regadera de seguridad

Manta de asbesto

Extinguidor

Directorio con los teléfonos de emergencia de la zona

Reglamento interno muy preciso (Iamina y copias)

Letreros de seguridad

Registro de practicas (Entradas programadas con material, reactivos y equipos
utilizados)

Bitacora de entradas extra ordinarias

Plano del laboratorio escolar con ubicacion de ductos, llaves de paso, lugares de
riesgo (letreros de seguridad) y codificacion de instalaciones:

Gas--- Amarillo

Luz---Rojo

Agua---Azul

Drenaje---Negro
Ventilacion-----Blanco
Estandares de seguridad---Verde

Papeletas de préstamo de material, equipo y reactivos

Reporte de instalaciones por periodos

Reporte de deudores de material

En caso de tener un grupo cientifico, formar un expediente personal con
proyecto de trabajo
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BOTIQUIN DE PRIMEROS AUXILIOS (USO EXCLUSIVO DEL LABORATORIO)

1 kg. Carbén activado

2- 5 Frascos Leche de magnesia

Frascos de Amil Nitrito

1-3 Tepezcohuite en polvo o en unguento

1 Kg. Bicarbonato de Sodio
Vinagre comercial

500 ml de Solucién de cloruro de
benzalconio al 1%

2 Frascos de mertiolate blanco

1 Antidoto Universal *Ver preparacion
2 Frascos de merteolate rojo

2-3 Tubos de unglento de picrato
compuesto

2-3 Frascos de Isodine Tépico

2-3 Tubos de vitacilina

2 Frascos violeta de genciana

2-3 Tubos de vaselina estéril

500 ml de etanol al 96%

10 Sobres de The Negro y 10 de manzanilla

Solucién de quitosan (caparazon
decrustaceos)

15 Sobres de gasas
500 ml de agua Oxigenada

3-5 Carretes de cinta para gasas
1 Galén de agua de garrafén

1 Paquete de algodoén grande
1 Tijeras
5 Vendas triangulares

5 Paquetes de vendas largas (de 10 cms. de
ancho)

2 Goteros con colirio y 2 lavaojos

1 Frasco de solucién de acido bérico al 5%
1 Frasco de solucién de acido tanico al 5%
1 Frasco de solucién de de acido picrico

1 Frasco con acido acético al 5%, o vinagre
comercial

500ml de una solucién de tiosulfato de sodio
al 1%
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REACTIVOS CARCINOGENICOS AVILA. Z.

Sulfato de metilo

Diazometano

Aziridina Yoduro de metilo
Diclorometiléter Hidrazina
Fenilhidracina Acrilonitrilo

4-aminobifenilo

2-naftilamina

2-nitronaftaleno

Benceno

Tricloroetileno

Etilenamina

3.4-benzopireno

Nitrito de sodio

f Berilio y sus compuestos

]
Aminonaftol

f N,N-dimetilnitrosamina

Cromatos

Niauei y sus compuestos

Clorurc de vinilo

Cadmio y sus compuastos

Sales de arsénico

TRATAMIENTO DE REACTIVOS AVILA. Z.

Inventario de residuos

v

Qrigen y descomposicion

v

Origen y descomposicion

desconocida conocida
Analisis ) Revision bibliografica de |
propiedades toxicolégicas [

Y Y
Toxico No tovico
Transformables Téxico no Transformiable en Reusable Desacho
en productos transformable producto toxico de
no téxicos g facil manejo y/o ¢ ¢
Purificacion Disposicion
¢——*¢ ¢ ¢ final

Purificacion

Reusable

Incineracion

Confinamiento
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INCOMPATIBILIDAD DE REACTIVOS AVILA. Z.

A B
Acidos . Bases
| Metales alcalinos y alcalino térreos Agua
Carburos Acidos
Hidruros Compuestos organicos halogenados
Hidr(")xidos Agentes oxidantes
Oxidos Cromatos, dircromatos
Peroxidos Halbgenos, nitratos

Cianuros inorganicos

Ac.idos, bases fuertes

Nitratos inorganicos

Acidos, metales, nitritos

Nitritos inorganicos

Acidos, agentes oxidantes

Sulfuros inorganicos

Acidos

Compuestos organicos

Agentes oridantes

Acilhaluros

Bases

Anhidridos organicos

Bases

Compuestos halogenados

Aluminio {metal)

Compuestos nitro

Bases fuertes

Metales en polvo

Acidos, agentes oxidantes

Acetileno

Halégenos

Amoniaco, hidioxido de amonio

Agentes halogenantes, plata, mercurio

Peroxido de hidrogeno

Sales melalicas, y metaies

Acido nitrico

Metales, ac. sulfurico, reductores, perman-
geanalos, cromatoss

Mercurio

Amoniaco, hidroxido de amonio, ac. nitrico

Acido sulfirico, percleratos, permanganatos

Metales, cloratos, ac. nitrico
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NATURALEZA DE LOS REACTIVOS Y SU CLASIFICACION

Cabe aclarar que dependera de la bibliografia que se consulte, ya que algunas citan 7
clasificaciones, por ejemplo:

EXPLOSIVO.- En determinadas condiciones ambientales tales como... puede producir
una explosion.

CORBURENTE.- Puede inducir la combustion de ciertas sustancias tales como...

FLAMABLE.- En condiciones especiales de luz, flama directa u otra fuente de calor
que proporcione una temperatura mayor o igual a... puede arder facilmente.

CORROSIVO O IRRITANTE.- El contacto directo con algunos materiales sintéticos,
metales corrientes, otros materiales y el organismo, pueden provocar su corrosion.

REACTANTE.- El contacto directo de éstos materiales con otros reactivos tales como...
Puede producir reacciones y / o derivados nocivos, tales como...

VENENOSOS.- Su ingesta, inhalacion, o contacto directo de tales reactivos como...
Pueden producir la muerte a corto o a largo plazo.

TOXICO O NOCIVO.- Su manejo, contacto, inhalacién o ingesta pueden producir
dafos severos al organismo.

REACTIVO HIGROSCOPICO.- Son aquellos que absorben humedad del medio
ambiente.

REACTIVO FOTOSENSIBLE.- Son aquellos que sufren cambios con la incidencia de
la luz directa.

REACTIVO TERMOLABIL.- Son aquellas sustancias que sufren cambios con la
minima variacion de temperatura.

REACTIVO AEROSENSIBLES.- Son aquellas sustancias que sufren cambios con el
aire directo.

REACTIVO BIOSENSIBLE.- Son aquellas sustancias que sufren descomposicién o
cambios con los microorganismos del medio ambiente.

*Checar ejemplos en la tabla “Caracteristicas de las sustancias”
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SISTEMA BAKER SAF - T - DATA

Para ayudar a tener un mayor
conocimiento sobre practicas r
vitales de seguridad y salud, en
las siguientes etiquetas de J.T.
Baker, aparece una advertencia
facil de entender. Usando como

uia el sistema BAKER-SAF-T-

ATAY usted podra rapidamente
aprender el riesgo que cada
sustancia representa para su
salud y seguridad, el equipo de
proteccion personal para
laboratorio que debe ser usado
para el manejo, y el almacenaje
recomendado de productos
compatibles por el cadigo de color.

A Clave Numérica de Riesgo

ORI @)

*Nulo igero Moderado Severo  Extremo
Las sustancias estan calificadas en una escala de 0
(no peligrosas) a 4 (extremadamente peligrosas) en
cada una de las 4 categorias de riesgo:

* No hay informacion cientifica que sugiere peligrosidad.
Categorias de Riesgos

Riesgo para la salud-El peligro o efecto toxico que
produce una sustancia al ser inhalada, ingerida o
absorbida, incluyendo efectos en los procesos
reproductivos de animales o humanos.

Riesgo de flamabilidad-La tendencia de la sustancia
a incendiarse.

Riesgo de reactividad-El potencial de una sustancia
para explotar o reaccionar violentamente con el aire,
agua u otras sustancias.

Riesgo de contacto-El peligro que una sustancia
presenta cuando es expuesta en la piel, ojos y
membranas mucosas.

Simbolos de advertencia

Una sustancia clasificada en 3 6 4 en cualquier categoria de
peligro, mostrara también un simbolo de advertencia.

Estos pictogramas faciles de entender enfatizan los peligros
relacionados a la sustancia.

e BRI

Veneno cancer Rnesgo de radioactivo

T zi *

material conoeivo Riesgo de
inflamable 'e:i%a

BT /[ 8] W]

explosivo  oxidante reactivo
con agua

| AEREH DR RO EIEET IR R ETE TENE RO RRNE RO R R R R

mcuro
con aire
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-
iT
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7p
LL]
NZ
<T
o0
s
=
2
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B' Equipo de Proteccion

para Laboratorio

Esta sarie de pictogramas suglere la indumentaria de

proteccion personal y equipo para su uso cuando se maneja

la sustancia en una practica de laboratorio. Los piclogramas

se refieren a la combinacion de peligros representados por

la sustancia.

Gafas Lentes de Sequridad
(Goggles) con careta
Bata y Mandil ?ér;m;u b? Emnguid:‘zlmhnsliues
=1 q\
L]
AN “
o7 G
Extinguidor liquides  Eyjinguidor fi
Famabies W metales . Lo 8
La senal de ALTO indica que la sustancia
representa un riesgo extremo y la MSDS*
y otras referencias deben consultarse c CO[H[;O de Colores para
antes de su manejo. E g :
Almacenaje
Nelesial Sefety Dela et La efiqueta SAF-T-DATAMA sugiere un singular método

para establecer su drea de almacenaje quimico. Los
productos compatibles son etiquetados con el mismo color.

Simplemente agrupando todos estos colores juntos y sequir
las recomendaciones para el almacenaje apropiado

AZUL: Riesgo de salud. Aimacenar en
un &rea libre de 16XIC0S. - - = - - = == o oo o - 71|
ROJO: Riesgo de flamabilidad. Almacenar

en un drea de liquidos inflamables. . _ _ _ _ _ _ [ ==t
AMARILLO: Riesgo de reactividad. Aimacenar
separadamente y a distancia de materiales
combustibles 6 inflamables. _ _ _ _ _ _____.

BLANCO: Riesgo al contacto. Almacenar
en un drea a prueba de comosivos. - - - - - - -

s | NARANJA; Sustancias con una clasificacion
no mayor de 2 en ninguna categoria de riesgo.

Almacenar en un drea general de quimicos. - .

Etiquetas rayadas: Los maleriales no compatibles con
el mismo color tienen etiquetas rayadas. Estos producios
aproximadamente 40 No deben ser almacenados junto a
sustancias con etiquetas del mismo color. Un almacén
apropiado deberd asignarse individualmente.

E) NFPA Sistema

Este sistema fue adoptado. por la
NFPA* en 1875 para salvaguardar |a vida

de los bomberos. Esta basado en los pe-
ligros originados por una sustancia en un
incendio. Por esta razdn, las clasifica-,

ciones de riesgo en el sistema SAF-T-
DATAMA aungue estan basados en una
practica de laboratorio, no siempre
corresponden con la clasificacion de la
NFPA.

Los rombos del diamante se utilizan para indicar la escala
de riesgo para cada categoria. El rombo izquierdo para
riesgos a la salud, el superior para flamabilidad y el derecho
para reactividad. El rombo inferior se utiliza para
Indicaciones especiales de riesgo.

*National Fire Protection Association,
Informacion de Riesgos

Las efiquetas de J.T. Baker proporcionan informacion

adicional de precauciones de riesgos que se deben

considerar, como: primeros auxilios y asi como simbolos
de precaucion, reconocidos internacionalmente.

SAF-T-DATATM AND BAKER ANALYZED®
s0n marcas registradas de Mallinchrod! Baker, inc

?

q
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@ Clave de Control para
Derrames

Esto indica cudl es el equipo adecuado para Control de
derrames de J.T. Baker para usarse con la sustancia
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l Acetona

| iPELIGRO!

EXTREMADAMENTE INFLAMABLE. DANINO 51 SE INGIERE O INHALA. CAUSA IRRITACION
EN PIEL, 0JOS ¥ TRACTO RESPIRATORIO, AFECTA EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.
Mantenga alejado de calor, chispas o flama. Guarde en recpionto blan comado. Use con ventiackn
adecuada, Livese portoctaments despuss de manejario Evile respirar los vagores. Evio contacio
l o K08 ofos, pied. o ropa Use con ventilacion adecuada, PROCEDIMIENTO DE EMERGENCIA Y

Mallinckrodt Baker.S.A. de C.V Xalostoc {55320)

PRIMEROS AUXILIOS. Si g (ngare, NO provoque ef vimo. Administre granded cantidades do
ngua o lache 5 58 puede. Nunca administe Bigo po 5

inhala, leve & la persona al ain fresco. Si na respi niste respiracin antifcal Si respica con
l dificultad, dele oxigena. En caso de contactn con 1a pel, lave con agua en abundancia durants 15

E
:
i
:
3
:

mirutos, En casa de 0 con Ioa ojos, livelos en durarte
16 minulos. En cualquier casa lime & un mégen

l Acetone
DANGER!

' EXTREMELY FLAMMABLE HARMFUL. IF SWALLOWED OR INHALED, CAUSES IRRITATION

TO SKIN, EYES AND RESPIRATORY TRACT. AFFECTS CENTRAL NERVOUS SYSTEM Koep
awiy from heat, sparks and fame. Keeps container closad. Usa with adequate ventlation. Wash
thoroughly after handling. Avold breathing vagor. Avoid contact with eyes, skin and clothang
EMERGENCY AND FIRST AID PROCEDURES CALL A PHYSICIAN ¢ swallowed. DO NOT induce
worniting. Give large quantitas of water or mil i avadable. Never give anything by mouth to an
uncoscious parson, Il inhaled, remove 1o fresh air B nol broathing, give arificial respiration if
Broathing is difficull, give oxygoen in casn of contact, immadiately flLsh skin with planty of 68
at loast 15 minutes. In case of eye contact, immediately llush with plenty of watar for at beast 15
minutes. In all causes call a physician

J..Baker

4L 9006-03
Acetona

Acetone
Acetona

‘REACTIVO BAKERT A.C.S.
(CHg),CO  PM.58.08
ANALISIS REAL, LOTE L 33477

Cumphe Especilicaciones ACS

Ensayo (CHa) 2C0 (por CG, Coreg, por H30
Color (ALPHA} . - .- n
Solubibdad en H';O -ua
Fesiduo despues de 1a B
Acido Tiulable (peg'g)
Base Titulable (peqig)
Aldehidos (coma H
Alcohal Isopropilicg (CHaCH
Metanol [CH30H) (per é’ar
I gt

Humedad (por K.F., vohamerico) ... .
Cobro (CU). - ee e
Metales Pesados (coma Ph)

Hiato (Fej_ .
Nicgusel (Ni) - -

Densidad (gml) a 25 °C (liplcol ... ... __. 07857

Acetona. .
Agua......

.. CAS No: 67-64-1
. CAS No. 7732:18-5
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ORGANOS QUE AFECTA: Sistemna respiratono,
pulmon. ojos. piel v sistema nenioso central
NOMBRE

na
FLASH POINT: -18°C (0°F)(Tapa Cerracia)
AT, Boker SOLUSORE™ a5 recomendado pas aofilok

HECHO EN MEXICO




CARACTERISTICAS DE LAS SUSTANCIAS

SUSTANCIAS
TOXICAS, NOCIVAS
0 VENENOSAS
(AZUL)

Anilina

Oxido de calcio
Tetracloruro de
carbono

Acetato de plomo
Sulfato de plomo
Mercurio

Oxido de mercurio
Nicotina

Cromato de potasio
Cloruro de cinc

SUSTANCIAS
FLAMABLES O
CORBURENTES
(ROJO)

Acetona
Etanol
Metanol
Magnesio
metalico
Eter de
petroleo
Sodio metalico
Disoluciones
de tincion
Disoluciones
de indicador
universal
Eter etilico

SUSTANCIAS
OXIDANTES
Y/ 0
EXPLOSIVAS
(AMARILLO)

Nitrato de:
Amonio,
aluminio,
mercurio,
plata, potasio,
etc.
Permanganato
de potasio
Peroxido de
sodio

Agua
oxigenada
Dicromato de
potasio
Yodato de
sodio

Acido Nitrico

SUSTANCIAS
CORROSIVAS 0
IRRITANTES
(BLANCO)

Acido acético
Amoniaco

Agua clorada
Hidréxido de sodio
(sosa)

Acido sulfarico
Hidroxido de amonio
Acido
clorhidrico(muriatico)

SUSTANCIAS SIN
PROBLEMAS DE
ALMACEN
(VERDE)

Aluminio
Cobre

Hierro

Acido ascorbico
Acido citrico
Bicarbonato de
sodio

Cloruro de
amonio
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MEDIDAS ESTANDAR

1 Atmésfera =76.2 cm de Hg a 16.6°C =1.035 kg / cm’
1 m de agua a 16.6°C = 0.1 kg / cm’

1 mol = Numero de abogadro = 6.022 X 10 13

R = Constante de los gases 2.43 X 10 S keal em” atm’
T = Temperatura Estandar = 25°C a 1 atm.

1

VALORES CALORICOS.

1cal = 4.2 julios = 1 N.m = 1Kg (m / s)*

Es una unidad de energia. Se define como la cantidad de energia requerida para
elevar la temperatura de un gramo de agua aun grado centigrado. Dado que la
capacidad térmica del agua cambia con la temperatura, esta definicion no es
precisa. La caloria basica o termoquimica (cal T real es). La tabla internacional de
calorias se define como 4. 1864 julios.

La unidad basica utilizada por los nutriélogos debe ser la kilocaloria (kcal), por lo
tanto el factor de conversion es: 1 kcal = 4. 1864 kj.

iNota! Al calcular el valor energético de las biomoléculas de importancia en la
dieta, se ignora deliberadamente la contribucion, si es que existe, de otros aziicares
como la celulosa y el de otros acidos organicos, asi como el del gasto energético que
realiza el metabolismo en su mismo proceso.

Por lo tanto, los factores de conversion de la energia metabdlica son objeto de
investigacion y de controversia.

El pais de Inglaterra recomienda un factor de conversion de 3.75 kcal para el
carbohidrato utilizable (monosacarido). Entonces el valor calérico se calcula como
sigue.

Valor calérico total (kcal x 100g) =
P x 4.0 (calorias de la proteina)+

F x 9.0 (calorias de la grasa) +

C X 3.75 (calorias del carbohidrato)

En donde

P = contenido proteico en %

F = contenido de grasa en %

C = contenido de carbohidrato utilizable en %

Biomolécula Factor de conversion | Factor de conversion
(kcal / g) (Kjulios / g)

Monosacarido 3.75 16
Almidon 4.1 -

Sacarosa 39 -

Glucosa y fructuosa 3.75 16
Alcohol 7.0 29
Lipido 9.0 37
Proteina 4.0 37
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Por lo tanto tenemos que:

Valor calérico total (kj x 100g) =
P x 17 (julios de la proteina)+

F x 37 (julios de la grasa) +

C X 16 (julios del carbohidrato)

En donde

P = contenido proteico en %

F = contenido de grasa en %

C = contenido de carbohidrato utilizable en %

iNota! Los valores dados en la tabla son los propuestos por el
U.K.Ministryofagriculture, Fisheries & Food. Food Standards Comité (October
1976)

ULTRACENTRIFUGACION

1 Catal = Se usa para medir velocidad de reaccién enzimatica en un sistema
analitico a condiciones dadas.
1 Catal = 1 mol / seg.

Dalton = Unidad de masa molar en gramos.

Dalton = Masa Molar (gramos) / 1 mol de la molécula de la proteina o acido
nucleico en cuestion, por lo tanto

Dalton = M.M. Relativa / 1/12 Parte de un atomo de carbono (solo en éste caso es
adimensional)

M = Masa molecular Conocida (para proteinas globulares) = 6000 como constante
M = (6000) x S** = Daltons

Por ejemplo: Se desea saber el peso molecular del quimiotripsinogeno, en donde
S=2.54

M = (6000) x S**

M = (6000) x (2.54"°) = 24, 288 Daltons = 24. 288 Kd = 24, 288 g /mol

S = Unidad de sedimentacion para proteinas, acidos nucleicos y organelos
S=1 Svedberg=10 " seg.  Una biomolécula tiene un rango que va
del 1 S-200S.

xg = Fuerza gravitacional, 1xg = Una gravedad = 980 cm / seg.

G = Campo centrifugo, en donde
® = Velocidad angular en radianes / seg. De la centrifuga
r = distancia radial en cm. De la centrifuga =r.p.m.

® =2z (r.p.m.) / 60 para campo centrifugo ® = (r/60) (2 7) para S

G=0'r G=4n* (r.p.m.) 2/ 3600
CCR = Campo Centrifugo Relativo Simplificando decimos que:
CCR=4nr" (rp.m.)r/ 3600 x 980 CCR=1.11x107 (r.p.m.)*r
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