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INTRODUCCION

La Bioquimica es la ciencia que estudia los procesos quimicos de los seres vivos
desde dos puntos de vista: estructural y funcional. Mediante el primero conocemos
la distribucidn espacial de la materia viva; con el segundo, el papel que juega en el
organismo.

Para comprender la influencia de la Bioquimica en la Medicina, es preciso conocer
los elementos quimicos que conforman la materia viva, la estructura de las
biomoléculas (proteinas, carbohidratos, lipidos, nucleétidos, vitaminas, etc.), su
comportamiento que bajo los principios basicos de la termodinamica llevan a cabo
para que las células logren realizar sus funciones de crecimiento, reproduccion,
envejecimiento y muerte.

El objetivo del manual es familiarizar al estudiante con algunas propiedades de las
biomoléculas y ponerlo en contacto con el método cientifico. Se trata de que con
practicas sencillas y representativas se logre explicar algunas propiedades de las
biomoléculas. Cada una de las practicas contiene la metodologia necesaria para el
desarrollo experimental de las mismas, asi como los antecedentes tedricos
necesarios para la comprension de cada uno de los experimentos. Es importante
gue el alumno lea previamente las instrucciones de este manual y cuente con los
conocimientos tedricos suficientes para lograr un andlisis completo de cada
experimento a realizar.

Por otro lado el trabajo en el laboratorio también tiene el objetivo de lograr el
aprendizaje colaborativo en el alumno, al incrementar su responsabilidad y
participacion activa, proporcionando mayor autoestima y unas relaciones
interpersonales mas positivas.

Para lograr lo anteriormente descrito es necesario que el estudiante tenga
presente siempre que:

a. Debe de leer sus practicas antes de realizarlas.

b. Debe consultar los libros de texto, o las paginas web propuestas, para
aclarar dudas y resolver los cuestionarios.

c. Debe realizar los experimentos con cuidado, procurando entender el por
gué de los resultados.

d. Debe observar minuciosa y criticamente cada uno de los cambios
ocurridos.

e. Debe anotar sus observaciones y resultados para que con un analisis critico
buscar la explicacion cientifica.
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MATERIAL DE LABORATORIO

A continuacion como parte de la informacién previa con la que debes de contar, se
describen algunos de los materiales de mayor uso en los experimentos.

TUBOS DE ENSAYO

Descripcion.- Son tubos de vidrios cerrados por uno de sus

extremos. Hay diferentes capacidades con borde o sin él. El tamafio

del tubo se puede expresar por las dimensiones de su didmetro o su U “ N
altura, comunmente en mm, por ejemplo: 13 mm x 100 mm.

Usos.- Los tubos de ensayos son utilizados generalmente para realizar ensayos
quimicos de caréacter cualitativo con pequefias cantidades de reactivo, los cuales
al entrar en contacto originan algun cambio de color o aparicién de precipitado. La
mezcla de reactivos en un tubo de ensayos no debe hacerse nunca colocando un
dedo en la boca del tubo para luego agitarlo, para ello se deben utilizar tapones o
papel parafilm.

VASOS DE PRECIPITADOS

Descripcion.- Son vasos de vidrio de varios tamafios y
capacidades; pueden estar graduados o no. Los vasos de
precipitados mas convenientes para uso corrientes tienen pico,
porque facilita verter liquidos o soluciones.

Usos.- Se les emplean en diversas operaciones tales como calentamientos de
liguidos para efectuar reacciones (generalmente para precipitaciones), para
colectar, liquidos, etc. Se elegira el tamafio del vaso segun el volumen del liquido
que debe manipularse.

MATRAZ DE ERLENMEYER
Descripcién.- Son recipientes de vidrio, de forma cénica graduados.

Usos.- Tienen numerosas aplicaciones, por ejemplo sirven para " 4
calentar liquidos que presentan una evaporacion. El uso mas comudn es '
en titulaciones de analisis de cuantitativos, por la facilidad de agitar la

solucion a titular sin peligro de que esta se derrame. También se usa para realizar
filtraciones.

PIPETAS

Descripcion.- Es un instrumento volumétrico de laboratorio que permite medir
la alicuota de liquido con bastante precision. Suelen ser de vidrio. Esta formada

ACADEMIA DE MATERIAS FISIOLOGICAS


http://es.wikipedia.org/wiki/Material_volum%C3%A9trico_(qu%C3%ADmica)
http://es.wikipedia.org/wiki/Al%C3%ADcuota
http://es.wikipedia.org/wiki/Material_de_vidrio_(qu%C3%ADmica)

LABORATORIO DE BIOQUIMICA MEDICA |

N, por un tubo transparente que termina en una de sus puntas
de forma conica, y tiene una graduacion (una serie de
marcas (grabadas) con la que se indican distintos
volimenes. Hay dos clases de pipetas: las graduadas o de
simple aforo, es decir, seenrasauna vez en loscero
mililitros, y luego se deja vaciar hasta el volumen que se
necesite; en otras, las denominadas de doble enrase o de
doble aforo, se enrasa en la marca o aforo superior y se
deja escurrir el liquido con precaucion hasta enrasar en el

aforo inferior.

Usos.- Estan destinadas a medir liquidos, ya sean operaciones rutinarias (pipetas
graduadas) o en aquellas que se necesiten precision cientifica (pipetas aforadas o
volumétricas). Estas ultimas posees un bulbo y se usan para transferir un volumen
definido de liquido.

PROBETAS

Descripcion.- Son recipientes cilindricos graduados de material de vidrio
o de plastico de diferentes capacidades.

Usos.- Se emplean para medir determinados volumenes de liquidos o
soluciones en los casos que no se necesitan mucha exactitud.

=

BURETAS

Descripcién.- Son tubos largos, cilindricos, de material de vidrio, con
una llave de descarga en uno de sus extremos. Las buretas se
fabrican de diferentes capacidades, comunmente de 50 ml,
graduadas al décimo de ml (0.1 ml).

[ —]

Usos.- Las buretas se emplean para descargar distintas cantidades
de soluciones. El mayor uso que se les da es en las llamadas titulaciones
volumétricas. Una vez limpia y vacia la bureta se mantiene en posicién vertical
mediante un soporte apropiado.

laboratorio especialmente cuando se arman aparatos complicados.
Entre los soportes que se usan mas comunmente se pueden citar a *
los siguientes: e

SOPORTES |'q
Descripcidén.- Son aparatos metalicos o de madera que tienen la i
finalidad de sostener en posiciones fijas los diferentes materiales de
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a) El soporte universal o pie, estan constituido de una varilla metélica enroscada a
una base de hierro rectangular o triangular.

b) Aros de soporte, que son anillos de hierro que llevan soldadas una varilla que
pueden tener en su extremo libre una pinza para fijarla al pie y se usan para
colocar rejillas de asbestos o embudos.

c) Soportes tripodes, que son anillos sostenidos por 3 varillas que le sirvan de
apoyo y se utilizan para sostener en los procesos de calentamiento con mechero
de gas.

MECHERO BUNSEN

Descripcidon.- Los mecheros sirven para quemar diferente tipo de gases, de
acuerdo a su construccion, entre los que se pueden mencionar: gas
=weteir e hulla, gas de gasolina, gas natural, acetileno, butano, propano,
Lr—=mmeotc - Hay diferentes tipos de mecheros, entre ellos se pueden
distinguir a aquellos que tienen regulacion de gas y los que no lo
tienen. Los que se emplean en el laboratorio son simples,
pertenecen al segundo tipo y sirven para quemar gas propano.

i

El mechero tiene una base pesada en la que se introduce el
suministro de gas. De alli parte un tubo vertical por el que el gas
fluye atravesando un pequefio agujero en el fondo de tubo. Algunas
perforaciones en los laterales del tubo permiten la entrada de aire
en el flujo de gas proporcionando una mezcla inflamable a la salida de los gases
en la parte superior del tubo donde se produce la combustion. El mechero Bunsen
es una de las fuentes de calor mas sencillas del laboratorio y es utilizado para
obtener temperaturas no muy elevadas. Consta de una entrada de gas sin
regulador, una entrada de aire y un tubo de combustién. El tubo de combustidon
esta atornillado a una base por donde entra el gas combustible a través de un tubo
de goma, con una llave de paso. Presenta dos orificios ajustables para regular la
entrada de aire.

La cantidad de gas y por lo tanto de calor de la llama puede controlarse ajustando
el tamafio del agujero en la base del tubo. Si se permite el paso de mas aire para
su mezcla con el gas la llama arde a mayor temperatura (apareciendo con un color
azul). Si los agujeros laterales estan cerrados el gas soOlo se mezcla con
el oxigeno atmosférico en el punto superior de la combustion ardiendo con menor
eficacia y produciendo una llama de temperatura mas fria y color rojizo o
amarillento, la cual se llama "llama segura” o "llama luminosa”. Esta llama es
luminosa debido a pequefas particulas de hollin incandescentes. La llama amarilla
es considerada "sucia" porque deja una capa de carbdn sobre la superficie que
estda calentando. Cuando el quemador se ajusta para producir llamas de alta
temperatura, éstas (de color azulado) pueden llegar a ser invisibles contra un
fondo uniforme.

ACADEMIA DE MATERIAS FISIOLOGICAS


http://es.wikipedia.org/wiki/Calor
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno

LABORATORIO DE BIOQUIMICA MEDICA |

REGLAMENTODELABORATORIO

1. Solo tienen derecho a realizar practicas de laboratorio, los alumnos inscritos
oficialmente.

2. En cada practica habra una tolerancia de 10 minutos para la entrada; no habra
retardos y se pondré falta a quien no llegue a la hora.

3. Para el trabajo del laboratorio es indispensable traer bata, una franela,
marcador de tinta permanente, asi como jab6n de tocador para el aseo de sus
manos una vez finalizada la practica.

4. Dentro del laboratorio, el alumno debera guardar la debida compostura, esto es
no sentarse en las mesas de trabajo, ni dirigirse a su profesor (a) o comparieros
del grupo en voz alta.

5. Durante el desarrollo de la practica queda estrictamente prohibido la entrada de
personas ajenas al grupo, asi como comer o beber.

6. El material del laboratorio roto, deteriorado o extraviado por los alumnos debera
reponerse por el responsable directo, o por el equipo de personas que efectuaron
la practica.

7. La informacion referente a las practicas que se desarrollaran en el curso, esta
contenida en el Manual del Laboratorio de Bioquimica Médica |, por lo que el
alumno debera traer su manual impreso en cada sesion de trabajo.

8. El uso de reactivos peligrosos estara restringido Unicamente al profesor.

9. Evite el contacto de productos quimicos con la piel; si esto ocurre lavar
rapidamente con abundante agua.

10. Manipular el material de vidrio con especial atencion, para evitar lesiones por
cristaleria rota.

11. Al término de la sesion, el alumno debera dejar limpio su area de trabajo y el
material de desecho sera colocado correctamente en los recipientes especificos
destinados para ello. Desde la primera sesion y en todas ellas, debera el
alumno verificar la colocacion y existencia de dichos recipientes. De no
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encontrarlos preguntar al profesor donde se desechara el material.

12. El Informe de las préacticas realizadas, debera hacerse segun instrucciones del
profesor (a) y en la fecha sefialada por éste(a).

13. El alumno que falte a alguna practica, tendra calificacion de cero en la misma.
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PRACTICA 1

ALGUNAS PROPIEDADES DEL AGUA

Objetivo. ElI alumno identificara algunas propiedades del agua mediante

experimentos sencillos

INTRODUCCION

El agua funciona como disolvente universal en los medios intracelular y
extracelular gracias principalmente a dos de sus propiedades: su tendencia a
formar enlaces de hidrogeno y su caracter dipolar.

La solubilidad depende de la capacidad de un solvente de interactuar con un
soluto con mas fuerza que lo que las particulas de soluto interactian entre si, el
agua disuelve mas tipos diferentes de solutos que cualquier otro solvente. El
caracter polar del agua la hace un disolvente excelente para moléculas polares y
i6nicas (hidrofilicas), las sustancias no polares (hidrofébicas) son practicamente
insolubles en agua, pero solubles en disolventes no polares.

Las atracciones electrostaticas entre los dipolos de las moléculas de agua son
fundamentales para las propiedades del agua en si y para su papel como
disolvente. Las moléculas de agua vecinas tienden a orientarse de manera que el
hidrogeno de una molécula (el extremo positivo) apunte hacia uno de los pares de
electrones del oxigeno de otra molécula de agua (el extremo negativo). La
asociacion intermolecular direccional resultante se conoce como puente (enlace)
de hidrégeno.

Una sustancia con el peso molecular del agua deberia existir en forma gaseosa a
temperatura ambiente, y tener un punto de fusién de -100°C. Sin embargo es
liguida a temperatura ambiente y funde a 0°C. La formacion de puentes de
hidrogeno entre moléculas de agua, resulta en propiedades térmicas poco
comunes como alto calor especifico y alto calor de vaporizacion. El agua absorbe
grandes cantidades de calor que utiliza en romper los puentes de hidrégeno. Su
temperatura desciende mas lentamente que la de otros liquidos a medida que va
liberando energia al enfriarse. Esta propiedad permite que el citoplasma acuoso
sirva de proteccion para las moléculas organicas en los cambios bruscos de
temperatura. El agua tiene el calor especifico mas alto de todas las sustancias
excepto el amoniaco liquido. Cuando se eleva la temperatura del agua, las
moléculas deben vibrar mas rapido, asi, para romper los puentes de hidrégeno
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entre las moléculas de agua debe suministrase gran cantidad de energia al
sistema.

La evaporacion del agua requiere una cantidad de energia excepcional para una
molécula de su tamafio, por consiguiente, tanto el calor de evaporacion como el
punto de ebullicién del agua son excepcionalmente elevados. Debido al alto calor
de vaporizacion, la evaporaciéon que ocurre durante la transpiracion, tiene un
notable efecto enfriador y la condensacion tiene efecto de calentamiento.

MATERIAL POR EQUIPO

1 Plato desechable

2 Aplicadores de madera

1 Globo mediano

Un cuarto de hoja de papel tamafio carta
1 Soporte universal

1 Anillo

1 Rejilla de asbesto

1 Mechero

MATERIAL Y EQUIPO POR GRUPO

1 Frasco de pimienta negra molida
1 Jabdn en pasta

EXPERIMENTO No. 1 EL AGUAY LA PIMIENTA
PROCEDIMIENTO:

1. Agregar al plato un poco de agua de la llave.

2. Agregar al agua del plato un poco de pimienta negra molida, hasta que se cubra
ligeramente la superficie del liquido.

3. Tocar con un aplicador de madera la superficie del liquido, hacer
observaciones.

4. Ahora tocar la superficie del liquido, con un aplicador de madera que tiene un
poco de jabon en pasta en el extremo, hacer observaciones.

EXPERIMENTO No. 2 EL AGUAY EL GLOBO
PROCEDIMIENTO:

1. Inflar el globo.
2. Abrir la llave del agua, hasta que se forme un fino chorrito.
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3. Acercar el globo al chorrito de agua (sin mojarlo), hacer observaciones.

4. Frotar el globo sobre el cabello de algin compafiero de equipo y acercarlo
nuevamente al chorrito de agua (sin mojarlo), hacer observaciones.
EXPERIMENTO No.3  EL AGUA Y LA CHAROLA DE PAPEL
PROCEDIMIENTO:

1. Con la hoja de papel, elaborar una charola pequefa, asegurate de que no se
deshaga.

2. Colocar la charola sobre la rejilla de asbesto y agregarle un poco de agua de la
llave hasta tener aproximadamente 0.5 cm de profundidad.

3. Colocar la rejilla de asbesto con la charola en el anillo del soporte universal y

calentar con flama baja.
4. Hacer observaciones conforme transcurre el tiempo.

CUESTIONARIO:

1. Explique con sus propias palabras el término “Tension Superficial”.
2. ¢Qué tipo de compuesto es el jabon?

3. ¢Qué es un tenso activo?

4. ¢Por qué compuestos estd formada la pimienta y cuéles son sus
caracteristicas quimicas? ¢ Cual es el papel que desempefia en la practica?

5. Explica por qué la molécula de agua presenta cargas parciales positivas y
negativas.

6. Diga cudl es el porcentaje de agua intracelular y extracelular y como esta
distribuida.

7. Diga que significa el término “Calor Especifico del agua”.

8. Explique en base a cuales de sus propiedades el agua funciona como un
termorregulador y como actian estas en dicha funcién.

9. Explique por qué un paciente con fiebre presenta sed.
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PRACTICA 2

OSMOSIS

Objetivo. El alumno demostrara el transporte de sustancias a través de

membranas y comprendera el concepto de la 6smosis.

INTRODUCCION

Células, tejidos y oOrganos, estan separados entre si y del medio externo por
membranas. Cada célula tiene una membrana, y cada organelo tiene su propia
membrana.

Los alimentos, productos de desecho, sales, agua y gases estdn en movimiento
continuo entrando y saliendo de las células a través de las membranas. Todos
estos movimientos de transporte que suceden continuamente en las células,
tienen diferentes mecanismos de transporte, dependiendo de la naturaleza de las
sustancias, concentracion, solubilidad, etc. Entre estos mecanismos se encuentra
uno muy importante que es la 6smosis.

La 6smosis es un fendbmeno en el que se produce el paso o difusion de un
solvente a traveés de una membrana semipermeable, la cual permite el paso del
solvente pero no del soluto, desde una solucibn con menor concentracién de
soluto a otra con mayor concentracion de soluto. Es un fenémeno fisico-quimico
relacionado con el comportamiento del agua ante una membrana semipermeable
para el solvente (agua) pero no para los solutos. Tal comportamiento entrafia una
difusién simple del agua a través de la membrana, sin "gasto de energia". La
osmosis es un fenomeno biolégico importante para la fisiologia celular de los seres
vivos, ya que el solvente del organismo es el agua.

La capacidad que tiene el agua de atravesar la membrana plasmatica, que se
comporta como una membrana semipermeable, depende de la diferencia de
concentracion entre los liquidos extracelular e intracelular y viene determinada por
la presencia de sales minerales y moléculas organicas disueltas.

Los medios acuosos separados por membranas semipermeables pueden tener
diferentes concentraciones, y se denominan:

e Hipertonicos, los que tienen una elevada concentracion de solutos con
respecto a otros en los que la concentracion es inferior.
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e Hipotdnicos, los que contienen una concentracion de solutos baja con
respecto a otros que la tienen superior.

Las moléculas de agua difunden desde los medios hipotonicos hacia los
hipertonicos provocando un aumento de la presion sobre la cara de la membrana
del compartimento hipoténico, denominada presion osmotica. Como
consecuencia del proceso osmoético se puede alcanzar el equilibrio, igualandose
las concentraciones, y entonces los medios seran isotonicos, es decir que tienen
la misma concentracion.

MATERIAL POR EQUIPO

4 Tubos de ensaye de 13 x 100 mm
1 Aguja de Vacutainer

1 Adaptador para Vacutainer

1 Ligadura

1 Tubo Vacutainer con anticoagulante (tapon lila)
2 Portaobjetos

4 Cubreobjetos

4 Pipetas de 2 mi

4 Pipetas Pasteur con bulbo

1 Gradilla para tubos de ensaye

1 Microscopio

2 Vasos de precipitado de 250 ml

MATERIAL Y EQUIPO POR GRUPO

1 Cuchillo
1 Charola de diseccién

REACTIVOS
Soluciones de NaCl al 2%, al 0.9% y al 0.5%.
Torundas con alcohol

Agua destilada
Solucion saturada de Cloruro de sodio (NacCl)

MATERIAL BIOLOGICO

Sangre humana
1 papa

EXPERIMENTO No. 1 OSMOSIS EN CELULAS ANIMALES

PROCEDIMIENTO:

ACADEMIA DE MATERIAS FISIOLOGICAS
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1. Coloca una ligadura en el brazo y realiza limpieza con la torunda con alcohol en
un solo sentido en la region de flexién de la articulacién del codo.

2. Procede a extraer sangre por puncion venosa colocando la aguja con el bisel
hacia arriba en un angulo de menos de 45° con respecto a la vena; extraer la
sangre (un total de 3 ml), retira la ligadura, saca el tubo y mézclalo por inversion 3
veces, saca la aguja presionando el sitio de puncién para hacer hemostasia.

4. Numera tubos de ensaye en una gradilla y agregue 2 ml de la solucion que se
indica:

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4

NacCl al} | NaCl al | | NaCl al H20
2.0% 0.9% 0.5% Destilada

5. Agrega 4 gotas de sangre en cada tubo y mezcla suavemente hasta tener una
suspensién uniforme.

6. Deja reposar entre 15-20 minutos. Sostén los tubos contra una hoja blanca
para observar si hay transparencia.

7. Pasado el tiempo, mezcla suavemente, con la pipeta Pasteur coloca una gota
de cada solucién en un portaobjetos; cubre con el cubreobjetos y examina las
preparaciones con el objetivo seco fuerte del microscopio.

8. Observa y describe lo que sucede en cada tubo relacionado al fenébmeno
osmatico.

EXPERIMENTO No. 2 OSMOSIS EN CELULAS VEGETALES
PROCEDIMIENTO:

1. Colocar 100 ml de agua destilada en un vaso de precipitados de 250 ml (vaso
testigo).

2. En otro vaso de precipitados colocar 100 ml de una solucion sobresaturada de
NacCl.

3. En ambos vasos colocar una rebanada de papa de 1 cm de grosor, como en la
figura 1.

4. Dejar reposar ambos vasos durante 30 minutos.
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5. Después de 30 minutos se sacan las rebanadas de papa con los dedos y se
prueba su dureza o turgencia, tratando de doblarlas y ver qué tan flexibles son,
escribe las observaciones.

CUESTIONARIO:
1. Define 6smosis.
2. ¢ Qué factores alteran el grado de 6smosis y en qué direccion?

3. Da dos ejemplos de casos médicos en los que se presenta este fendbmeno y
explica como se lleva a cabo.

4. Investiga y explica lo que significa el término “coma hiperosmolar’ en el
organismo humanao.

5. Define solucion isotdnica, solucion hipotonica y solucion hiperténica.

6. Define lisis, plasmdlisis y turgencia.

ACADEMIA DE MATERIAS FISIOLOGICAS
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PRACTICA 3

SOLUCIONES REGULADORAS

Objetivo. El alumno analizar4d los mecanismos amortiguadores de ciertas

sustancias y comparara el pH de diferentes liquidos.

INTRODUCCION

Debido a que las propiedades de numerosas moléculas biolégicas varian con el
pH, es importante que el pH de los sistemas vivos se conserve dentro de ciertos
limites estrechos. Para mantener el pH adecuado el cuerpo cuenta con sistemas
amortiguadores o soluciones reguladoras o buffer.

Las soluciones reguladoras estan formadas por un acido débil (dador de protones)
y su base conjugada (que acepta protones). Estas soluciones pueden resistir un
cambio de pH cuando se les afiade un acido o base fuerte (bajo ciertos limites).

La eficacia y capacidad de un sistema amortiguador depende de la relacion entre
las concentraciones de la base conjugada (o sal) y el acido débil, como se indica
en la ecuacion de Henderson-Hasselbach:

pH = pK + log [sal] / [acido]

En esta ecuacion se expresa la relacion entre el pH de la forma &cida del par
amortiguador (representa el punto medio entre los limites extremos del efecto
amortiguador) y la concentracion de cada miembro del par amortiguador. El pK es
diferente para cada soluciébn amortiguadora y se determina midiendo el pH de una
solucion que contenga concentraciones iguales de los dos componentes que
constituyen el par amortiguador, por ejemplo:

Si [sal] = [acido] entonces: [sal] / [acido] =1

Como el logaritmo de 1 es igual a cero, entonces el pK = pH (del sistema
amortiguador).

MATERIAL POR EQUIPO

1 Bureta de 25 ml
1 Pinza para bureta
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1 Soporte universal

1 Probeta de 50 ml

1 Vaso de precipitado de 250 ml

1 Vaso de precipitado de 50 ml

5 Tubos de ensaye de 13 X 100 mm
1 Gradilla

5 Pipetas de 5 ml

1 Potenciémetro

1 Agitador magnético

REACTIVOS

NaH,PO,4 0.1 M

NaOH 0.1 M

Tiras reactivas de pH Merck

Torundas de algodon en alcohol

Solucién reguladora a pH de 7.0 (sin colorante)
Leche

Refresco de cola

Jugo natural o comercial

Melox

Agua destilada

EXPERIMENTO No. 1 TITULACION DEL FOSFATO MONOSODICO
PROCEDIMIENTO:

1.- En un vaso de precipitados de 250 ml, colocar 50 ml de la solucién de
monofosfato de sodio 0.1 M, introducir los electrodos del potenciometro y medir su
pH.

2.- En agitacién constante agregar lentamente solucion de hidroxido de sodio 0.1
M mediante una bureta y anotar los cambios de pH después de la adicion de cada
2 ml. Afadir hidréxido de sodio hasta que el pH llegue a 11.

3.- Con los resultados obtenidos elaborar una grafica en papel milimétrico (pH vs
ml de hidréxido de sodio 0.1 M gastados) y observar si hay una zona de
amortiguacion e indicarla en su gréfica.

EXPERIMENTO No. 2 MEDICION DEL pH EN DIFERENTES SOLUCIONES
PROCEDIMIENTO:

1. Colocar 3 ml de cada una de las sustancias: leche, refresco de cola, jugo,
melox y agua en tubos de ensaye.
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2. Sumergir una tira reactiva de pH durante 10 segundos en cada uno de los tubos
anteriores.

3. Retirar el exceso de liquido sacudiendo ligeramente la tira reactiva o secando
con papel.

4. Comparar el color obtenido con la gama de colores que indica el pH obtenido.

5. Elaborar una tabla con los resultados obtenidos.

6. Investigar que compuesto(s) probable(s) establece el pH en cada una de las
sustancias probadas.

CUESTIONARIO:
1. Defina qué es un amortiguador y cémo funciona.

2. Diga cdmo se encuentran las concentraciones de los componentes de un
amortiguador cuando se encuentran a un pH que es igual a su pK.

3. Escribe la reaccion que se lleva a cabo entre el monofosfato de sodio y el
hidréxido de sodio.

4. Explica por qué se forma una solucién amortiguadora durante la titulacion del
monofosfato de sodio con el hidréxido de sodio.

5. Mencione los principales amortiguadores del organismo humano, de que
compuestos esta constituido cada uno.
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PRACTICA 4

REGULACION DEL EQUILIBRIO ACIDO-BASICO

Objetivo. El alumno observara los mecanismos regulatorios del equilibrio acido

base que llevan a cabo el pulmén y el rifidn ante condiciones que tienden a
alterarlo.

INTRODUCCION

El equilibrio 4cido base estudia los mecanismos que mantienen los valores de los
iones hidrogeno de los liquidos corporales dentro de los limites normales. La
concentracion de iones H” libres en sangre se mantiene normalmente entre 40 y
45 nmol/litro, lo cual da un valor de pH sanguineo comprendido entre 7.35y 7.45,
valor medio de referencia 7.4. El organismo produce continuamente acidos no
volédtiles y CO,como consecuencia del metabolismo, estas moléculas
generadoras de H" modificaran la concentracion de estos iones y el valor del pH.
La regulacion se realiza en dos etapas:

1. Los iones H" son amortiguados o neutralizados por otras moléculas.
2. Posteriormente son eliminados del organismo.

La concentracion de CO, producido en el metabolismo celular, va a incrementarse
durante el ejercicio intenso. Este gas se une con el agua presente en los capilares
tisulares formando acido carbonico, reaccion que es catalizada por la enzima
anhidrasa carbdnica presente en los eritrocitos. El aumento de acidez en sangre
se regula gracias a que esta misma enzima cataliza la reaccion de forma
reversible en los capilares pulmonares formando H,O + CO, y este ultimo sale al
exterior con la respiracion.

La concentracion de bicarbonato en la sangre, es regulada por el rifién y en
condiciones normales se mantiene en 25 meq/Il. Si los tubulos renales aumentan la
excrecion de bicarbonato, la orina se vuelve alcalina, y la relacién
bicarbonato/acido carbonico se torna menor de 20, disminuyendo el pH de la
sangre.

MATERIAL POR EQUIPO

4 Vasos desechables de 250 ml
10 Tiras reactivar para pH Merck
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EXPERIMENTO 1. PARTICIPACION DEL APARATO RESPIRATORIO Y EL
RENAL EN EL CONTROL DEL pH DEL ORGANISMO HUMANO.

PROCEDIMIENTO:

a) Un alumno de cada equipo desayunara o comera normalmente evitando la
ingestion de jugos acidos.

b) Una hora antes de la préactica, tomara 500 ml de agua y durante este tiempo
puede orinar pero desechara la orina.

c) Al iniciar la préactica, debera ingerir otros 500 ml de agua y acudira al bafio para
depositar orina en un vaso desechable de 250 ml, determinar el pH de la orina con
tira reactiva.

d) Después de orinar el alumno volvera a ingerir otros 500 ml de agua y en
seguida realizara un ejercicio muscular intenso; puede subir y bajar escaleras o
trotar durante 15 minutos.

e) Al término del tiempo del ejercicio, volvera a orinar y le medira nuevamente su
pH.

f) A partir de este momento el alumno ya no podra ingerir agua y se recolectaran
muestras de orina cada 15 minutos hasta obtener un total de 5. Determinar el pH
de cada muestra.

EXPERIMENTO 2.

PARTICIPACION DEL RINON EN EL MANTENIMIENTO DEL EQUILIBRIO
ACIDO-BASE.

PROCEDIMIENTO:

a) Un alumno de cada equipo desayunara o comera normalmente evitando la
ingestion de jugos acidos.

b) Una hora antes de la practica, tomard 500 ml de agua y durante este tiempo
puede orinar pero desechara la orina.

c) Al iniciar la practica, debera ingerir otros 500 ml de agua y acudira al bafio para
depositar orina en un vaso desechable de 250 ml, determinar el pH de la orina con
tira reactiva.

d) Después de orinar, este alumno ingerira 250 ml de una solucion de bicarbonato
de sodio al 3%. A partir de este momento se recolectaran muestras de orina
cada 15 minutos hasta completar un total de 5 y se les medira su pH. Ya no se
debe ingerir agua de aqui en adelante hasta terminar la prueba.

e) Con los resultados obtenidos, realizar una grafica de pH contra tiempo,
interpretar los resultados y discutirlos en el grupo.
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CUESTIONARIO:

1. ¢ Cudles son los sistemas amortiguadores del organismo?

2. ¢ Cual de los sistemas mencionados es el que actla en la practica?
3. Explica los mecanismos de compensacion pulmonar y renal.

4. ¢Qué tipo de alteracion acido base se presenta en el primer experimento y
como la compensa el organismo?

5. ¢Qué tipo de alteracion acido base se presenta en el segundo experimento y
como la compensa el organismo?

6. ¢, Por qué es importante que se mantenga constante, dentro de ciertos limites, el
pH sanguineo?

7. Mediante la ecuacién de Henderson-Hasselbach, determine el pH sanguineo de
un individuo cuya concentracién de bicarbonato fue de 33.9 meq/l y su pCO, de 70
Torrs.
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PRACTICA 5

PROTEINAS

Objetivo. El alumno identificara la presencia de proteinas en algunos alimentos

y determinara el efecto de algunas sustancias sobre su estructura.

INTRODUCCION

Las proteinas son polimeros de alto peso molecular, compuestos por aminoacidos
unidos entre si por enlaces peptidicos, que cuando se solubilizan son de
dimensiones coloidales. Presentan propiedades fisicas y quimicas que dependen
directamente de factores intrinsecos del propio polimero, como son su estructura y
composiciébn de aminoacidos, o bien por factores extrinsecos como el pH,
temperatura, sales, etc. Las proteinas son moléculas relativamente fragiles, que
conservan su actividad biolégica solamente en un intervalo relativamente limitado
de pH y de temperatura.

Existen varios métodos para la identificacion, caracterizacién y cuantificacion de
las proteinas, pero la mayoria tiene como principio alguna reaccion quimica
caracteristica de los grupos R de los diferentes aminoacidos. Entre las técnicas de
identificacion se encuentran las basadas en reacciones de color, cuyo principio se
explica de la siguiente manera: de los aminoacidos presentes en todas las
proteinas, algunos reaccionaran con cierto reactivo para dar productos con colores
caracteristicos. Tales reacciones de color son usadas convenientemente para
determinar la presencia de proteinas o bien para determinar la presencia o
ausencia de aminoacidos especificos en la molécula proteica. Puede decirse que
las proteinas reflejan las propiedades quimicas de los residuos de aminoacidos
gue contienen, por lo que la mayoria de las reacciones coloridas de identificacion
dependen de la existencia de un aminoacido especifico en ellas.

La reaccidon xantoproteica es un metodo que se puede utilizar para determinar la
presencia de proteina en una solucion, empleando &cido nitrico concentrado. La
prueba da resultado positivo en aquellas proteinas con aminoacidos portadores de
grupos aromaticos, especialmente en presencia de tirosina. Una vez realizada la
prueba se neutraliza con un alcali virando a un color amarillo oscuro.

Desnaturalizacién de las proteinas. Cuando las proteinas se exponen a valores
extremos de temperatura o pH, o a algunas sustancias que afectan sus
propiedades de plegamiento, se dice que sufren desnaturalizacion. En general las
propiedades biologicas de una proteina se pierden cuando se desnaturaliza. Los
enlaces peptidicos no suelen resultar afectados cuando las proteinas se
desnaturalizan y la secuencia de aminoacidos en el polipéptido (estructura

ACADEMIA DE MATERIAS FISIOLOGICAS




LABORATORIO DE BIOQUIMICA MEDICA |

primaria) permanece por tanto inalterada. Sin embargo, la desnaturalizacion
ocasiona un desplegamiento en la cadena polipeptidica al destruirse la estructura
de orden superior de la molécula, en particular los enlaces de hidrégeno. El
polipéptido desnaturalizado retiene su estructura primaria porque aquella esta
mantenida por enlaces covalentes. Dependiendo de las condiciones de
desnaturalizacion, el polipéptido puede volver a plegarse una vez suprimido el
agente desnaturalizante. Sin embargo, el hecho de que la desnaturalizacion
conlleve generalmente a la pérdida de la actividad bioldgica de la proteina,
demuestra claramente que la actividad biolégica no puede asociarse a la
estructura primaria de las proteinas, sino que es el resultado del plegamiento
preciso de la molécula, eventualmente condicionado por la estructura primaria. El
plegamiento de un polipéptido origina, por tanto, dos cosas: (1) el polipéptido logra
una forma Unica que es compatible con una funcion bioldgica especifica, y (2) el
proceso de plegamiento confiere a la molécula su forma quimica mas estable.

MATERIAL POR EQUIPO

1 Gradilla.

1 Mechero.

1 Soporte universal con anillo.

1 Tela de asbesto.

2 Vasos de precipitados de 600 ml.

1 Pinza para tubo de ensayo.

11 Tubos de ensayo de 22 x 175 mm.
7 Pipetas de 1 ml.

REACTIVOS

1 Huevo de gallina por cada 3 equipos.
Solucién de grenetina al 10%.
Solucién de almidén al 10%.
Solucion de sacarosa al 10%.
Leche entera de vaca.

Solucion de acido nitrico al 20%
Hidréxido de amonio concentrado.
Solucion de acido Clorhidrico 1M.
Solucion de hidréxido de sodio 1M.
Solucion de sulfato de cobre 0.1M.
Solucion de acetato de plomo 0.1M.
Agua destilada.

Hielo en cubos.
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EXPERIMENTO No. 1 IDENTIFICACION DE PROTEINAS
PROCEDIMIENTO:

1. Marcar 5 tubos de ensayo, del numero 1 al 5 respectivamente, agregar a cada
tubo lo siguiente: 1ml de clara de huevo (albumina) al primero, 1ml de leche al
segundo, 1ml de solucién de almidén al tercero, 1ml de solucién de sacarosa al
cuarto y 1ml de solucién de grenetina al quinto.

2. Agregar a cada tubo ocho gotas de &cido nitrico al 20%, agitar con cuidado.

3. Colocar los tubos en un vaso de precipitados con agua hirviendo durante 10
minutos.

4. Sacar los tubos del bafio maria y colocarlos en un vaso de precipitados que
contenga agua con hielo durante 5 minutos.

5. Sacar los tubos del agua con hielo y agregar a cada uno cinco gotas de
hidréxido de amonio, mezclar y hacer observaciones.

EXPERIMENTO No.2 EFECTO DE LOS ACIDOS Y LAS BASES EN LAS
PROTEINAS

PROCEDIMIENTO:

1. Marcar tres tubos del uno al tres respectivamente.

2. Agregar 1ml de albumina a cada uno.

3. Afadir al tubo nimero uno 1ml de agua destilada, al tubo nimero dos 20 gotas
de solucién de acido clorhidrico 1M vy, al tubo nimero tres 20 gotas de solucién de
hidroxido de sodio 1M.

4. Agitar cada tubo y hacer observaciones.

EXPERIMENTONo0.3 EFECTO DE LOS METALES SOBRE LAS
PROTEINAS

PROCEDIMIENTO:

1. Marcar tres tubos del uno al tres respectivamente.

2. Agregar 1ml de albumina a cada uno.

3. El tubo niimero uno es el testigo.

4. Afadir al tubo numero dos, 4 gotas de solucion de sulfato de cobre 0.1M, al
tubo namero tres, 4 gotas de solucion de acetato de plomo 0.1M.

5. Agitar los tubos y hacer observaciones comparando con el tubo testigo.
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CUESTIONARIO:

1. Describe 2 reacciones coloridas para la identificacion de proteinas diferentes a
la realizada en la practica.

2. ¢Cual es la accion del acido clorhidrico sobre las proteinas de la dieta en el
estomago?

3. A qué se le llama estructura nativa de una proteina.

4. Explica claramente que le sucede a la estructura de una proteina cuando se
desnaturaliza y cudl es la consecuencia de esto.

5. ¢ Qué efectos tienen los metales pesados en nuestro organismo?
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PRACTICA 6

ANHIDRASA CARBONICA

Objetivo. El alumno constatara la modificacién en la velocidad de una reaccion

ante la presencia de una enzima.

INTRODUCCION

El CO, es un material de desecho proveniente del metabolismo de los tejidos, este
gas es mucho mas soluble que el O, por esta razén difunde con facilidad en los
medios acuosos y a través de las membranas, en consecuencia, basta una
pequefia diferencia de presién parcial (pCO.) para producir un flujo neto de CO;
en cualquier sentido, por eso solo el 6% del CO, presente en la sangre se
encuentra disuelto como tal, ya que la enzima anhidrasa carbdnica contenida en
los eritrocitos, cataliza en ambos sentidos la reaccion:

C02 + Hzo <“—> H2 CO3

El CO, se une a la sangre en los tejidos porque la hemoglobina desoxigenada
actia como un acido muy débil y ademas tiene gran afinidad por el CO,, capta
hidrogeniones del medio y de este modo favorece la disociacion del H, COg:

H2 C03 > HCO3_ + H+

El i6n bicarbonato (HCO3") formado en el interior del eritrocito difunde al plasma,
de modo que se transporta por ambos medios: 2/3 por el plasma y 1/3 por los
eritrocitos, asi la sangre transporta CO, en forma de carbaminohemoglobina y en
forma de bicarbonato, lo contrario ocurre en el pulmoén. La abundancia de O,
favorece la formacién de oxihemoglobina y al actuar esta como un acido fuerte,
cede H " al HCO3", que se convierte en H,COj3 y se elimina en forma de CO, por
accion de la anhidrasa carbdnica, las reacciones acopladas son:

TEJIDOS
HbOg_ + C02 + Hzo — HbH + 02 + HCO3_
Oxihemo- PULMON  Hemoglobina
globinato desoxigenada

(protonada)
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MATERIAL POR EQUIPO

3 Tubos de ensayo de 25 x 200 mm.
3 Pipetas de 5 ml.

1 Probeta de 20 ml.

1 Cronémetro.

MATERIAL Y EQUIPO POR GRUPO

2 Tubos Vacutainer (tapon lila)

2 Agujas para Vacutainer

1 Soporte para aguja de Vacutainer
1 Ligadura

1 Matraz Erlenmeyer de 50 ml

2 Pipetas de 1 ml

REACTIVOS

Azul de bromotimol al 0.01% en agua de la llave.
Solucién salina al 0.9 %.

Torundas en alcohol.

Agua destilada.

Hielo.

MATERIAL BIOLOGICO

Sangre humana.

PROCEDIMIENTO:

El profesor preparard en el matrdz Erlenmeyer una mezcla a partes iguales de
sangre y solucion salina suficiente para todos los equipos.

1. Marcar cada equipo sus tubos con las letras A, B y C respectivamente.

2. Agregar a cada uno de los tubos 15 ml de agua destilada a pH neutro (medidos
con la probeta) y 1 ml de azul de bromotimol (indicador).

3. Alos tubos A y B agregar 0.1 ml de mezcla de sangre-solucion salina, agitar los
tubos hasta tener una mezcla de color uniforme.

4. Introducir todos los tubos en un vaso con hielo y agua durante 10 min.

5. Sacar el tubo A del agua con hielo e introducir hasta el fondo del tubo una
pipeta de 5 ml, soplar en forma lenta y constante dentro de la solucion del tubo al
mismo tiempo que inicia el conteo del tiempo en el cronémetro; al observar el
cambio de color en la solucidon, detener el crondémetro y anotar el tiempo
transcurrido.

6. Repetir lo anterior con el tubo B.
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Nota: La persona que le soplo al tubo anterior debe soplarle a los otros dos
tubos.

7. Con los resultados de los tubos A y B obtener un promedio y ese sera el
resultado de su experimento en presencia de enzima.

8. Sacar el tubo C del agua con hielo, introducir hasta el fondo del tubo una pipeta
de 5 ml y soplar hasta el cambio de color de la solucién, midiendo el tiempo en

que ocurre esto, este sera el resultado del experimento sin enzima.
9. Hacer las conclusiones con respecto a la actividad enzimatica del experimento.

CUESTIONARIQO:

1. ¢ Cual es la funcion de las enzimas?

2. Explica el mecanismo por el cual las enzimas aceleran las reacciones.
3. ¢, Como esta formado el sitio activo de una enzima?

4. ;Cual es la funcién de las coenzimas?

5. ¢ Qué es el Km y que significa?
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PRACTICA 7

INHIBIDORES ENZIMATICOS

Objetivo. El alumno observara el efecto de los inhibidores en las reacciones

enzimaticas para comprender su importancia en los procesos metabdlicos.

INTRODUCCION

La inhibicién de la actividad enzimética por moléculas especificas es importante
porque constituye el principal mecanismo de control de los sistemas biologicos.

A todos aquellos agentes que son capaces de interrumpir o retardar la actividad
enzimatica se les llama inhibidores. La inhibicion puede ser:

» Reversible. Puede ser de tres tipos: competitiva, no competitiva y
acompetitiva.

> lrreversible.

Inhibicion competitiva. EIl inhibidor compite con el sustrato por el sitio activo,
cuando se aumenta la concentracion de sustrato el inhibidor puede ser desplazado
ya que la unién entre enzima e inhibidor es reversible. El inhibidor competitivo
presenta cierto parecido estructural con el sustrato, de modo que se puede unir a
la enzima en el sitio activo, un ejemplo de inhibidor competitivo es el acido
maloénico, el cual tiene un parecido estructural con el acido succinico que es el
sustrato de la enzima succinato deshidrogenasa. La succinato deshidrogenasa es
una enzima que se encuentra asociada a la membrana interna de la mitocondria,
esta remueve 2 protones y 2 electrones del succinato para dar origen al fumarato,
oxidacién asociada a la coenzima FAD.

Inhibicion irreversible. Este tipo de inhibidores se unen por medio de enlaces
covalentes a los grupos funcionales de la enzima, modificando la estructura de la
enzima de tal manera que el sitio activo queda blogueado impidiendo la union del
sustrato. Este tipo de inhibicion es inespecifica, ya que un mismo inhibidor pude
afectar a diversos sistemas enzimaticos.

La citocromo oxidasa es sensible a la presencia de cianuro, azida y monoxido de
carbono, los cuales inhiben irreversiblemente este complejo enzimético y se
interrumpe el transporte de electrones produciéndose una cianosis celular.
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MATERIAL POR EQUIPO

3 Tubos de 13 X 100 mm.

7 Tubos de 16 X 150 mm.

1 Gradilla.

1 Pipeta de 5 ml.

1 Pipeta Pasteur con bulbo.

1 Mortero con pistilo

1Probeta de 50 ml

1 Vaso de precipitado de 50ml.
1 Embudo

1 Gasa de 20 X 20 cm

MATERIAL Y EQUIPO POR GRUPO

2 Balanzas granatarias.
1 Bafo maria a 37°C.
1 Centrifuga.

REACTIVOS

Arena de cuarzo.

Aceite mineral

Corazones de pollo fresco.

Solucién de malonato de sodio al 1%.
Solucién de parafenilendiamina al 1%.
Solucién de fosfato disddico al 0.06%.
Solucion de azul de metileno al 0.01%.
Solucién de succinato de sodio al 1.5%.
Solucion de cianuro de sodio al 0.01%.

|. OBTENCION DE ENZIMAS.
PROCEDIMIENTO:

a) Pesar aproximadamente 4 gramos de corazon de pollo.

b) Moler lo anterior en un mortero con un poco de arena de cuarzo y 24 ml de
fosfato disadico.

c) Dejar reposar la mezcla durante 15 minutos a temperatura ambiente.

d) Colocar la gasa en el embudo y filtrar el contenido del mortero sobre el vaso de
precipitado de 100 ml.

e) Llenar 2 tubos de 13 X100 mm con la solucion obtenida en el paso anterior.

f) Centrifugar a 3000 r.p.m., durante 3 minutos.

g) Con la pipeta Pasteur, separar el sobrenadante y colocarlo en un tubo de 13 X
100 mm.
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Nota: El liquido obtenido es la fuente de enzimas, contiene a la deshidrogenasa
succinicay ala citocromo oxidasa.

II. EFECTO DE LOS INHIBIDORES.
EXPERIMENTO No. 1. DESHIDROGENASA SUCCINICA.

PROCEDIMIENTO:

a) Preparar 3 tubos como se indica en la siguiente tabla:

Tubo | Enzima Succinato Malonato Agua | Azul de metileno
ml ml ml ml ml
1 2.0 0.5 — 1.0 1.0
2 2.0 0.5 1.0 - 1.0
3 - 0.5 - 3.0 1.0

b) Agitar los tubos, observar la coloracion y afadir a cada uno 1 ml de aceite
mineral, no mezclar.

c) Incubar los tubos en el bafio maria a 37 °C durante 15 minutos.

d) Sacar los tubos del bafio maria, observar la coloracion e interpretar.

e) Agitar el tubo nimero 1, observar la coloracién e interpretar.

EXPERIMENTO No. 2. CITOCROMO OXIDASA.
PROCEDIMIENTO:

PRECAUCION:

LA SOLUCION DE CIANURO ES UN VENENO MUY ACTIVO, SU INGESTION
PUEDE CAUSAR LA MUERTE, SEGUIR LAS INSTRUCCIONES DEL
PROFESOR.

a) Preparar tres tubos como se indica en la siguiente tabla:

Tubo | Enzima |Cianuro de sodio| Agua | Parafenilendiamina
ml ml ml ml
1 1.0 - 1.0 1.0
2 1.0 1.0 - 1.0
3 - - 2.0 1.0
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b) Observar la coloracion de los tubos, agitarlos e incubarlos en el bafio maria a
37 °C durante 6 minutos.
c) Sacar los tubos del bafio maria, observar la coloracion e interpretar ésta.

CUESTIONARIO:
1. ¢ Qué es un inhibidor enzimético?
2. ¢ Cuantos tipos de inhibicién enzimética hay y en qué consisten?

3. ¢Cual es el papel que desempefan los inhibidores enziméticos en nuestro
organismo?

4. De los inhibidores empleados en esta practica, ¢cual es competitivo y cual
irreversible?

5. ¢ Cuél es la funcion del aceite mineral en la practica?
6. ¢ Cudl es la funcion del azul de metileno en la practica?

7. Escribe las reacciones que catalizan la deshidrogenasa succinica y la citocromo
oxidasa.
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PRACTICA 8

VITAMINA C (ACIDO ASCORBICO)

Objetivo. El alumno determinara la presencia del acido ascérbico en diferentes

alimentos.

INTRODUCCION

Las vitaminas son sustancias organicas, de naturaleza y composicion variada
imprescindibles en los procesos metabdlicos que tienen lugar en la nutricion de los
seres vivos. No aportan energia, ya que no se utilizan como combustible, pero sin
ellas el organismo no es capaz de aprovechar los elementos constructivos y
energeéticos suministrados por la alimentacién. Las vitaminas se deben ingerir en
la dieta ya que el organismo humano no las puede sintetizar o lo hace en
cantidades tan pequefias que no son suficientes para la salud.

El acido ascorbico conocido como vitamina C, se encuentra en las verduras y
frutas frescas y su deficiencia ocasiona el escorbuto. Es un cofactor enzimatico
implicado en diversas reacciones fisioldgicas (hidroxilacién) tales como la sintesis
de colageno, metabolismo del hierro, transformacion de la dopamina en
noradrenalina y la biosintesis de carnitina. Se oxida al contacto con el aire
perdiendo su funcién de antioxidante y vitaminica. Es un fuerte agente reductor y
en su oxidacion cede dos atomos de hidrégeno para transformarse en &cido
dehidroascorbico, que también tiene actividad de Vitamina C, la proporcion de
estas dos formas varia en el organismo aunque predomina la forma reducida. El
acido ascorbico esta implicado en la sintesis del colageno, la principal proteina
estructural del tejido conjuntivo.

El método que se seguira para la determinacion del acido ascorbico, se basa en la
oxidacion de éste por el yodo en un medio acido y se convierte en &cido
dehidroascorbico.

Acido Acido
ascorbico Dehidroascorbico
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MATERIAL POR EQUIPO

1 Gradilla

6 Tubos de ensayo de 16 x 150 mm
6 Pipetas de 5 ml

1 Pipeta Pasteur con bulbo

2 Probetas de 20 ml

1 Embudo

2 Gasas de 15 x 15 cm

2 Vaso de precipitados de 100 ml

MATERIAL Y EQUIPO POR GRUPO

1 Mortero con pistilo
1 Matraz aforado de 100 ml

REACTIVOS

Agua destilada

Solucion de Almidén al 10%

Solucién de lugol al 20%

Una tableta de vitamina C (no efervescente) de 500 mg

Jugo de naranja o toronja natural

Un jugo comercial de naranja u otro que contenga vitamina C

Solucién de vitamina C. En un mortero triturar la tableta de vitamina C, vaciar en
un vaso de precipitados de 100 ml disolver agregando porciones de agua
destilada, una vez disuelto pasar el contenido a un matraz aforado de 100 ml y

completar el volumen con agua destilada.

NOTA: La soluciéon se prepara por el profesor para ser utilizada por todo el

grupo.

PROCEDIMIENTO:

1. En una probeta de 20 ml colocar el embudo con una gasa y colar el jugo de

una naranja.

2. Prepara la siguiente serie de tubos para proceder a la determinacion de la

vitamina:
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Tubo
1 2 3 4 5 6
Solucién de almidon al 10% (ml) 4 2 2 2 2
Soluciéon de vitamina C (ml) 4 2
Jugo de naranja recién obtenido (ml) 2
Jugo de naranja obtenido 24 hrs antes (ml) 2
Jugo comercial (ml) 2

3. Agregar a cada tubo gota a gota solucién de lugol al 20% hasta que cambie
de color.

4. En base a los resultados obtenidos determinar de manera cualitativa la
cantidad de vitamina C presente en los jugos probados, con respecto a la
concentracion de ella en el comprimido.

CUESTIONARIO:

1. Escribe las reacciones en las que interviene el acido ascorbico en nuestro
organismo.

2. Describa las manifestaciones clinicas del escorbuto.
3. ¢ Cudl es el papel del almidén en la practica?
4. ¢ Por qué sustancias esta formada la solucion de lugol?

5. Si exprimimos una naranja y guardamos el zumo para tomarlo al dia siguiente,
¢habra perdido gran parte de la vitamina que contiene? ¢ Por qué?

6. Puesto que las vitaminas son beneficiosas para el organismo, ¢ es conveniente
tomar comprimidos vitaminicos en abundancia? ¢Si o noy por qué?
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PRACTICA 9

OBTENCION DE ADN

Objetivo. El alumno obtendra ADN a partir de un tejido vegetal.

INTRODUCCION

El 4cido nucleico ADN es una doble cadena de un polimero de nucléotidos con
desoxirribosa. Su funcion es la de guardar la informacion genética que constituye
a un organismo. Este ADN cuyas cargas externas son negativas, se encuentra
asociado a proteinas béasicas las histonas (cargadas positivamente a pH
fisiologico), esto le confiere estabilidad al ADN y permite su empaquetamiento en
el nucleo de 10 um de didmetro. El empaquetamiento da lugar a los cromosomas,
constituyentes del genoma celular. El genoma humano esta constituido por 46
cromosomas y contiene 5 X 10° kpb (miles de pares de bases nitrogenadas) en su
totalidad.

Segun el tipo de células en estudio (en nuestro caso son eucariotas), el
aislamiento del ADN requiere una serie de etapas basicas. En primer lugar tiene
gue romperse la pared celular y la membrana plasméatica para poder acceder al
nacleo de la célula. A continuacion debe romperse también la membrana nuclear
para dejar libre el ADN. Por ultimo hay que proteger el ADN de enzimas que
pueden degradarlo y posteriormente aislarlo con alcohol.

MATERIAL POR EQUIPO

2 Varillas de vidrio

2 Vaso de precipitados de 150 ml

3 Probetas de 50 ml

1 Probetas de 20 ml

2 Tubos conicos para centrifuga de 50 ml
2 Pipetas Pasteur con bulbo

1 Pipeta de 10 ml

1 Embudo

1 Trozo de gasa de 20 X 20 cm

MATERIAL Y EQUIPO POR GRUPO

1 Licuadora (refrigerar el vaso 24 hrs antes)
Centrifuga clinica para tubos cénicos de 50 ml.
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REACTIVOS

Cloruro de sodio 5 M

Lauril sulfato sodico (SDS) al 20%

Alcohol etilico de 96° refrigerado a 4°C 24 horas antes.

Acido etilendiaminotetraacetico (EDTA) al 0.5 M refrigerado a 4°C 24 horas antes.
500 ml agua destilada refrigerada a 4°C 24 horas antes.

MATERIAL BIOLOGICO

400 g de chicharos frescos

PROCEDIMIENTO:

El profesor colocara los 400 g de chicharos en el vaso de la licuadora afiadird 500
ml de agua destilada fria y los molera.

1. Cada equipo tomara en una probeta 50 ml del licuado de chicharos.

2. Filtrar la preparaciéon sobre la gasa doblada por la mitad, en un vaso de
precipitados de 150 ml para separar los restos celulares.

3. Afadir a la solucion obtenida 50 ml de EDTA 0.01 M, mezclar suavemente
durante 5 min.

4. Vaciar la mezcla en 2 tubos cénicos para centrifuga de 50 ml. Centrifugar a
3000 rpm por 3 min. Descartar la mayor parte del sobrenadante, con una pipeta
Pasteur, dejando una cantidad igual a la del precipitado.

5. Resuspender el precipitado en el sobrenadante que se dejo y transferirlo a una
probeta de 20 ml para medirlo.

6.-Vaciar la solucion anterior en un vaso de precipitados de 150 ml, agregar un
volumen igual de NaCl 2 M, mezclar suavemente con ayuda de la varilla de vidrio
durante 10 min.

7. Afadir a la suspension anterior, 10 ml de SDS al 20%, mezclar suavemente con
la varilla de vidrio durante 10 min.

8. A continuacion retirar la varilla de vidrio y agregar lentamente y resbalando por
las paredes del vaso 50 ml de alcohol de 96° frio. Se formaran dos capas y en la
interface, se observara el ADN.

9. Introducir una varilla de vidrio limpia y seca, remover suavemente en una misma
direccién. Observar que sobre la varilla de vidrio se van adhiriendo unas
fibras blancas visibles a simple vista, son el resultado de la agrupacion de
muchas fibras de ADN.
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CUESTIONARIO:

1.- ¢En qué consisten las dos capas formadas en el vaso de precipitados en el
punto 97?

2.- ¢,Qué son y cuél es la funcién de las endonucleasas?
3.- ¢, Cual es la accion del EDTA, del cloruro de sodio y del SDS en la practica?
4.- ¢ Qué propiedad tiene el ADN que puede precipitar en presencia de alcohol?

5.- ¢ Cual es la longitud real del ADN y debido a que se puede replegar tanto como
para caber en el nicleo de una célula?

6.- Mencione algin método que nos ayude a comprobar que las fibras obtenidas
son efectivamente de ADN.
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ANEXO 1

RELACIONDE REACTIVOS

REACTIVO MARCA No. CATALOGO
Aceite mineral frascode 1 L J.T.Baker P1270501
Acetato de plomo trihidratado frasco de 100 gr Fermont PQ11791
Acido clorhidrico frasco de 2.5 L J.T. Baker 9535-05
Acido etilendiaminotetraacético anhidro (EDTA) Sigma Aldrich SAEDS1000
frasco de 1 Kg
Acido nitrico frascode 1 L J.T. Baker 9621-02
Almidon frasco de 500 gr J.T. Baker 4006-0
Arena de cuarzo (arena de silice) bolsa de 3 Kg
Azul de bromotimol frasco de 100 gr Hycel HY96300100
Azul de metileno cloruro indicador frasco de 25 gr Hycel HY103300025
Buffer de referencia pH 4 frascode 1 L Hycel 2206
Buffer de referencia pH 7 frascode 1 L Hycel 21231
Cianuro de sodio frasco de 500 gr Sigma Aldrich SA71431500
Cloruro de sodio frasco de 2.5 Kg J.T. Baker 3624-05
Dodecil sulfato sddico (SDS) frasco de 500 gr J.T. Baker 4095-04
Fosfato de sodio dibasico anhidro frasco de 500 gr J.T. Baker P1382801
Fosfato de sodio monobasico frasco de 500 mg J.T. Baker P1381801
Grenetina grado farmacéutico frasco de 500 gr Hycel 136
Hidroxido de amonio frasco de 1 L J.T. Baker 9721-02
Hidréxido de sodio frasco de 1 Kg Merck MM1064621000
Malonato de sodio frasco de 500 gr Sigma Aldrich M1875
Papel indicador pH 0-14 caja con 100 Merck 109535001
Parafenildiamina frasco de 100 gr Sigma Aldrich PGO001
Pimienta negra en polvo McCornick
Sacarosa 100 gr Hycel HY2700100
Sodio succinato anhidro frasco de 500 gr Panreac 143578.1210
Sulfato cuprico anhidro frasco de 100 gr J.T. Baker P185050
Yodo lugol concentrado frasco de 500 ml Hycel 267800500

http://www.reactivosyequipos.com.mx/buscador
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ANEXO 2

PREPARACION DE REACTIVOS

Los reactivos se deben preparar con agua destilada a pH de 7.0, si no es posible
conseguirla se pueden preparar con agua Bonafont.

Las cantidades de reactivos que se proponen a continuacion pueden variar, Si
aumenta (multiplicar) o si disminuyen (dividir) segun lo solicitado; algunos de ellos
pueden almacenarse durante un tiempo razonable (3 0 4 meses), a temperatura
ambiente o en refrigeracion.

e Es muy importante pesar o medir las cantidades de reactivos de manera
exacta y siempre disolver en un recipiente de mayor volumen para tener la
libertad de agitar el reactivo. Posteriormente se debe llevar a un matraz
aforado adecuado para que las soluciones queden bien preparadas.

Solucion de NacCl al 2%
Pesar 2 g de Cloruro de sodio y disolver en 100 ml de agua destilada a pH
de 7.0 en un matraz Erlenmeyer de 250 ml. Puede guardarse en
refrigeracion por 30 dias.

Solucién de NaCl al 0.9%:
Pesar 0.9 g de Cloruro de sodio y disolver en 100 ml de agua destilada a pH
de 7.0 en un matraz Erlenmeyer de 250 ml. Puede guardarse en
refrigeracion por 30 dias.

Solucion de NacCl al 0.5%:
Pesar 0.5 g de Cloruro de sodio y disolver en 100 ml de agua destilada a pH
de 7.0 en un matraz Erlenmeyer de 250 ml. Puede guardarse en
refrigeracion por 30 dias.

Solucion saturada de NaCl
En un matraz Erlenmeyer de 2 It afiadir un litro de agua destilada pH de 7 ir
agregando cloruro de sodio y agitar, continuar agregando hasta que este ya
no se disuelva. Puede guardarse en refrigeracion por 90 dias.

Solucion de NaH,PO4 al 0.1 M
Disolver 12 gr de fosfato de sodio monobasico en 1 It de agua destilada pH
de 7. Puede guardarse en refrigeracion por 30 dias.

Solucion de NaOH al 0.1 N
Disolver 4 g de hidréxido de sodio en un vaso de precipitados de 250 ml con
80 ml de agua, agitar suavemente y con cuidado ya que es un reactivo
gue puede quemar la piel. Se deja enfriar y se pasa el contenido a un
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matraz aforado de 1000 ml y se completa hasta la marca con el agua
destilada. Se puede conservar en frasco ambar a temperatura ambiente
indefinidamente.

Solucion de NaHCOg; al 3%
Disolver 3 gr de bicarbonato de sodio en 100 ml de agua destilada pH de 7.
Puede guardarse en refrigeracion por 90 dias.

Solucion de grenetina al 10%
Disolver en bafio maria 10 gr de grenetina en 100 ml de agua destilada pH
de 7, en un matraz Erlenmeyer de 250 ml. Mantenerse a 37°C en la estufa
bacteriolégica. Desecharse después de su uso.

Solucién de almidén al 10%
Disolver 10 gr de almidon en 100 ml de agua destilada pH de 7.
Si no se utiliza el mismo dia, guardar en refrigerador a 4°C, solamente
por tres dias.

Solucion de sacarosa al 10%
Disolver 10 gr de sacarosa en 100 ml de agua destilada pH de 7.
Desecharse después de su uso.

Solucion de HNOs al 20%
En un matraz Erlenmeyer de 250 ml con 80 ml de agua destilada pH de 7
afiadir 20 ml de acido nitrico lentamente. Guardar en frasco ambar con
tapon de hule indefinidamente a temperatura ambiente.

Solucién de HCI 1M
En un matraz aforado de 1 It con 300 ml de agua destilada pH de 7 afadir
83.5 ml de acido clorhidrico lentamente y aforar hasta la marca. Guardar en
frasco ambar con tap6én de hule indefinidamente a temperatura
ambiente.

Solucion de NaOH 1M
Disolver 40 g de hidroxido de sodio en un vaso de precipitados de 250 ml
con 150 ml de agua, agitar suavemente y con cuidado ya que es un
reactivo que puede quemar la piel. Se deja enfriar y se pasa el contenido
a un matraz aforado de 1000 ml y se completa hasta la marca con el agua
destilada pH de 7. Se puede conservar en frasco ambar a temperatura
ambiente indefinidamente.

Solucién de CuSO, 0.1M
Disolver 1.59 gr de sulfato cuprico anhidro en 100 ml de agua destilada pH
de 7. Se puede conservar en frasco ambar a temperatura ambiente
indefinidamente.
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Solucién de Pb(CH3COO), .3H,0 0.1M
Disolver 3.79 gr de acetato de plomo trihidratado en 100 ml de agua
destilada pH de 7. Se puede conservar en frasco ambar a temperatura
ambiente indefinidamente.

Solucién de azul de bromotimol al 0.01%
Disolver 0.01 gr de azul de bromotimol en 100 ml de agua de la llave. Se
puede conservar en frasco &mbar a temperatura ambiente durante 3
meses.

Solucion de NayH4C4Os5 al 1%
Disolver 1 gr de malonato de sodio en 100 ml de agua destilada pH de 7. Se
puede conservar en refrigeracion durante 3 meses.

Solucidén de parafenilendiamina al 1 %
De acuerdo a la cantidad solicitada por grupo, pesar la parafenildiamina
necesaria y colocarla en un matraz Erlenmeyer de 125 ml forrado con papel
aluminio. Aparte en otro matraz colocar el agua destilada pH de 7 necesaria
para disolver el reactivo. Desechar el sobrante.

Solucion de Na,HPO4 al 0.06 %
Disolver 0.06 gr de fosfato de sodio dibasico anhidro en 100 ml de agua
destilada pH de 7. Se puede conservar en refrigeracion por 7 dias.

Solucion de azul de metileno al 0.01 %
Disolver 0.01 gr de azul de metileno en 100 ml de agua destilada pH de 7.
Se puede guardar en frasco ambar con tapon de hule a temperatura
ambiente. Si se forma una natilla en la superficie se debe desechar.

Solucién de al Na,C4H404 1.5 %
Disolver 1.5 gr de succinato de sodio en 100 ml de agua destilada pH de
Se puede conservar en refrigeracion por 7 dias.

Solucion de NaCN al 0.01 %
Disolver 0.01 gr de cianuro de sodio en 100 ml de agua destilada pH de 7.
Se puede guardar en frasco ambar con tapdn de hule a temperatura
ambiente indefinidamente.

Solucion de lugol al 10%
En un matraz Erlenmeyer aiiadir 10 ml de yodo lugol concentrado y agregar
100 ml de agua destilada pH de 7. Conservar en frasco ambar y con
tapon de hule.

Solucion de NaCl 5 M
Disolver 292 gr de cloruro de sodio en 1 It de agua destilada pH de 7.
Puede guardarse en refrigeracion por 90 dias.
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Solucion de dodecil sulfato sddico (SDS) al 20%
Disolver 20 gr de SDS en 100 ml de agua destilada pH de 7. Puede
guardarse en refrigeracion por 90 dias.

Solucion de &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.5 M
En un matraz aforado de 1 It afadir 146 gr de EDTA anhidro y aforar con
agua destilada pH de 7. Puede guardarse en refrigeracion por 90 dias.
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