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La BloQuimica se definirse como la ciencia que estudia los fundamentos
quimicos de la vida (Harper, 2010). Considerando a la célula (del latin
cellula, diminutivo de cella, ‘hueco’) como la unidad morfoldégica y funcional
de todo ser vivo; la BIOQUIMICA es la ciencia de los constituyentes quimicos
de las ceélulas, de las reacciones y de los procesos que experimentan.

El principal objetivo de la BiloQuiMICA es la comprension, en el nivel
molecular, de todos los procesos quimicos relacionados con las células. Para
lograr este objetivo los bioquimicos han buscado aislar las numerosas
moléculas que se encuentran en las células, determinar su estructura y
analizar su funcién.

El conocimiento de la BIoQUIMICA es esencial para todas las ciencias de
la vida. Por ejemplo, la BloQuimicA de los Acidos Nucleicos ocupa un lugar
fundamental justo en el corazon de la Genética; a su vez, el uso de métodos
genéticos ha sido crucial para dilucidar muchas areas de la BIOQUIMICA. La
Fisiologia, el estudio de la funciéon del cuerpo, se superpone con la
BloQuiMICcA casi por completo. En la Inmunologia se emplean muchas
técnicas bioquimicas y numerosos métodos inmunolégicos han encontrado
amplio uso por investigadores bioquimicos. La Farmacologia y la Farmacia se
fundamentan en un solo conocimiento de la BioQuiMICA y de la Fisiologia, en
particular, casi todos los farmacos son metabolizados mediante reacciones
catalizadas por Enzimas. Los venenos actlan sobre reacciones o0 procesos
bioguimicos; lo cual representa el objeto de estudio de la Toxicologia. Los
métodos bioquimicos cada vez reciben un uso mas amplio en la investigacion
relacionada con los aspectos béasicos de la Patologia (el estudio de la
enfermedad), como la inflamacién, la lesion celular y el cancer. Muchos
investigadores en Microbiologia emplean métodos bioquimicos de manera
casi exclusiva para la identificacién de microorganismos.

Estas relaciones no sorprenden porque la vida como se le conoce
depende de reacciones y procesos bioquimicos. De hecho las antiguas
barreras entre las ciencias de la vida estan derrumbandose y la BIOQUIMICA
esta llegando a ser, cada vez de manera mas frecuente, su lenguaje comun.

Ahora bien, una relacion reciproca entre la BIOQUIMICA y la Medicina
han estimulado avances mutuos. Las dos preocupaciones mas importantes
para los investigadores en las ciencias de la salud -y en particular para los
médicos- son tanto el entendimiento y el mantenimiento de la salud, como la
comprension y el tratamiento efectivo de las enfermedades. La BloQuimICA
tiene enormes repercusiones sobre estas dos preocupaciones fundamentales
de la medicina y del estudio de aspectos relacionados con la salud y la
enfermedad (Harper, 2010).
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PROPOSITO DEL CURSO

Involucrar al estudiante en el estudio de los fenédmenos bioquimicos, a través
del método cientifico para reforzar los conocimientos de la teoria, analizando
las reacciones quimicas implicitas en las rutas metabdlicas, de tal manera
que sea capaz de aplicar y vincular conceptos para adquirir habilidades y
competencias basicas dentro de un laboratorio de BIOQUIMICA.

La enseiflanza de la unidad de aprendizaje de BIOQUIMICA se realiza
empleando actividades estratégicas en donde el profesor toma un papel mas
directivo al inicio del curso, proporcionando un contexto de apoyo
(andamiaje) amplio; a medida que aumenta la competencia del alumno en
este dominio, se reduce la participacion del profesor. Durante todo este
proceso el alumno debe manifestar un alto nivel de compromiso en la
ejecucién de las actividades disefiadas en este manual.

El programa de estudios de la unidad de aprendizaje de BIOQUIMICA
METABOLICA incluye la descripcién de las biomoléculas como los lipidos, las
proteinas y los 4&cidos nucleicos; los procesos metabélicos para el
aprovechamiento y sintesis de los lipidos y de las proteinas, asi como los
mecanismos de replicacién, transcripcion, traduccién del ADN vy la
participacion del ARN en la sintesis de proteinas. Los contenidos fueron
seleccionados para proporcionar al estudiante aprendizajes telrico -
metodoldgicos, ademas de desarrollar las habilidades, actitudes y valores
necesarios para proceder cientificamente en el manejo de informacion tanto
analégica (libros, revistas, publicaciones) como digital (bases de datos,
internet) requeridos para su desempefo profesional como Quimico
Farmacéutico Bidlogo acorde a lo que demanda su entorno social.

La unidad de aprendizaje de BIOQUIMICA METABOLICA Y LAS PRACTICAS
DE LABORATORIO, se ubican en el cuarto periodo escolar del Proyecto
Curricular 2015 de la Licenciatura en Quimica Farmacéutica Biolégica de la
Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma del Estado de México y
estd enfocada basicamente al estudio de las propiedades y métodos de
identificacidén de los lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Los procedimientos
aqui utilizados no son excluyentes de otros que pudieran ensayarse, los que
aqui se presentan fueron elegidos con base en su factibilidad técnica, en
recursos humanos y econdmicos, asi como en tiempo, ajustandose a los
objetivos que marca el programa de la unidad de aprendizaje.
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INTRODUCCION

La BloQuiMICA es la ciencia que estudia las bases moleculares de la vida;
por lo que se ocupa de la composicién quimica de la materia viva, la relacién
estructura-funcion de las moléculas caracteristicas de los seres vivos
(biomoléculas), asi como de las transformaciones quimicas que se llevan a
cabo en dichos organismos (metabolismo) y los mecanismos moleculares que
intervienen en la regulacion de tales transformaciones.

La BloQuiMICA es una ciencia relativamente nueva, ya que se reconoce
como tal a inicios del siglo XX y de hecho el término BIOQUIMICA se empled
por vez primera en el afio 1903. La BioQuiMICA ha contribuido al desarrollo
de otras especialidades bioldgicas, particularmente las biomédicas.

Numerosos aportes de la BloQuiMICA han desempeiiado un papel
destacado en los logros experimentados en las ciencias médicas, entre estos
la comprensién completa de las causas moleculares de numerosas
enfermedades, el desarrollo de variadas técnicas para el diagndstico, asi
como el fundamento para la elaboracion de ciertos medicamentos en el
tratamiento de determinadas afecciones son ejemplos de la aplicacion directa
de la BloQuimICA a la Medicina. De ahi la importancia de su estudio para los
profesionales de las ciencias médicas.

Cuadro nim. 1
Algunos usos de las investigaciones bioquimicas y pruebas de laboratorio con
relacion a las enfermedades

Uso
Revelar las causas y los mecanismos
fundamentales de enfermedades
Sugerir tratamientos racionales de
enfermedades con base en los resultados
del inciso anterior
Ayudar en el diagnodstico de
enfermedades especificas

Actuar como pruebas de deteccién para

el diagnéstico temprano de ciertas
enfermedades

Ayudar a vigilar el progreso
(recuperaci6on, empeoramiento, remisién

o recaida) de ciertas enfermedades
Ayudar en la evaluacion de la respuesta
de enfermedades a la terapia

Fuente: Harper, 2010.

Ejemplo
Demostracion de la naturaleza de
defectos genéticos en la fibrosis quistica
Prescripcion de una dieta con bajo
contenidos de fenilalanina para el
tratamiento de la fenilcetonuria
Uso de las concentraciones plasmaticas de
troponina | o T en el diagnéstico del infarto
al miocardio
Uso de la medicién de la tiroxina o de una
hormona estimulante de la tiroides (THS) en
la sangre en el diagnéstico neonatal de
hipotiroidismo congénito
Uso de la enzima plasmética Alanina
Aminotransferasa (ALT) en la vigilancia del
progreso de hepatitis infecciosa
Uso de la medicién del antigeno
carcinoembrionario (CEA) en la sangre en
ciertos pacientes que han recibido
tratamiento para cancer de colon

los
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La BioQuimicA como una disciplina cientifica que aborda el estudio de
las biomoléculas y los biosistemas integra de esta forma las leyes quimico —
fisicas y la evolucion bioldégica que afecta a los sistemas bioldgicos y a sus
componentes. Lo hace desde un punto de vista molecular y trata de entender
y aplicar su conocimiento a amplios sectores de la Medicina (terapia génica y
biomedicina), la agroalimentacién, la Farmacologia, entre otros.

Constituye un pilar fundamental de la Biotecnologia y se ha consolidado
como una disciplina esencial para abordar los grandes problemas vy
enfermedades actuales y del futuro, tales como el cambio climatico, la
escasez de recursos agroalimentarios ante el aumento de la poblacion
mundial, el agotamiento de las reservas de combustibles fosiles, la aparicion
de nuevas alergias, el aumento del cancer, las enfermedades genéticas, la
obesidad, etc.

La BloQuiMICA es una ciencia experimental y por ello recurrira al uso de
numerosas técnicas instrumentales propias y de otros campos, pero la base
de su desarrollo parte del hecho de que lo que ocurre en vivo a nivel
subcelular se mantiene o se conserva tras el fraccionamiento celular y a
partir de ahi poder estudiarlo y obtener conclusiones.

El pilar fundamental de la investigacion de la BlOoQUIMICA CLASICA se
centra en las propiedades de las proteinas, muchas de las cuales
son enzimas. Sin embargo, existen otras disciplinas que se centran en las
propiedades biolégicas de los carbohidratos (Glucobiologia) y lipidos
(Lipobiologia).

Por razones historicas la BioQuiMICA del metabolismo de la célula ha
sido intensamente estudiada, en importantes lineas de investigacién actuales
(como el Proyecto Genoma Humano, cuya funciéon es identificar y registrar
todo el material genético humano), las cuales se dirigen hacia Ila
investigacion del Acido Desoxirribonucleico, el Acido Ribonucleico, la
sintesis de proteinas, la dinamica de la membrana celular y los ciclos
energéticos.

La BIOQUIMICA METABOLICA es un area de la BlOQUIMICA que pretende
conocer los diferentes tipos de rutas metabdlicas a nivel celular y su contexto
organico, para lo cual son esenciales conocimientos de Enzimologia y
Biologia Celular. Esta rama de la BloQUIiMICA estudia todas las reacciones
bioquimicas celulares que posibilitan la vida, asi como los indices
bioguimicos organicos saludables, las bases moleculares de Ilas


https://es.wikipedia.org/wiki/Cambio_clim%C3%A1tico
https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer
https://es.wikipedia.org/wiki/Enfermedad_gen%C3%A9tica
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADnas
https://es.wikipedia.org/wiki/Enzimas
https://es.wikipedia.org/wiki/Carbohidrato
https://es.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADpido
https://es.wikipedia.org/wiki/Metabolismo
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribonucleico
https://es.wikipedia.org/wiki/ARN
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De aqui surgen disciplinas académicas como la Bioenergética (estudio
del flujo de energia en los organismos vivos), la Bioquimica Nutricional
(estudio de los procesos de nutricién asociados a rutas metabdlicas) y la
Bioguimica Clinica (estudio de las alteraciones bioquimicas en estado de
enfermedad o traumatismo). En este sentido se ha definido la METABOLOMICA
como el conjunto de ciencias y técnicas dedicadas al estudio completo del
sistema formado por el conjunto de moléculas que constituyen los
intermediarios metabdlicos, metabolitos primarios y secundarios que se
pueden encontrar en un sistema bioldgico.

Una caracteristica del metabolismo es la similitud de las rutas
metabdlicas basicas incluso entre especies muy diferentes. Por ejemplo: la
secuencia de pasos quimicos en una via metabdlica como el Ciclo de Krebs
es universal entre células vivientes tan diversas como la bacteria unicelular
Escherichia coli y organismos pluricelulares como el elefante. Esta estructura
metabélica compartida es muy probablemente el resultado de la alta
eficiencia de estas rutas y de su temprana aparicién en la historia evolutiva.

La unidad de aprendizaje de BloQuiMICA METABOLICA incluye la revision
de las caracteristicas de los lipidos, los cuales constituyen mas del diez por
ciento del peso corporal de wun individuo adulto normal y aporta
aproximadamente el cuarenta por ciento de las calorias de la alimentacidn
diaria, en promedio. Los lipidos se consideran importantes porque son una
fuente de energia; un manto térmico, ya que aisla al cuerpo contra la pérdida
de calor; forman parte de la estructura de las membranas bioldégicas; son una
"almohada" protectora para muchos tejidos y Organos, forma parte de la
estructura de caracteres sexuales secundarios. Ademas de fuente de energia
(9 calorias por gramo), la funcién mas importante de los lipidos se relaciona
con el hecho de que un buen numero de ellos, son moléculas anfipaticas que
en presencia de agua se asocian formando bicapas. Estas constituyen la
base sobre la cual se organiza la complicada estructura de las membranas
celulares.

Ademas la unidad de aprendizaje de BloQuiMICA METABOLICA incluye la
revision del metabolismo de las proteinas. Las proteinas son compuestos
altamente polimerizados, que estan formados por aminoacidos. También se
unen a componentes no proteicos. Las proteinas se encuentran entre los
nutrientes mas importantes, junto con los lipidos y los carbohidratos. Ademas
de su funcion energética (1 g de proteina proporciona 4,1 Kcal al organismo),
dada su naturaleza nitrogenada, son necesarias para la sintesis de
compuestos propios del organismo implicados en la estructura de las
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division celular.
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Finalmente el programa de la unidad de aprendizaje aborda lo
relacionado con la informaciéon genética que era considerada inherente a una
sustancia quimica intracelular, hecho descrito por primera vez en 1928 por
Griffith, ahora es evidente que la informacion genética reside en la estructura
del Acido Desoxirribonucleico, muchos de los experimentos realizados
durante las ultimas décadas asi lo confirman.

Los acidos nucleicos son moléculas polianidnicas de alto peso molecular
compuestas por una secuencia especifica de subunidades o mondmeros
[lamados nucleétidos; la totalidad se le denomina polinucledtidos, los acidos
nucleicos se dividen en dos categorias el Acido Desoxirribonucleico (ADN) y
el Acido Ribonucleico (ARN). EI ADN se encuentra principalmente en el
nucleo de la célula, mientras que el 90% del ARN se encuentra en el
citoplasma, el 10% restante se encuentra en el nucleo. EI ADN contiene las
bases puricas (adenina y guanina) y las pirimidinicas (citosina y timina),
mientras que en el ARN en las pirimidinas existe en lugar de timina el
uracilo. La secuencia de los nucle6tidos en las cadenas de ADN y ARN
permite a las células sintetizar proteinas con amplia diversidad de funciones;
como por ejemplo, su actividad enzimatica, de defensa, hormonal, entre
otras, de gran importancia para el desarrollo de las células.

Los conocimientos metodolégicos para estudiar las biomoléculas avanza
a grandes pasos y en la mayoria de las ocasiones se requieren reactivos y
equipos costosos, por lo que es mas que imposible abarcar la extensa gama
de conocimientos relacionados con protocolo bioquimicos.

El manual de practicas de laboratorio de BlIOQUIMICA METABOLICA se
integra por préacticas sencillas y representativas, que intentan explicar
algunas de las propiedades de la biomoléculas y las técnicas para
estudiarlas. Se espera que el estudiante adquiera los conocimientos
necesarios que permitan ilustrar y complementar conceptos o0 mecanismos
moleculares complejos de la quimica de los seres vivos que se asocian a la
estructura y a la dindmica del funcionamiento celular y de tejidos.
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SISTEMA DE EVALUACION

La evaluacién del curso de la unidad de aprendizaje de

Metabdlica se integra de la siguiente forma:

Bioguimica

Evaluacion Valor ponderado
Primer Examen Parcial 40%
Segundo Examen Parcial 40%
Evaluacion de Practicas de 20%

Laboratorio

Si el alumno en esta ponderacion alcanza una evaluacion igual o
mayor a 8.0 puntos, estard exento de presentar el Examen Final;
si la evaluacién obtenida en esta ponderacion es menor de 8.0

puntos y mayor o igual a 6.0 puntos, el alumno tendra que

presentar el Examen Final.

Examen Final 100%

La evaluacion integral del curso de practicas de laboratorio comprende

los siguientes parametros:

Parametro de la evaluacién
Presentacion de seminario

Bitacora de trabajo
Trabajo en el laboratorio: trabajo en equipo, organizacion,
manejo correcto de material y muestras, desarrollo de
habilidades, actitudes y valores durante la realizacion de cada
practica
Informes o reportes de la préactica
Examen

Total

Porcentaje
15%
15%
25%

15%
30%
100%
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REGLAMENTO PARA EL LABORATORIO DE BIOQUIMICA
METABOLICA

1. Para estar inscrito en la unidad de aprendizaje de Bioquimica Metabdlica
y a cursar las practicas de laboratorio, el discente debe presentar el
recibo de pago que lo acredite como alumno del cuarto periodo escolar del
programa educativo de la licenciatura en Quimica Farmacéutica Bioldgica.

2. Deber de tener derecho a cursar la unidad de aprendizaje de Bioquimica
Metabodlica.

3. La asistencia es obligatoria, porque el alumno debe de adquirir y/o
desarrollar las habilidades para el trabajo experimental en el laboratorio.

4. El alumno que tenga menos del 80% de asistencia tendra una calificacion
de 2.9 en el laboratorio, con lo cual automaticamente debe repetir el curso
de practicas de laboratorio; tal como lo establece el Reglamento Interno
de la Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma del Estado de
México.

5. El alumno debe de contar con el manual de préacticas de laboratorio de
Bioquimica Metabdlica, ya que en él se encuentran todas las instrucciones
que se desarrollaran durante el curso.

6. La bitdcora es un cuaderno de trabajo en el cual los estudiantes deben
explicar la secuencia de la practica de laboratorio, para lo cual deberéan
elaborar un diagrama de flujo de la metodologia a seguir en la practica.
Esta bitacora debera ser entregada de forma individual con base en los
lineamientos que el profesor indique.

7. Las practicas de laboratorio se iniciardn a la hora indicada en los horarios
publicados por la Subdirecciobn Académica de la Facultad, con una
tolerancia de 5 minutos a la entrada, no habréa retardos.

8. El registro de la asistencia a las practicas de laboratorio se llevara a cabo
cinco minutos después de la hora indicada para el inicio de la sesién de
practicas de laboratorio.

9. No se permitira el acceso al laboratorio sin portar adecuadamente la bata;
es decir, la bata debe estar limpia y abotonada.

10. El alumno debe llevar al laboratorio todos los materiales solicitados en
cada préactica, un trozo de franela, un marcador indeleble y masking tape.

11.No se permitird salir y entrar innumerables veces del laboratorio para
completar el material y/o equipo requerido para el desarrollo de la
practica.

12.Los laboratorios son espacios de trabajo, por lo que cualquier indisciplina
serd sancionada con base al Reglamento Interno de la Faculta de Quimica
y la normativa correspondiente de la Universidad Autonoma del Estado de
México.

10
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13. Durante el desarrollo de las practicas queda estrictamente prohibida la
entrada de personas ajenas al grupo.

14. También queda estrictamente prohibido salir del laboratorio sin causa
justificada.

15. Esta rigurosamente prohibido sentarse en las mesas de trabajo, en el
piso y cualquier espacio dentro del laboratorio; para ello se encuentran
los bancos correspondientes.

16. Por razones de seguridad, queda estrictamente prohibido comer dentro
del laboratorio.

17.El material y equipo prestado por la institucion para el desarrollo de las
practicas de laboratorio que sea roto o descompuesto debera ser repuesto
o0 reparado inmediatamente, por el responsable directo o por el equipo de
alumnos que estén efectuando la practica.

18.El informe o reporte de la practica del laboratorio debera de entregarse
de acuerdo con las instrucciones del profesor.

19.La evaluacién de las practicas del laboratorio corresponde al 20% de la
evaluacién final de la unidad de aprendizaje de Bioquimica Metabdlica.

20.Los alumnos asistentes a la practica de laboratorio tendran un visto
bueno, el cual lo obtendran cuando se discuta y entreguen los resultados
de la misma.

21.El alumno que no tenga visto bueno en su bitdcora no acreditara su
asistencia a la practica de laboratorio.

22.Antes de desechar los productos obtenidos en la practica, deberan de ser
tratados y dispuestos adecuadamente para evitar al maximo
contaminacion.

23.Los alumnos que presenten el seminario tienen la obligacién de indicar
cual es el tratamiento final que debera de darse a los productos
generados durante la practica.

24.Ademas de estas pautas de comportamiento en el laboratorio de
Bioguimica Metabdlica se aplicaran los Lineamientos de Laboratorios de
la Facultad de Quimica (Version vigente num. 01 de fecha 30 de Junio de
2016) y el Reglamento Interno de Laboratorios de la Facultad de
Quimica de la UAEM (Version vigente nim. 01 de fecha 18 de abril de
2016), los cuales se encuentran en el ANEXO del presente manual de
practicas de laboratorio.

25.Lo no previsto en este reglamento serd sancionado por el Consejo
Académico y el de Gobierno de la Facultad de Quimica de la UAEM.

Reestructuracion, 2015
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PROGRAMA DE PRACTICAS

Propiedades fisicoquimicas de los lipidos

Separacion de fosfolipidos por cromatografia en capa fina
Hidrdélisis enzimética de los lipidos de la leche

Determinacion de la actividad de las Transaminasas
Determinacion de Urea

Extraccidon y purificacion de ADN de chicharos

Aislamiento y purificacion de ARN de levadura de panificacién
Determinacién de fésforo en ARN
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Préctica,nl’Jm. 1 )
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS LIPIDOS

INTRODUCCION

El término lipido se refiere a cualquier sustancia natural no polar que sea
casi o totalmente insoluble en agua, pero soluble en solventes no polares
como el cloroformo, el disulfuro de carbono, el éter y el alcohol caliente.
Debido a su diversidad, tanto estructural como funcional, esta definicion es
necesariamente vaga y muy general. Sin embargo, una propiedad de los
lipidos en su naturaleza no polar, que se debe, en la mayoria de los casos, a

la presencia de uno o mas residuos de acidos grasos.

Los lipidos se han clasificado de acuerdo a su complejidad estructural
como:

1. Lipidos simples: Este grupo incluye a los ésteres de acidos grasos y el
glicerol.

2. Lipidos compuestos: Son aquellos que contienen otras sustancias
ademas de un alcohol y de un acido graso (carbohidratos, fosfato,
compuestos nitrogenados).

3. Lipidos derivados: Aqui se incluyen cualquier material que concuerde con
la definiciéon general de un lipido, pero que no pueda clasificar en los dos
grupos anteriores; por ejemplo los esteroides, los carotenoides y las

vitaminas insolubles en agua.

Para la caracterizacion y analisis de los lipidos se precisa de utilizar
mas de una técnica: indice de saponificacion, grado de insaturacion,
contenido de fésforo, nitr6geno, etc. Es comun, en la actualidad, efectuar una
hidrolisis &cida o alcalina e identificar posteriormente los productos de la
hidrolisis. Esta identificaciéon se ha facilitado por la introduccién de técnicas
como la cromatografia en papel, en columna o en fase de vapor (Mckee,
2014).
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PROPOSITO
Al término de la practica el alumno tendra la habilidad de identificar en el
laboratorio a los lipidos y las propiedades fisicoquimicas mas comunes de los

mismos.

TIEMPO DE REALIZACION

Dos horas

FUNDAMENTO TEORICO

Los lipidos, son un grupo heterogéneo de compuestos, de naturaleza
anfipatica, es decir que contienen regiones hidrofébicas y regiones
hidrofilicas. La mayor parte de los lipidos abundantes en la naturaleza
(triacilgliceroles), estan formados por 4&cidos grasos de cadenas
hidrocarbonada con numero par de &atomos de carbono, saturados o
insaturados. Los lipidos llevan a cabo multiples funciones en el organismo,
como: almacenamiento de energia, de transporte, funciones hormonales,
actuar como vitaminas, formar parte de las membranas celulares
confiriéndoles la propiedad de permeabilidad selectiva, al permitir el paso o
no de algunas sustancias y en determinada direccién, asi como la conduccién
nerviosa y el transporte activo como la bomba de Na*/K*. A diferencia de los
carbohidratos, proteinas y acidos nucleicos, no forman polimeros, son
moléculas pequefias que presentan una fuerte tendencia a asociarse
mediante fuerzas no covalentes. Algunas de las propiedades de los lipidos
pueden ser usadas para su reconocimiento, ya que pueden reaccionar con
una variedad de agentes originandose productos coloridos, desprendimiento

de vapores, formacion de jabones, entre otros.
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Fuente: Nelson, 2015.

Las principales caracteristicas de los lipidos son: biomoléculas muy
diversas; estan formados por cadenas alifaticas saturadas o insaturadas, en
general lineales, pero algunos tienen anillos aromaticos; otros son flexibles,
mientras que unos mas son rigidos o semiflexibles hasta alcanzar casi una
total flexibilidad molecular; algunos comparten carbonos libres y otros forman
puentes de hidrégeno.

La mayoria de los lipidos tiene algun tipo de caréacter polar, ademas de
poseer una gran parte apolar o hidrofébica ("que le teme al agua" o "rechaza
al agua"), lo que significa que no interactla bien con solventes polares como
el agua. Otra parte de su estructura es polar o hidrofilica (que tiene afinidad
por el agua) y tendera a asociarse con solventes polares como el agua;
cuando una molécula tiene una regién hidréfoba y otra hidréfila se dice que
tiene caracter anfipatico. La regién hidrofoba de los lipidos es la que
presenta solo 4&tomos de carbono unidos a atomos de hidrégeno, como la
larga "cola" alifatica de los &acidos grasos o los anillos de esterano del
colesterol; la regién hidréfila es la que posee grupos polares o con cargas
eléctricas, como el hidroxilo (-OH) del colesterol, el carbonilo (-COO~) de
los acidos grasos, el fosfato (-PO4”) de los fosfolipidos, etc. La estructura
guimica que presentan los lipidos es la responsable de las propiedades

fisicoquimicas de ellos, como la solubilidad en solventes polares, la
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emulsiones y la permeabilidad de las bicapas de las membranas celulares.

Los lipidos son sustancias que no se disuelven en agua, por eso es
necesario emulsificarlos. Una emulsion esta compuesta por una fase dispersa
(que seria, por ejemplo, la grasa en la mayonesa), una fase dispersante
(puede ser agua) y un emulsificante. La funcion del agente emulsificante es
como si se tuvieran muchas gotitas de grasa suspendidas en el agua,
entonces el emulsificante lo que hace es mantener esas gotitas separadas,
ya que tiene una estructura quimica que tiene afinidad tanto con el agua
como con la grasa. Otros ejemplos de emulsificaciones serian la crema de
leche, que es una emulsién de grasa en agua; la manteca que es una
emulsion de agua en grasa; la leche, que también tiene lipidos en emulsién.
En el cuerpo humano las sales biliares son emulsificantes de las grasas que
consumimos; forman pequefas gotitas de grasa, para que las enzimas las

puedan digerir.

La grasa se almacena en el tejido adiposo, donde también sirve como
un aislante térmico de los tejidos subcutaneos y alrededor de ciertos
6rganos. Los lipidos no polares actian como aisladores eléctricos, lo que
permite la propagacion rapida de las ondas de despolarizacion a lo largo de
nervios mielinizados. Las combinaciones de lipido y proteina (lipoproteinas)
sirven como el medio para transportar lipidos en la sangre. El conocimiento
de las propiedades bioquimicas de los lipidos es necesario para entender
muchas &areas biomédicas importantes, como obesidad, diabetes mellitus,
aterosclerosis y la funciéon de diversos acidos grasos poliinsaturados en la

nutricion y la salud (Harper, 2009; Stryer, 2013).
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MATERIAL Y REACTIVOS

Material Reactivos
Tubos de ensayo Eter anhidro
Gradilla Cloroformo
Bano de hielo Carbonato de Sodio al 1%
Bulbo de hule Alcohol etilico

Pipetas de 1, 5y 10 mL Tetracloruro de Carbono
Solucién de Albdmina al 1%

Material Bioldgico Solucién de Extran 100 a 1%
Aceite de Ajonjoli Solucién de Tween 80 al 1%
Aceite de Algodon Acido Nitrico concentrado
Aceite de Linaza Acido Oleico saturado en Butanol
Aceite de Cartamo Acido Esteéarico saturado en Butanol
Aceite de Ricino Sales Biliares al 5%
Aceite de Maiz Cobre metalico

Bromo en Tetracloruro de Carbono al 5%
Fosfolipidos (lecitina de huevo) 4% en Butanol
Colesterol (4% en Butanol)

Butanol

Azul de Metileno al 0.025% en Butanol

Eter Etilico

PROCEDIMIENTO
Propiedad nam. 1: Solubilidad

La solubilidad es una medida de la capacidad de disolverse de una
determinada sustancia (soluto) en un determinado medio (disolvente). Uno
de los criterios para definir a los lipidos es su solubilidad en disolventes
organicos no polares, por lo que es conveniente comprobarlo y analizar a que

se debe esta propiedad comun de los lipidos.
Técnica

Agregar 5 gotas de una muestra de aceite en un tubo de ensayo, adicionar 1

mL del solvente por probar y anotar sus observaciones en el cuadro:
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. Alcohol Alcohol c Tetracloruro
Aceite Agua ., ; Eter
frio caliente de carbono
Cartamo
Ajonjoli
Linaza
Ricino

Anote en el cuadro sus conclusiones acerca de la solubilidad de acuerdo a lo que observé.

Propiedad num. 2: Emulsificacidn

Una emulsién es una mezcla de dos liquidos inmiscibles de manera mas o
menos homogénea: Un liquido (la fase dispersa) es adicionado en otro (la
fase continua o fase dispersante). Muchas emulsiones son de aceite/agua,
empleando aceites o grasas alimenticias como uno de los tipos mas comunes
de agentes dispersantes encontrados en la vida diaria. EI objetivo de esta
prueba es comprender esta propiedad en los lipidos y los factores que la

modifican.

Técnica
En tubos de ensayo debidamente etiquetados adicione 5 gotas de una
muestra de aceite y 2 mL del emulsificante en cada uno, anotando sus

observaciones en el cuadro siguiente:

Muestra | Agua | Alcohol Algll]rlrl/iona EXt;';: el Naallzf(g Bislziirlsler}Zs
al 5%

Ajonjoli

Algodoén

Ricino

Linaza

Anote en el cuadro el tiempo que tarda en romperse la emulsién. Puede utilizarse Tween
80 al 1% y otros aceites que disponga el profesor.
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Propiedad nam. 3: Insaturacion

Una sustancia organica insaturada es aquella que contiene al menos
un doble enlace entre atomos de carbono. Particularmente, se piensa que la
saturacion de las grasas determina su capacidad para bloquear la circulacién
de la sangre dentro del cuerpo. Esta prueba nos permite comprender el grado
de instauracion de los acidos grasos constituyentes de los lipidos, basandose
en la propiedad que tienen los dobles enlaces de adicionar halégenos;
utilizando para ello una solucion de Bromo en Tetracloruro de Carbono al 5%,
observado la desaparicion de la coloracién café de esta solucion, por la
adicion de Bromo al doble enlace, siendo la intensidad del color proporcional

a la saturacion del lipido o acido graso, e inverso a la instauracion.

Técnica
Esta prueba se efectlda en tubos de ensayo secos, utilizando 5 gotas de la

muestra lipidica (aceite) y siguiendo las indicaciones del siguiente cuadro:

Reactivo Ajonjoli | Linaza ABENDE dE | AlEe AelEe Testigo
jon) Maiz Oleico |Estearico g
Eter anhidro Adicionar 5 mL, tapar y enfriar en hielo por 10 minutos

Reactivo de Adicionar 0.5 mL a todos Igs tubos con MUCHO CUIDADO EN LA
Bromo al 5% CAMPANA DE EXTRACCION

Tiempo de

. Dejar reposar una hora en bafo de hielo
reaccion

Grado de
instauracioén

De acuerdo con sus lecturas, indique si se trata de un lipido saturado, insaturado o
poliinsaturado.
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Propiedad nam. 4: Isomeria cis - trans

La isomeria cis — trans (o isomeria geométrica) es un tipo de estereoisomeria
de los alquenos y cicloalcanos. Se distingue entre el isbmero cis, en el que
los sustituyentes estan en el mismo lado del doble enlace o en la misma cara
del cicloalcano, y el isébmero trans, en el que estan en el lado opuesto del
doble enlace o en caras opuestas del cicloalcano. Ambos poseen la misma
férmula, presentan diferentes propiedades quimicas y fisicas. La isémera cis
- trans puede ser observada en el Acido Oleico, acido graso constituido por
una cadena de 18 atomos de Carbono (C) con un doble enlace en el C-9; es
liquido a temperatura ambiente (p. f. 13.4 °C) que al ser tratado con Cobre y
Acido Nitrico concentrado se trasforma en su isomero trans, el Acido
Elaidico, que es sélido y de punto de fusion mas elevado (p. f. 44-45 °C).

Técnica

En un tubo de ensayo coloque 1 mL de Acido Oleico, adicione 0.2 mL de
Acido Nitrico concentrado y un pequefio alambre de Cobre en espiral. Tenga
MUCHO CUIDADO YA QUE LA REACCION ES VIOLENTA Y CON
DESPRENDIMIENTO DE GASES. EFECTUE ESTA PRUEBA EN LA
CAMPANA DE EXTRACCION Y ENFRIELO EN AGUA CON HIELO.
Transcurridos 15 minutos, agregue 3 mL de agua destilada para diluir, pase
la fase "oleosa" a otro tubo agréguele 2 mL de Etanol y mezcle. Conserve el
tubo en bafio de hielo hasta la aparicion de cristales de Acido Elaidico.

Propiedad num. 5: Permeabilidad de una monocapa lipidica

La permeabilidad selectiva es una propiedad de la membrana plasmética y de
otras membranas semipermeables que permiten el paso de solo ciertas
particulas a través de ellas. De esta forma, pueden entrar a la célula
aquellas particulas que necesite la misma y se evita que ingresen las que no
le sean Gtiles. La membrana juega un papel muy importante en la integridad
celular, por lo que es conveniente comprender su composiciobn y como es

afectada su permeabilidad al modificar sus constituyentes lipidicos.
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Prepare una serie de cinco tubos de ensayo, siguiendo las instrucciones del

siguiente cuadro, colocando la solucion de Butanol-Lipido-Azul de Metileno

con mucho cuidado, dejando resbalar por las paredes del tubo, logrando

formar las dos capas.

_ Tubo
AASIAE 1 2 3 4 Testigo
Agua destilada (mL) 2 2 2 2 2
Acido Estearico (mL) 2 0 0 0 0
Acido Oleico (mL) 0 2 0 0 0
Fosfolipido (mL) 0 0 2 0 0
Colesterol (mL) 0 0 0 2 0
Azul de Metileno-Butanol (mL) 2 2 2 2 2
Dejar en reposo a temperatura ambiente
Revisar a las 2 horas
Revisar a las 24 horas
Observaciones
Tiempo Tubo
de reposo 1 2 3 4 Testigo
2 horas
24 horas

Justifique sus resultados en funcién de la estructura de cada lipido.
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DISPOSICION DE RESIDUOS

1. Pruebas de solubilidad: En el caso de los aceites con agua, separar la
parte oleosa y desechar el agua en la tarja. Los tubos con Etanol y Eter
disponerlos en el contenedor de residuos A (solventes orgénicos), los
tubos con Tetracloruro de Carbono en el contenedor B (solventes
organicos con halégenos).

2. Emulsificacién: Para los tubos con agua, Sales Biliares, Extran, Tween
80 y Albumina al 1%, separar la fase oleosa y deseche el resto a la tarja.
Los tubos con Na,COs; disponerlos en el contenedor D (sales inorgénicas),
los tubos con Etanol en el contenedor A.

3. Insaturaciéon: Disponer el contenido de los tubos en el contenedor B.

4. Isomeria: Neutralizar el contenido del tubo y verterlo al contenedor D.

5. Permeabilidad: Separar la parte butanélica (fase superior) y verterla en

el contenedor A, desechar el resto (fase acuosa) en la tarja.

CUESTIONARIO

1. ¢Como explica la diferencia en la solubilidad con el alcohol frio y el
alcohol caliente?

2. ¢Explique porqué los aceites probados tuvieron diferentes solubilidades
en los diferentes disolventes?

3. ¢Como se comportan los lipidos en presencia de un detergente, ante una
proteina y ante un electrolito?

4. (De qué depende el grado de saturacion o instauracién de un lipido?

¢, Qué es el indice de iodo para los lipidos?

EJERCICIO DE INTEGRACION
Con base en la informacion sobre lipidos, conteste breve y claramente el
siguiente problema, argumentando su respuesta y haciendo referencia a la

bibliografia consultada.

Las lipoproteinas plasmaticas son complejos macromoleculares,

compuestos por proteinas (apo-lipoproteinas) y lipidos. La relacion
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densidad de las |lipoproteinas, caracteristicas empleadas para la
clasificacién. Desde este punto de vista del transporte plasmatico de
colesterol las lipoproteinas de baja y alta densidad (LDL y HDL) tienen un rol
fundamental. Bajo condiciones normales la concentracién plasmética de
colesterol unido a estas lipoproteinas guarda un fino equilibrio dependiente
entre otros factores del control preciso de la sintesis de colesterol y del
namero y funcionalidad de los receptores de LDL. Se ha visto que la cantidad
de colesterol asociado a la lipoproteina de alta densidad (HDLc) guarda
relacion inversa con la cifra de arteriopatia coronaria. En cambio, el
colesterol unido a LDL (LDLc) aumentado en sangre constituye un importante
factor de riesgo para la aterosclerosis coronaria y tiene relaciéon con el grado
de lesion arterial, lo que ha sido demostrado a través de diferentes estudios

epidemioldgicos, experimentales y anatomoclinicos.

El cociente LDLc/HDLc se emplea en la clinica como un indice de riesgo
de aterosclerosis. Numerosos estudios, incluyendo el Framingham Heart
Study y el Ensayo de Intervencién Mdultiple sobre Factores de Riesgo, han
aportado la base para ensayos clinicos dirigidos a reducir los lipidos y
lipoproteinas séricos. La disminucion de estos factores de riesgo reduce la
incidencia de enfermedad coronaria, accidente cerebro-vascular y otras
enfermedades vasculares. El LDLc constituye, entonces, un factor de riesgo
causal modificable para la aterosclerosis coronaria. La clasificacion de los
enfermos con base en las caracteristicas y tendencias de estos niveles

permite identificar las hiperlipoproteinemias y las hipolipoproteinemias.

1. Describa un método analitico empleado en el laboratorio clinico para
determinar la concentracién plasmatica de Colesterol Total y el unido a
HDL y LDL; asi como la interpretacion del cociente HDLc/LDLc.

¢Por qué razén se designa como colesterol bueno y colesterol malo?

¢, Qué diferencia existe entre ateroesclerosis y arterioesclerosis?

Explique el modelo fisiopatoldgico mas aceptado para la ateroesclerosis.

a b~ W DN

Realice un esquema que indique los destinos finales del colesterol y la

funcién de cada uno de ellos.
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) Préct[ca niam. 2 )
SEPARACION DE FOSFOLIPIDOS POR CROMATOGRAFIA
EN CAPA FINA

INTRODUCCION

Los lipidos no poseen un grupo funcional caracteristico como otros
compuestos organicos (alcanos, alquenos, aldehidos, cetonas, entre otros) o
como otras biomoléculas (carbohidratos, proteinas, &acidos nucleicos). Su
Unica propiedad comun es la solubilidad. Todos los lipidos son solubles en
disolventes organicos no polares como el Eter dietilico, el Cloroformo, el
Benceno, e insolubles en agua. Por tanto los lipidos son los compuestos
organicos que pueden extraerse de las células y de los tejidos de los

organismos vivos mediante disolventes organicos no polares.

Su solubilidad los diferencia de otros dos grupos principales de
compuestos de importancia biolégica, los carbohidratos y las proteinas, que
son insolubles en solventes organicos debido a su caracter fuertemente
polar. Las grasas, los aceites vegetales y las ceras son ejemplos de lipidos

conocidos ampliamente.

Las estructuras de los compuestos clasificados como lipidos son muy
diferentes, pero todas tienen algo en comun: la porcién principal de su
estructura es de naturaleza hidrocarbonada y por esta razdén son solubles en
disolventes organicos. Los lipidos desempefian diversas funciones biolégicas
de gran importancia, ya que constituyen la principal reserva energética de los
seres vivos, forman parte de las membranas celulares y regulan la actividad

de las células y de los tejidos.

Los lipidos se han clasificado de diversas maneras, pero la
clasificacién mas atil se basa en su comportamiento frente a la hidrélisis en
medio alcalino, reaccién que recibe el nombre de saponificacion. Asi los
lipidos saponificables son los que se hidrolizan en medio alcalino, mientras

gue los lipidos insaponificables son los que no experimentan esta reaccion.
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Los lipidos forman un grupo de biomoléculas que con frecuencia se
encuentran combinados, covalentemente o mediante enlaces débiles, con
miembros de otra clase de biomoléculas, constituyendo moléculas tales
como: glicolipidos, los cuales contienen lipidos y glucidos; lipoproteinas que
contienen lipidos y proteinas. En estas biomoléculas las propiedades
quimicas y fisicas caracteristicas de sus componentes estan fusionadas para

cumplir funciones biol6égicas especializadas.

Los lipidos son un grupo de compuestos heterogéneo, que incluye
grasas, aceites, esteroides, ceras y compuestos relacionados mas por sus
propiedades fisicas que por sus propiedades quimicas. Los ésteres de
glicerol son los lipidos de mayor importancia en el aspecto cuantitativo,
representados por los triacilgliceroles (“grasa”), un constituyente importante
de lipoproteinas y del almacén de lipidos en el tejido adiposo. Los
fosfoacilgliceroles son lipidos anfipaticos y tienen funciones importantes:
como constituyentes principales de membranas y la capa externa de
lipoproteinas, como surfactantes en los pulmones, como precursores de

segundos mensajeros y como constituyentes del tejido nervioso.

Los glucolipidos también son constituyentes importantes del tejido
nervioso, como el cerebro y la cara externa de la membrana celular,
formando parte de la bicapa lipidica de ellas; el glicido de la molécula esta
orientado hacia el exterior de la membrana plasméatica y es un componente
fundamental del glicocalix, donde actla en el reconocimiento celular y como

receptor antigénico.

El colesterol, un lipido antipatico, es un componente de las
membranas. Es la molécula original a partir de la cual se sintetizan todos los
otros esteroides en el cuerpo, incluso hormonas importantes como las

hormonas adrenocorticales y sexuales, vitaminas D y acidos biliares.
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PROPOSITO
Al finalizar la préctica el alumno comprobard que la cromatografia en capa
fina es una técnica que se utiliza para la separacion de fosfolipidos de la

yema del huevo.

TIEMPO DE REALIZACION

Cuatro horas

FUNDAMENTO TEORICO

La cromatografia es un proceso que conduce a la separacién de mezclas por
desagregacién de todos o algunos de sus componentes en zonas
concentradas o en fases diferentes de aquellas de las que se encontraban
originalmente. Independientemente de la naturaleza de las fuerzas que

provocan el paso de dichas sustancias de una fase a otra.

Los mecanismos que se llevan a cabo en la cromatografia son
fundamentalmente:
. Particion entre solventes (fase moévil o eluyente y fase acuosa
estacionaria) o cromatografia de reparto.
. Interacciones superficiales fisicas o cromatografia de adsorcién.
. Atraccién electrostatica de iones con carga opuesta sobre superficie

polielectrolitica o cromatografia de intercambio iénico.

En la préactica, la mayoria de las veces se trata de una combinacién de
estos mecanismos. Particularmente, en la cromatografia en capa fina la
separacién se logra fundamentalmente debido a la adsorcién de cada
sustancia sobre el gel de silica, distribuido en una placa de vidrio que forma
una capa delgada. Los requerimientos esenciales son, pues, un adsorbente,
placas de vidrio, un dispositivo que mantenga las placas durante la
extension, otro para aplicar la capa de adsorbente, y una camara en la que
se desarrollen las placas cubiertas. Es preciso también poder guardar con

facilidad las placas preparadas y una estufa para activarlas.
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La fase movil es liquida y la fase estacionaria consiste en un solido. La
fase estacionaria serd un componente polar y el eluyente sera por lo general
menos polar que la fase estacionaria, de forma que los componentes que se

desplacen con mayor velocidad seran los menos polares.

La cromatografia en capa fina presenta una serie de ventajas frente a
otros métodos cromatogréaficos (en columna, en papel, en fase gaseosa) ya
gue el material que se requiere es mas simple. El tiempo que se necesita
para conseguir las separaciones es mucho menor y la disociacién es
generalmente mejor. Pueden usarse reveladores corrosivos, que sobre papel
destruirian el cromatograma. El método es simple y los resultados son
facilmente reproducibles, lo que hace que sea un método adecuado para
fines analiticos.

Al realizar la eleccion del adsorbente se debe tener en cuenta el
tamafio de las particulas del adsorbente, cuanto mas finamente dividido esté,
mayor sera su adhesién al soporte, aunque también se le puede afiadir un
adherente. Algunos de los adsorbentes més utilizados son celulosa, almiddn,
azlucares, gel de silice (silicagel), 6xido de aluminio (alimina), carbdn
activado (carbén en polvo), Kieselguhr. Los tres primeros se utilizan para

extraer componentes polifuncionales de plantas y animales.

Los productos a examinar deben disolverse, cuando sea posible, en un
solvente organico no polar que tenga un punto de ebullicibn lo
suficientemente bajo para que se evapore después de la aplicacién. Sin
embargo, a menudo se necesitan disolventes polares; la mezcla
cloroformo:metanol (1:1) es efectiva. Frecuentemente se emplean
disoluciones al uno por ciento, de manera que al aplicar 2 pl resulta en la
carga 20 pg de producto sélido. Muchos reactivos de revelado llegan a
detectar 0.1 pg de material; por esto con esta carga puede llegarse a

observar un cinco por ciento de impurezas.

27



Facultad de Quimica

Universidad Auténoma | jcenciatura en Quimica Farmacéutica Biologic
del Estado de México - =

i UAEM

QD

Reestructuracion, 2015

El proceso de colocacion de la muestra se realiza tocando con la punta
del capilar (micropipeta, jeringuilla, etc.) sobre la placa preparada. Dejando
una distancia al borde inferior de un centimetro aproximadamente. El punto
de aplicacién de la muestra se denomina toque. Una vez colocado el toque se
deja secar para evaporar el disolvente, de forma que en la placa solo

guedard la muestra a analizar.

La eleccion del eluyente dependera l6gicamente del componente que
se va a separar y del material en que la separacién se lleva a cabo. Los
principales eluyentes en orden creciente de polaridad son éter de petréleo,
éter dietilico, ciclohexano, acetato de etilo, tetracloruro de carbono, piridina,

benceno, etanol, cloroformo, metanol, diclorometano, agua, acido acético.

El desarrollo de los cromatogramas en capa fina se realiza
normalmente por el método ascendente; esto es, al permitir que un eluyente
ascienda por una placa casi en vertical, por la acciéon de la capilaridad. La
cromatografia se realiza en una cubeta. Para conseguir la maxima saturacién
posible de la atmésfera de la camara, las paredes se tapizan con papel
impregnado del eluyente. A veces pueden obtenerse separaciones mejores

sin poner papeles en las paredes, cosa que no debe olvidarse.

Generalmente el eluyente se introduce en la cAmara una hora antes del
desarrollo, para permitir la saturacién de la atmoésfera. El tiempo de
desarrollo, por lo general, no llega a los 30 minutos. El tiempo de una
cromatografia cualitativa suele ser de un par de minutos, mientras que el

tiempo de una cromatografia preparativa puede llegar a un par de

horas.

Las placas pueden desarrollarse durante un tiempo prefijado o hasta
gue se alcance una linea dibujada a una distancia fija desde el origen. Esto
se hace para estandarizar los valores de Rfr. Frecuentemente esta distancia

es de 10 cm; parece ser la mas conveniente para medir valores de Rr.
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corriente de aire caliente.

La mejor posicion de desarrollo para un componente es el punto medio
entre el origen y el frente del eluyente, ya que permite separar las impurezas
que se desplazan con mayor y menor velocidad. El frente del eluyente nunca
debe llegar a tocar el borde de la placa. Si la placa se estropea por accién
del aire o de la luz, se secara en una camara que contenga un gas inerte o

aislado de la luz.

Si los compuestos separados no son coloridos es necesario revelar la
posicién de dichos compuestos, para ello existen dos tipos de métodos:

e Métodos quimicos: Consisten en realizar una reaccién quimica entre un
reactivo revelador y los componentes separados, para ello se pulveriza la
placa con los reactivos reveladores, ayuddndose de un pulverizador de
vidrio y una pera de goma, o mediante un dispositivo que proporcione aire
comprimido. Es preferible pulverizar con las placas en posicién horizontal.
Si el reactivo revelador es peligroso o muy corrosivo, la pulverizacién
deberéa realizarse en una vitrina de gases bien ventilada. La pulverizacion
se realizarA poco a poco. En cromatografia en capa fina no puede
realizarse el bafiado del cromatograma (en cromatografia en papel si).
Generalmente se utiliza como reactivo revelador yodo, el cual forma
complejos coloridos con los componentes organicos (con tonos amarillo-
marrones), pero las manchas desaparecen con el tiempo con lo que es
conveniente sefalar las manchas aparecidas. Otro reactivo revelador
bastante utilizado es el acido sulfarico, que reacciona con los componentes
organicos produciendo manchas negras. El tamafio de las manchas no esté
relacionado con la cantidad de componente separado. Ademas de estos
reveladores generales, existen otros especificos: 2,4 - dinitrofenilhidracina
(para aldehidos y cetonas), verde de bromocresol (para acidos
carboxilicos), paradimetil aminobenzaldehido (para aminas), ninhidrina

(para Aminoéacidos).
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e Métodos fisicos: EI mas comudn consiste en afiadir al adsorbente un
indicador fluorescente. De tal forma que al colocar la placa bajo una
l[Ampara ultravioleta, y dependiendo del indicador y de la longitud de onda,
aparecen manchas fluorescentes en las zonas en las que hay componentes,
0 en otros casos aparece toda la placa fluorescente excepto donde hay
componentes. Algunos compuestos poseen cierta fluorescencia (aunque no
es normal) con lo que pueden ser detectados directamente en una lampara

de ultravioleta.

La constante Rg (Ratio of Front) es simplemente una manera de

expresar la posicion de un compuesto sobre una placa como una fraccién

decimal, mide la retencion de un componente. Se define como:

_ Distancia recorrida desde el origen por el compuesto
Distancia recorrida desde el origen por el frente del eluyente

X

f v
La distancia recorrida por el compuesto se mide generalmente desde el
centro de la mancha, los céalculos se simplifican si el denominador es 10.
Para que los Rfr sean reproducibles deben ser fijadas una serie de
condiciones (espesor de la placa, fase movil, fase estacionaria, cantidad de
muestra). El maximo valor de Rr que se puede alcanzar es de 1, lo ideal es

un Rr entre 0.65y 0.7.

Para averiguar si dos compuestos son iguales, se colocan ambos sobre
la misma placa y se desarrolla con varios eluyentes. Una vez desarrollados
se calculan los Rr y si son distintos, puede deducirse con toda seguridad que
no se trataba del mismo compuesto. Por el contrario si los Rr son iguales los
compuestos pueden ser iguales o no serlo. Si se sospecha que dos
compuestos son muy parecidos se eluyen sobre la misma placa con el mismo
eluyente u otros de menor polaridad, hasta apreciar una separaciéon minima.
En este caso no se pueden usar reveladores quimicos, ya que alterarian los

compuestos, sino indicador ultravioleta.

30



Facultad de Quimica
Universidad Auténoma | jcenciatura en Quimica Farmacéutica Biologica

del Estado de México =
Reestructuracion, 2015

& UAEM

También se puede operar de la manera siguiente: Se selecciona un
compuesto (X), que tenga una posicion de desarrollo conveniente; todos los

demas compuestos sobre la placa se relacionan con éste. De esta manera se

tiene el, Rx, ya que:

_ Distancia recorrida desde el origen por el compuesto _Y
* Distancia recorrida desde el origen por el compuesto de referencia (X) X
Camara cromatografica Cromatografié en capa fina revelada
Fuente: www.uprm.edu, 2010
MATERIAL Y REACTIVOS
Materiales Reactivos
Equipo para cromatografia Cloruro de Potasio 0.1M
Centrifuga Solucion de Cloroformo-Metanol 2:1 (V:V)
Tubos capilares Reactivo de Bismuto
Papel filtro Reactivo de Molibdato
Embudo de filtracién Reactivo de Ninhidrina
Eluyente: solucién de Cloroformo-Metanol-
Material biologico Acido Acético-Agua 65:25:8:4 en volumen.

Yema de huevo

PROCEDIMIENTO

Primera parte: Extraccién de lipidos

1. Separar la yema del huevo y mezclarla con 30 mL de la solucién de
cloroformo-metanol 2:1 para extraer fosfolipidos y lipidos neutros.

2. Agitar aproximadamente 20 minutos.
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3. Filtrar, agitar el filtrado claro con 20 mL de la solucion de cloruro de
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potasio 0.1M.
4. Centrifugar a 2000 rpm, por 20 minutos.
Separar la fase acuosa superior y usar la fase cloroférmica inferior para la

cromatografia.

Segunda parte: Cromatografia en capa fina

1. Aplicar tres muestras del extracto de lipidos aproximadamente de 30
microlitros en forma equidistante.
Colocar el cromatograma en la camara saturada con el eluyente.
Dejar desarrollar durante 90 minutos o hasta que alcance una altura de
12-15 cm.

4. Sacar la placa de la camara y dejar secar.

Tercera parte: Revelado de cromatogramas

Revelar cada placa cromatogréafica con un revelador distinto con el fin de
obtener las manchas caracteristicas de cada tipo de fosfolipidos.

NOTA: EIl cromatograma revelado con el reactivo de ninhidrina requiere
calentarse a 100°C por 5 minutos.

RESULTADOS
Dibujar un esquema a escala de los cromatogramas revelados, resaltando las
manchas que se hayan identificado. Calcular los RrF de cada una de las

manchas detectadas e identificar los compuestos correspondientes.

DISPOSICION DE RESIDUOS

1.Colocar en una charola el residuo sélido que queda en el embudo Buchner
después de filtrar al vacio y llevarlo a la campana de extraccién para que
se evapore cualquier remanente de solvente, posteriormente desechar en
la basura.

2.La fase acuosa que se separa posterior a la centrifugacion (KCI) se

dispone en el recipiente D.
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CUESTIONARIO

1.

Las proteinas, los carbohidratos y los acidos nucleicos estdn agrupados
por caracteristicas estructurales comunes a su clase de biomoléculas.
¢, Cudl es la base para agrupar compuestos como los lipidos?

Menciona tres propiedades biologicas de los fosfolipidos.

Con base en las caracteristicas de la estructura quimica de los lipidos,
expligue cuél es mas hidrofilico, el colesterol o los fosfolipidos,
argumentando su respuesta.

¢ Cuales son los lipidos que se encuentran en la yema de huevo?

La yema de huevo contiene una elevada cantidad de colesterol y también
una elevada cantidad de lecitina. Desde el punto de vista dietético y de

salud ¢ Como se complementan estas dos moléculas?

EJERCICIOS DE INTEGRACION
Con base en el fundamento tedérico de la cromatografia, conteste breve

y claramente las siguientes preguntas, argumentando su respuesta y

haciendo referencia a la bibliografia consultada.

1. ¢Por qué se dice que la cromatografia en capa fina es un criterio

parcial y no total de identificacién?

¢ Cual sera el resultado de los siguientes errores en cromatografia en
capa fina: a. Aplicacién de solucién muy concentrada; b. Utilizacion
de un eluyente de alta polaridad; c. Empleo de gran cantidad de
eluyente en la camara de cromatografia?

¢ Qué tratamiento es necesario darle al gel de silice para reutilizarlo?
Hay muchas razones por las que la cromatografia en capa fina
deberia ser el principal método de analisis farmacoldgico. Enliste

cinco razones.
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) P,réctica m]m. 3
HIDROLISIS ENZIMATICA DE LIPIDOS DE LA LECHE

INTRODUCCION

Ademas de ser una fuente de combustible energético para nuestro organismo
(9 calorias por gramo), los Ilipidos desempefian otras funciones
fundamentales para el buen funcionamiento de nuestro cuerpo: constituyen
una reserva muy importante de energia (tejido adiposo o graso), colaboran
en la regulacién de la temperatura corporal (grasa subcutidnea), envuelven y
protegen dérganos vitales como el corazén y rifiones (grasa perivisceral), son
el vehiculo de transporte de las vitaminas liposolubles (A, D, E, K) facilitando
asi su absorcién; resulta imprescindible para la formacién de determinadas
hormonas, suministran acidos grasos esenciales (linoleico y linolénico) para
nuestro organismo e interviene en la buena palatabilidad de los alimentos
(sensacion agradable que producen los alimentos en la boca). Asi mismo
impiden que las proteinas sean empleadas como fuente de energia y cumplen
una funcién estructural, estando presente en las membranas celulares

(fosfolipidos de membrana y colesterol).

La digestién de las grasas se inicia en la boca. Las particulas de
alimento se separan en otras mas pequefias mediante la masticacién y actla
una enzima, la lipasa lingual, que comienza la ruptura de los triglicéridos en
otras sustancias mas sencillas (diglicéridos; molécula de glicerol unida a dos

acidos grasos).

En el estbmago actua la lipasa gastrica y en él se absorben algunos
acidos grasos de cadena corta y media (con relaciéon al nimero de carbonos
de los acidos grasos; 4-6 y 8-10 respectivamente). A nivel de duodeno y
yeyuno, porciones del intestino delgado, gracias a la colecistoquinina, que
hace que la vesicula biliar se contraiga y libere bilis, se produce la emulsién
de las grasas facilitada por los movimientos peristalticos. También actua la

enzima lipasa pancreatica y se obtienen finalmente monoglicéridos (una
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glicerol libre y colesterol. Los &cidos grasos de cadena corta y media y el
glicerol, se absorben y pasan hacia la sangre y son transportados hacia el
higado. Los acidos grasos de cadena larga (de mé&s de 12 carbonos) se
absorben y se resintetizan en triglicéridos en el enterocito (células del
epitelio o revestimiento del intestino delgado), formandose los quilomicrones,
que también transportan una parte de fosfolipidos y colesterol. A través del
sistema linfatico los quilomicrones pasan al torrente sanguineo. El 97% del
total de los lipidos de la dieta son absorbidos y el resto se expulsan junto
con las heces. Los lipidos absorbidos serdn transportados en sangre en

forma de lipoproteinas.

Después de comer, es decir, en situaciéon postprandial, los lipidos se
emplean como combustible energético o se almacenan en el tejido adiposo o
graso o bien pasan a formar parte de membranas celulares. En situacién
interdigestiva o de ayuno, se produce la movilizaciéon de las grasas desde el
tejido adiposo, dando lugar a acidos grasos, los cuales puede tener distintos
destinos metabdlicos: ser empleados como fuente de energia en los tejidos
en general, en presencia de oxigeno dan lugar a los cuerpos ceténicos (en
situacion de ayuno y falta de glucosa como sustrato energético) o bien

forman parte de membranas de celulares.

PROPOSITO
Al término de la practica el alumno habrd adquirido las habilidades en el
laboratorio para determinar una hidrélisis enzimatica de los lipidos de la

leche.

TIEMPO DE REALIZACION

Dos horas
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FUNDAMENTO TEORICO

Las lipasas y las estearasas son enzimas que catalizan la hidrdlisis de los
enlaces éster que se encuentran en un gran nuamero de lipidos

saponificables. La reaccidén que se lleva a cabo es la siguiente:

Enzima Enzima s
2
COOH G | COOH 0 ; COOH [ ] A
G
COOH COOH COOH » R
Triglicérido Diglicérido + Acido graso P . " E
) At +
Glicerol + 3 Acidos Glicerol + 2 acidos grasos E;z:glgjléiﬁigd‘;soz acidos grasos libres
grasos + acido graso libre g

Estos ya son del
tamafio apropiado para
pasar a la sangre

ACTUACION DE LAS LIPASAS

Fuente: www.equipodietistas.files.wordpress.com, 2010

Estas enzimas estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y son
especialmente importantes en el intestino delgado donde tiene lugar la
digestion y la absorcion de las grasas, debido a que los triacilgliceroles son
insolubles en agua y las enzimas digestivas son solubles en ella. La
digestion de los triacilgliceroles transcurre en las interfaces lipido-agua;
consecuentemente los agentes emulsificantes tales como las sales biliares
producen a menudo una estimulacién marcada de la hidrélisis enziméatica de
los lipidos.

En la leche homogenizada, los glébulos de grasa se encuentran muy
finamente divididos y este material sirve como un sustrato excelente para las
lipasas.
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La identificacion de la actividad de estas enzimas se realiza a través
de una titulacion &cido-base, ya que la accién de las lipasas sobre los lipidos
saponificables libera &cidos grasos que pueden ser cuantificados por la

valoracién del grupo funcional acido carboxilico que los caracteriza.

La titulacion es un método para determinar la cantidad de una
sustancia presente en solucion. Una solucion de concentracion conocida,
lamada solucion valorada, se agrega con una bureta a la solucién que se
analiza. En el caso ideal, la adicion se detiene cuando se ha agregado la
cantidad de reactivo determinada en funcion de un cambio de coloraciéon en
el caso de utilizar un indicador interno, y especificada por la siguiente

ecuacion de la titulaciéon:

NA VA = NB VB

A este punto se le llama punto de equivalencia. En términos generales
la reaccién entre cantidades equivalentes de acidos y bases se llama
neutralizacién o reaccion de neutralizaciéon, la caracteristica de una reaccidon
de neutralizacién es siempre la combinaciéon de hidrogeniones que proceden
del acido, con iones hidroxilo procedentes de la base para dar moléculas de
agua sin disociar, con liberacién de energia calorifica como calor de

neutralizacién y formacién de una sal.

Una expresién general como la siguiente, resumen la ecuacién de

neutralizacion:
Acido + Base — Sal + Agua
Asi pues, la titulacion es un proceso en el cual la solucién estandar

(del patrén primario) se combina con una solucién de concentracion

desconocida para determinar dicha concentracion.
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MATERIAL Y REACTIVOS

Material Reactivos
Siete matraces Erlenmeyer de 125 mL Etanol al 95 %
Dos buretas de 25 mL Fenolftaleina
Pinzas para bureta Sales biliares al 1%
Soporte universal Hidroxido de Potasio 0.05N
Termdémetro Pancreatina al 1 % en agua

Mechero

Bafio Maria a 37°C

Dos pipetas de 1mL, 5 mL y 10 mL.
Seis pipetas volumétricas de 10 mL.

Material biolbégico

Un litro de leche homogeneizada

PROCEDIMIENTO

1.

Identificar los matraces colocandoles los niumeros del uno al cinco y uno
con el numero tres prima (3').

Medir cuidadosamente con una pipeta volumétrica 5 mL de leche
homogenizada y verterlos en cada uno de los seis matraces Erlenmeyer
de 125 mL.

3. Adicionar a cada matraz 1.5 mL de extracto neutro de Pancreatina al 1%.

Pipetear en el matraz marcado tres prima (3') 1.0 mL de la solucién de
sales biliares al 1%.

Colocar todos los matraces en un bafio Maria a 37°C.

Después de 15 minutos, retirar del bafio Maria el matraz identificado con
el numero 1 y adicionarle 12.5 mL de Etanol titulando enseguida con la
soluciébn de KOH 0.05N usando Fenolftaleina como indicador. Agitar el
matraz durante la titilacién, tan vigorosamente como sea posible ya que la

proteina precipitada puede enmascarar los a4cidos grasos libres.
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Dispositivo para la titulacién

7. Titular tan rapido como sea posible debido a que la digestion realizada
por la enzima continla durante la titulacion.

8. Repetir el procedimiento anterior, sacando el matraz 2 a los 30 minutos, el
3y 3 alos 45 min, el 4 alos 60 miny el 5 alos 75 minutos.

9. Preparar un testigo de la siguiente manera: Afiadir en un matraz de 125
mL 5 mL de la leche homogenizada y 1.5 mL de la solucion de Pancreatina
hervida previamente durante tres minutos. Agregar enseguida 12.5 mL de
Etanol, la Fenolftaleina y titular inmediatamente con KOH 0.5N restar este

valor a los problemas.

RESULTADOS

Construir una grafica usando tiempo de hidrélisis en el eje de las abscisas y
los mililitros de Hidréxido de Potasio (KOH) gastados en el eje de las
ordenadas, restando el volumen obtenido en el matraz que contiene el testigo
al volumen obtenido en todos Ilos matraces. Concluya de manera

fundamentada los resultados obtenidos en la grafica.

DISPOSICION DE RESIDUOS

Verter los residuos neutralizados al recipiente A, ya que contienen Etanol.
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CUESTIONARIO

1.

Explicar el efecto de la adiccion de sales biliares sobre la actividad
enzimatica suponiendo que la grasa de la leche es Triestearina.

Calcular el numero de miligramos de Triestearina hidrolizada por la lipasa
en una hora, basandose en la cantidad de acido liberado durante ese
intervalo.

Escribir las férmulas de los siguientes compuestos: Lecitina,
Glucosilceramida y Fosfatidiletanolamina; indicando el tipo de Lipidos al
que pertenece.

Describir la composicién de la leche.

¢ Qué tipos de detergentes biolégicos existen en el hombre?

EJERCICIOS DE INTEGRACION

Con base en el fundamento tedrico de la Hidrélisis Enzimatica de la Lipasa,

conteste breve y claramente las siguientes preguntas, argumentando su

respuesta y haciendo referencia a la bibliografia consultada.

1.

Con base en los calculos de las concentraciones de acidos grasos
liberados por accién de la Lipasa Pancreatica, elabore la representacion
doble reciproca de Lineweaver y Burk y obtenga el Km y la Vmax de la
cinética enzimatica (reporte todos los calculos realizados).

.¢Por qué es util graficar los datos de velocidad para las reacciones
enzimaticas como una linea recta mas que como una curva?

.¢,Bajo qué condiciones se puede asumir que el Km indica la afinidad de la

unién de la enzima con el sustrato?

4.Interprete el valor de Km y Vmax obtenidos en la grafica.
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) Practica num. 4
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS
TRANSAMINASAS

INTRODUCCION

En el metabolismo de los aminoacidos se incluyen reacciones de
Transaminacién, en las que hay una transferencia de un grupo amino de un
alfa-aminoacido a un alfa-cetoacido con la formacion de un nuevo alfa-
aminoacido y cetoacido, las enzimas que catalizan esta reaccién se llaman
Transaminasas o llamadas también Aminotransferasas, las cuales utilizan

como coenzima al Fosfato de Piridoxal derivado de la Vitamina B-6

o =
coo CO0
|
LHa o transaminasa CH, 5
i een PLP c=0 Lo ARl
coo CoOo COO
- & coo, e
Glutamato a-cetoacido a~cetoglutarato a-aminoacido

Fuente: Nelson, 2015

En la reaccién de Transaminacion el Fosfato de Piridoxal actla como

un portador intermediario del grupo amino transferido.

Dentro de las Transaminasas mas estudiadas estan la Transaminasa
Glutadmico Piravica y a la Transaminasa Glutamico Oxalacética, TGP y TGO
respectivamente, su cuantificacién es utilizada para conocer el

funcionamiento hepético, junto con otras enzimas.

PROPOSITO
El alumno desarrollard su capacidad para determinar la actividad de la

enzima Transaminasa Glutdmico Pirtvica en suero humano.
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TIEMPO DE REALIZACION
Dos horas

FUNDAMENTO TEORICO

La Aspartato Aminotransferasa (AST), inicialmente llamada Transaminasa
Glutdmico Oxalacética (GOT), cataliza la transferencia reversible de un grupo
amino, aspartato al a-cetoglutarato con formacion de glutamato vy
oxalacetato. El oxalacetato producido es reducido a malato en presencia de

la enzima Malato Deshidrogenasa (MDH) y Nicotin Adenin Dinucledétido
reducido (NADH):

- - y
%%e® G—0 O Lo
c=0 ; e
&—rei i, transaminasa [_, HE—NH;
(IJI-L + | Bl —- C|H CH,
4 ™ _ GOToASAT [° CH,
0’ o §° o” "o~ c—0~
Q 1]
0
Aspartato a-cetoglutarato Oxalacetato: Glutamato

Fuente: Lehninger, 2007

La velocidad de la disminucién de la concentracion del NADH en el
medio, determinada fotocolorimétricamente, es proporcional a la

concentracion catalitica de la enzima Aspartato Aminotransferasa (AST) en la
muestra ensayada.

Por otra parte, la Alanina Aminotransferasa (ALT), inicialmente
[lamada Transaminasa Glutamico Piravica (TGP), cataliza la transferencia
reversible de un grupo amino de la L-alanina al a-oxoglutarato con formacién
de L-glutamato y piruvato. El oxalacetato producido es reducido a lactato en

presencia de la enzima Lactato Deshidrogenasa y Nicotin Adenin
Dinucleétido reducido (NADH):
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JAlanina o-cetoglutarato Glutamato

Piruvato

Fuente: Lehninger, 2007

Este es un método estdndar optimizado segun las recomendaciones de
la IFCC (Internacional Federation of Clinical Chemistry and Laboratory

Medicine).

MATERIAL Y REACTIVOS

Material
Centrifuga

Guantes de latex
Jeringa de 3 mL

Dos tubos de ensaye
Micropipetas de 100 y

Reactivos
Kit para determinar GOT(AST), el cual incluye:

1. Ri: TRIS pH 7.8 (80mmol/L)

2. L- Aspartato (200 mmol/L)

Kit para determinar GPT(ALT), el cual incluye:
1. Ri: TRIS pH 7.8 (80mmol/L)

1000pL Heparina

Termobafio Solucién de Cloruro de Sodio 0.9%
Espectrofotometro

Celdas

PROCEDIMIENTO

1. Extraer 2 a 3 ml de sangre venosa y colocarla en un tubo de ensayo sin
anticoagulante. Los donantes no requieren estar en ayuno. La sangre se
deja reposar en el tubo durante unos minutos; se produce la coagulacién
de la muestra, obteniéndose dos fracciones: a. El codgulo, constituido
principalmente por las células y b. EIl liquido excluido del co&gulo
denominado suero. El suero se diferencia del plasma porque carece de
fibrinbgeno (que ha sido convertido en la fibrina del codgulo), protrombina
y otros factores de la coagulacién consumidos durante dicho proceso, y

por contener ademdas, en baja concentracién, sustancias de importancia
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fisiologica liberadas por las plagquetas durante la coagulaciéon, por
ejemplo, el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF).

2. Centrifugar 15 minutos a 2000 rpm con el propésito de obtener el suero de
la sangre.

3. Reconstituir el reactivo del Kit con 2mL de la solucién buffer.

4. Preparar la muestra directamente en la celda:

Plasma 100 pL
Reactivo 1000 pL

5. Incubar exactamente un minuto a 30°C

6. Pasado el tiempo de incubacién, leer la absorbancia inicial en el
espectrofotémetro a 340nm.

7. Al cabo de 1, 2 y 3 minutos leer nuevamente. En este tiempo la celda
permanecera dentro del espectrofotémetro.

8. Observar si la variacién de la absorbancia por minuto es menor a 0.16; en
caso contrario, diluir 0.1 ml de suero con 0.9 ml de NaCl 0.9% y repetir la
prueba.

RESULTADOS

1. Aplicar la siguiente formula para calcular la actividad de la ALT:

U/L = AA x 1746
(RANDOX)*
En donde AA es el promedio de la diferencia de las absorbancias. Usar

solo los valores obtenidos durante los 2 primeros minutos.

2. Aplicar la siguiente formula para calcular la actividad de la AST:

U/L = AA x 1750
(SPINREACT)*

En caso de haber diluido el suero, multiplicar el resultado por 10.

44



Facultad de Quimica

Universidad Auténoma | jcenciatura en Quimica Farmacéutica Bioldgica
del Estado de México S — bl s it Js

3 UAEM

3. La unidad internacional (U) es la cantidad de enzima que convierte 1umol

Reestructuracion, 2015

de substrato por minuto en condiciones estandar. La concentracion se

expresa en unidades por litro (U/L)

4. Reportar

Resultados

Nombre del paciente

Sexo

Valores de Alanina Aminotransferasa (ALT) obtenidos

Valores de Aspartato Aminotransferasa (AST) obtenidos

Referencia de valores normales a 30°C

Nota: La marca del kit puede cambiar, asi que es necesario verificar el FACTOR
por el que se debe multiplicar AA en el inserto del mismo

DISPOSICION DE RESIDUOS

Inactivar con Hipoclorito de Sodio y desechar en la tarja.

CUESTIONARIO

1. Escriba la reaccion de la Transaminasa Glutamica Piravica (TGP)

2. ¢Cuales son los valores de referencia de la Transaminasa Glutamica
Piravica (TGP)?
¢, Cual es el fundamento de la reaccién?
,Dbénde se encuentran la Transaminasa Glutamico Piravica (TGP) en el
organismo humano?

5. ¢Qué significado tiene una elevaciobn en la concentracion de la

Transaminasa Glutamico Pirtvica (TGP)?

Ejercicios de integracion

Con base en el fundamento tedérico de la Determinacion de la Actividad de las
Enzimas Transaminasas, conteste breve y claramente las siguientes
preguntas, argumentando su respuesta y haciendo referencia a la bibliografia

consultada.
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En la practica clinica diaria cual es el propdsito de realizar la
determinacion de la actividad de las enzimas Transaminasas.

Haga un diagrama en el que exponga la participaciéon de la Glutamato
deshidrogenasa y la Glutamino sintetasa para producir Glutamina a partir
de Amoniaco y a Cetoglutarato.

Enliste los aminoacidos que son esenciales y los no esenciales para los
seres humanos. En este sentido indique los aminoacidos esenciales para
un adulto fenilcetondrico y compéarelos con los requerimientos de un
adulto normal.

¢, Cuantos aaminoéacidos participan en el Ciclo de la Urea?

Con base en la respuesta anterior ¢Cuantos pueden usarse para la

sintesis de proteinas?
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Practica num. 5
DETERMINACION DE UREA

INTRODUCCION
Cuando los aminoacidos de la dieta exceden los requerimientos para la
sintesis proteica y otra via anabdlica, el exceso es catabolizado para

producir ATP o es convertido a substratos para la sintesis de acidos grasos.

Es importante tomar en cuenta que s6lo los esqueletos de carbono de
los aminoacidos y no los grupos amino pueden ser usados en el proceso

antes mencionado.

La eliminacién del nitrbgeno de los aminoacidos es una parte
importante en el catabolismo de los mismos, ya que es téxico para el cerebro
en forma de amonio, por lo que el organismo humano lo debe de eliminar en
forma de urea, compuesto no téxico, soluble en agua cuya Unica funcion en

el metabolismo es la excrecidn de nitrégeno.

La urea es uno de los constituyentes nitrogenados no proteicos (NNP)
mas abundantes en el cuerpo; los demas son la creatinina, el acido urico, el

amonio y los aminoacidos.

0

|
C

-
H5N NH,

Estructura de la Urea
Fuente: Lehninger, 2015

La urea es el principal producto nitrogenado de desecho del
metabolismo de las proteinas y sdélo se sintetiza en el higado. Su
concentraciéon es igual en todos los liquidos corporales, con excepcion de la
sangre entera debido a la diferencia de valores que existe entre el suero y
los eritrocitos. Por lo tanto, se prefiere el suero o plasma a la sangre entera

para analizar el nitrégeno de la urea.
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El Ciclo de la Urea es el proceso que consiste en la formacion de urea
a partir de amoniaco. Esta es llevada a través de la sangre a los rifiones, los
cuales filtran la urea de la sangre y la depositan en la orina. Un hombre
adulto elimina aproximadamente unos 28 g de urea por dia.

La urea puede determinarse en el hombre en muestras como: la sangre
o la orina, por diferentes métodos, los méas usados son los métodos

enzimaticos.

PROPOSITO
Al término de la préactica el alumno tendra la capacidad para cuantificar urea

en muestras biolégicas humanas como la orina o la sangre.

TIEMPO DE REALIZACION

Dos horas

FUNDAMENTO TEORICO

La urea se hidroliza en presencia de agua y ureasa para producir amoniaco y
diéxido de carbono. ElI amoniaco producido en la primera reaccion se
combina como a-oxoglutarato y NADH en presencia de la enzima Glutamato

Deshidrogenasa para producir glutamato y NAD".
Urea + H2O Ureasa , 2 NHz + CO2

2a-Oxoglutarato + 2NH4 + 2NADH*_CGLPH 2| -glutamato + 2NAD* +2H,0

La muestra puede ser suero, plasma heparinizado, EDTA plasma u

orina (Diluir la orina 1:20 con agua destilada).
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Valores normales:

Suero 1.7 - 8.3 mmol/l 10 - 50 mg/dl

Orina 333 — 583 mmol/24 hrs 20 — 35 g/24 hrs

MATERIAL Y REACTIVOS

Material Reactivos
Centrifuga Kit para determinacion de Urea:
Jeringa de 3 mL « Solucion Tampén 150 mmol/L, pH
Dos tubos de ensayo 7.6
Micropipetas 10 y 1000 pL « Enzima Ureasa, GLDH, NADH, ADP,
Espectrofotémetro a-Oxoglutarato
Dos celdas para el Espectrofotémetro « Solucién patrén (referencia)

13.3 mmol/L (80mg/dL)
Guantes de latex

PROCEDIMIENTO

1. Reconstituir un vial de reactivo Enzima 2 con 15 mL de solucion Tampén 1
(estable durante 4 semanas entre 2 y 8°C 6 2 dias entre 15y 25°C).

2. Siguiendo las instrucciones de la tabla, preparar un tubo de ensayo para
el blanco y calibrar el Espectrofotometro a 340 nm. Posteriormente
preparar en otro tubo de ensayo la solucién patron (referencia) vy

terminadas las dos lecturas, preparar la muestra:

Reactivo blanco Patron Muestra
Agua destilada 10 pL 0 0
Patrén 0 10 uL 0
Muestra 0 0 10 pL
Reactivo 1000 pL 1000 pL 1000 pL

Mezclar perfectamente
Incubar exactamente 30 segundos a 37°C
Calibrar con el blanco

Leer la absorbancia de Patrén y Muestra a 340 nm.
Leer de nuevo al cabo de 1 minuto
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RESULTADOS
Determine la concentracién de urea en la muestra problema, aplicando la
siguiente relacién:

. AAmuestra - .
Concentracion de Urea=—————— xConcentracion delpatron

AA patron

En caso de haber usado orina diluida 1:20, multiplicar el resultado por 21.

El método es lineal hasta 50 mmol/L (300 mg/dL) suero o plasma, y
1050 mmol/L (6300 mg/dL) en orina. Para concentraciones superiores diluir la
muestra 1 + 1 con una solucion de NaCl al 0.9% vy repetir la prueba,

multiplicar el resultado por 2.

DISPOSICION DE RESIDUOS

1. Inactivar el plasma o suero, asi como el paquete globular con Hipoclorito
de Sodio y desechar en la tarja.

2. Disponer el contenido de las celdas (blanco, patron y muestra) en
recipiente F.

CUESTIONARIO

1. ¢Explique que indica valores elevados de urea?

2. ¢Explique que indica los valores bajos de urea?

3. ¢ Qué papel juega el Fenol en la determinacion de la urea?
4. Proponga otro método de cuantificacién de la urea.

5. Escriba el Ciclo de la Urea.

EJERCICIOS DE INTEGRACION
Con base en el fundamento teérico de la Determinacién de Urea, conteste
breve y claramente las siguientes preguntas, argumentando su respuesta y

haciendo referencia a la bibliografia consultada.
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En la practica clinica diaria cual es la finalidad de realizar la
Determinacion de Urea.

Escriba una ecuacién para la reaccion neta del Ciclo de la Urea vy
demuestre coOmo este ciclo se relaciona con el Ciclo de Krebs.

¢ Cuantos ATP se requieren para una vuelta del Ciclo de la Urea?

,En donde se utilizan estos ATP?

¢En qué condiciones los aminoacidos son catabolizados, cuales son los
productos finales de las cadenas de carbono de los aminoacidos

glucogénicos? ¢Y para los aminoacidos cetogénicos?
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Practica num. Q )
AISLAMIENTO Y PURIFICACION QEL ACIDO
DESOXIRRIBONUCLEICO DE CHICHAROS

INTRODUCCION

El Acido Desoxirribonucleico (ADN) es el material genético de todos los
sistemas vivos y de casi todos los virus. EI ADN lleva la informacion
necesaria para dirigir la sintesis de proteinas y la duplicacién de la misma
molécula. Esta biomolécula fue detectada en el nlcleo celular por el
investigador F. Miesher en 1869 y desde los afios cuarenta O. Avery y sus
colaborados descubrieron que el material genético estd formado de Acido

Desoxirribonucleico.

El Acido Desoxirribonucleico (ADN) es Ilamada también la molécula de
la vida, esta formada por nucledtidos del tipo desoxirribonucleico, que
contienen las bases nitrogenadas de Adenina, Guanina, Citosina y Timina. En
el ADN la secuencia de nucledtidos se conserva en este alfabeto de cuatro
letras; la informacion para la sintesis de una proteina constituye el gen de
esta. De hecho, ningun gen es traducido directamente en proteina. Antes
debe ser transcrito en Acido Ribonucleico mensajero (ARNm), que es
especifico y complementario del gen. Este ARNm es traducido después en
proteina gracias a un diccionario bilingte, “el cédigo genético" a un grupo de
tres nucleé6tidos en el ARN y por consiguiente en el gen, correspondiendo a

un aminoacido determinado.

Para estudiar el ADN es imprescindible aislarlo e identificarlo. Existen
diferentes métodos de aislamiento, dependiendo del tipo de estudio o
investigacion que se quiera realizar. Sin embargo, todos los métodos
comparten el hecho de que es una molécula situada al interior de estructuras
membranosas y estd asociada con proteinas, entonces se requiere usar
sustancias adecuadas para obtener al ADN de la forma méas purificada

posible.
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PROPOSITO
Al terminar la practica el alumno habréa desarrollado las habilidades de
extraccion y aislamiento del Acido Desoxirribonucleico de chicharos.

TIEMPO DE REALIZACION

Cuatro horas

FUNDAMENTO TEORICO

La Biologia Molecular es una de las herramientas mas utiles que emplea hoy
en dia la ciencia y la medicina moderna. La obtencién de Acido
Desoxirribonucleico (ADN), es el punto de partida para la mayoria de los
andlisis genéticos; incluso contando con pequefias cantidades de ADN es
posible amplificar genes especificos in vitro a través de la reaccion en
cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés: Polymerase Chain
Reaction). Esta revolucionaria técnica le vali6 a su inventor, Kary B. Mullis,
el premio Nobel de Quimica en 1993.

En algunas circunstancias, cuando no es posible obtener muestras de
sangre, el ADN obtenido a partir de cabellos o bulbos capilares puede ser
utilizado para analisis genéticos. Tomar una muestra de cabello es sencillo,
permite el muestreo de un gran niumero de sujetos en menor tiempo, con un
minimo de afliccibn causada. Sin embargo, extraer un cabello (junto con el
bulbo capilar) puede ser doloroso en algunas situaciones e imposible en

animales de laboratorio carentes de pelaje.

La extraccion de ADN de diversas fuentes celulares requiere una serie
de etapas basicas: En primer lugar tiene que romperse la pared celular y la
membrana plasmatica para poder acceder al nlcleo de la célula. A
continuacion debe romperse también la membrana nuclear para dejar libre el
ADN. Los jabones utilizados como lavavajillas emulsionan los lipidos de las

membranas celulares y las rompen. La sal evita la uniéon de las proteinas al

53



Facultad de Quimica

Universidad Auténoma | jcenciatura en Quimica Farmacéutica Bioldgica
del Estado de México = =i

¥} UAEM

Reestructuracion, 2015

ADN. Para aislar el ADN hay que hacer que precipite en alcohol. El ADN es
soluble en agua, pero cuando se encuentra en alcohol se desenrolla y
precipita en la interfase entre el alcohol y el agua. Ademas de permitirnos ver
el ADN, el alcohol separa el ADN de otros componentes celulares, los cuales

son dejados en la solucion acuosa.

La técnica utilizada en esta actividad experimental se basa, por un lado,
en el principio de que el componente fundamental de las membranas
plasméatica y nuclear son los lipidos, en consecuencia, se utiliza un
detergente (surfactante) para romper estas estructuras y permitir la salida del
ADN. Por otro lado, el ADN de vegetales y animales se encuentra asociado a
proteinas de tipo histona, por lo tanto, al agregarle alcohol, se precipitan las
proteinas y de esta forma se obtiene el ADN como una estructura mas pura.

Finalmente, como el ADN es una molécula de caracter acido es posible

identificarlo con colorantes especificos como el anaranjado de acridina.

MATERIAL Y REACTIVOS

Material
3 vasos de precipitado de 100 ml
(en su caso uno de 100 ml y dos de
50 ml)
1 varilla de vidrio
1 caja de Petri
1 pipeta Pasteur
1 mortero
1 mortero
1 Microscopio de Contraste de
Fases
1 portaobjetos
1 cubreobjetos

Material bioldgico
10 g de chicharos

Reactivos
10 ml. de agua desionizada o
destilada
20 ml. de Desoxicolato de Sodio (1 g
de Desoxicolato de Sodio en 60 ml

de agua destilada o desionizada).
Nota: Se puede sustituir el Desoxicolato de
Sodio por detergente Roma

20 ml de Etanol absoluto o al 95%
FRIO (el alcohol debe estar a 4°C
por lo menos 1 hora antes de iniciar
la actividad y permanecer en hielo
durante todo el experimento)
Colorante Anaranjado de Acridina

Recomendacién: Lavar el material de vidrio perfectamente si se utilizard& mas de una vez
para evitar contaminacién en el proceso de extraccion y aislamiento.
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PROCEDIMIENTO

. Sacar los chicharos de su vaina.

. Pesar en una caja de Petri 10 g de chicharos.
. Triturar los chicharos en un mortero con 10 ml de agua desionizada o

destilada hasta que quede una masa homogénea y semiliquida.

. Filtrar el sobrenadante obtenido en cada trituraciobn en el vaso de

precipitados con ayuda de una coladera o a través de una gasa.

. Verter el liquido en otro vaso de precipitados, afiadir 20 ml. de
desoxicolato de sodio y agitar SUAVEMENTE con la varilla de vidrio.
Anotar lo que sucede.

Incorporar LENTAMENTE 20 ml de etanol, resbalando por las paredes de
la probeta y esperar por lo menos dos minutos para observar unos
filamentos blanquecinos de “ADN” extraido por esta técnica (Ver Figura A
y B), algunos de estos filamentos quedan adheridos a la varilla de vidrio.
SOLO SI ES NECESARIO, AGITAR LENTAMENTE EN FORMA
ROTATORIA Y EN LA MISMA DIRECCION.

. Tomar una muestra de los filamentos blanquecinos con la varilla de vidrio
0 una pipeta Pasteur y colocarlos sobre el portaobjetos.

. Afadir una gota de colorante anaranjado de acridina y colocar el
cubreobjetos.

. Reportar los filamentos observados al microscopio con los objetivos 10x y
20x

Extraccion y aislamiento de ADN
Fuente: WordPress, 2017
Figura la Figura 1b
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10. Obtenido el precipitado se saca con un agitador de vidrio con
movimientos circulares.
11. Disolver el DNA en 5 ml de agua y determinar la absorbancia a 260 y 280

nm.

Resultados

Longitud de Onda Absorbancia

260 nm

280 nm

La cuantificacion del ADN total extraido se realiza por la medida de la
absorbancia a 260 nm, dado que una unidad de absorbancia equivale a una
concentracion de 50 ng/upl. La medida de la pureza se realiza midiendo la
absorbancia a 280 nm, siendo el coeficiente de absorbancias 260/280 el que
indica la pureza de la solucién. Un cociente de 1.8 indica que la solucion es
de ADN es puro, valores inferiores indican una contaminacién por proteinas o
polifenoles mientras que si la relacion es de 2.0 se trata de ARN puro ¢De
acuerdo a las lecturas a 260 y 280 nm diga usted si el DNA obtenido es

puro?

CUESTIONARIO

1. Explique qué sucede en cada uno de los pasos de esta técnica

2. ¢Por qué las lecturas en el espectrofotémetro para determinar la pureza
del ADN se realizan a 260 y 280 nm?

3. ¢Cual es la raz6n para emplear anaranjado de acridina para observar los
filamentos de ADN en el microscopio?

4. ¢Cual es la funcién del ADN en los sistemas vivos?

Explica en qué consiste la replicacion del ADN
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DISPOSICION DE RESIDUOS

1.

Los residuos de la trituracion de los chicharos se deben colocar en un
recipiente para desechar los materiales organicos.
Los sobrenadantes obtenidos que contiene Etanol se inactivan con

Hipoclorito de Sodio y se colocan en el recipiente A.

EJERCICIOS DE INTEGRACION

Con base en el fundamento teé6rico del Aislamiento y Purificacién del Acido

Desoxirribonucleico, conteste breve y claramente las siguientes preguntas,

argumentando su respuesta y haciendo referencia a la bibliografia

consultada:

1. En la préctica clinica diaria cual es la finalidad de identificar el ADN en
pruebas genéticas.

2. ¢Por qué se emplean muestras de ADN mitocondrial para las pruebas
genéticas?

3. ¢Por qué razon no se emplea el Acido Ribonucleico para las pruebas
genéticas?

4. Desde el punto de vista bioldgico ¢Tiene ventajas que el ADN sea
estable? Argumente porqué si o porqué no.

5. ¢Por qué aumenta la absorbancia cuando se desenrolla la molécula de

ADN?
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Préctica} nam. 7
AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE ACIDO RIBONUCLEICO
DE LEVADURA DE PANIFICACION

INTRODUCCION

Los Acidos Desoxirribonucleico (ADN) y Ribonucleico (ARN) son polimeros
de nucledtidos formados por un azucar de cinco carbones (Desoxirribosa en
el ADN y ribosa en el ARN), una base nitrogenada (que puede ser Adenina,
Timina, Citosina, Guanina o Uracilo) y una molécula de fosfato. EI ADN es la
macromolécula que contiene la informacion genética de las células
procariontes, eucariontes y de los adenovirus. El ARN est& involucrado en la
sintesis de proteinas y constituye el material genético de los retrovirus
(Madigan et al., 2000).

La expresion de los genes es la base del metabolismo celular y por
ésta se entiende que el ADN se transcribe en ARN, que a su vez se traduce
en proteinas. Esta secuencia ADN-ARN-proteinas constituye el “Dogma
Central de la Biologia Molecular”. Hay tres tipos de ARN:

« EI ARN mensajero (ARNm), que se sintetiza durante la transcripcion
gracias a la ARN polimerasa; esta conformado por codones, que son
secuencias de tres pares de bases que codifican un aminoécido.

« EI ARN de transferencia (ARNt) permite el vinculo entre el ARNt y los
aminoacidos, ya que en un extremo cuenta con un aminoacido y en el
otro, con una secuencia de tres pares de bases llamada anticodén, a la
que se une el codon del ARNm.

« EI ARN ribosomal (ARNr), que constituye la mayor parte del ARN en las
células, integra junto con las proteinas a los ribosomas, facilitando el
acoplamiento especifico entre el ARNm y los ARNt para la traduccion; los
ribosomas estan compuestos por tres subunidades de ARNr de diferentes
tamafnos en los eucariontes (23S, 18S y 5S) y procariontes (23S, 16S vy
5S).
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PROPOSITO
Al finalizar la practica el alumno habra desarrollado la habilidad para extraer

y purificar ARN de levadura de panificacion.

TIEMPO DE REALIZACION

Cuatro horas

FUNDAMENTO TEORICO

Los acidos nucleicos, debido a su interrelacion con otras moléculas, resultan
bastante dificiles de separar; por ejemplo, cuando los &cidos nucleicos se
encuentran unidos a las proteinas o a los polisacaridos se deben emplear
métodos suaves, ya que los tratamientos drasticos alteran profundamente su
estructura y caracteristica, por lo que a menudo se encuentra un

considerable grado de impurezas en las preparaciones no analiticas.

El ARN no tiene la estructura altamente regular que posee el ADN, ni
presenta la relacion constante entre las bases que son caracteristicas del
ADN. También es mas dificil estudiarlo debido a que se presenta en varias
formas diferentes en una misma célula. La mayor variabilidad en la estructura
del ARN se debe, en parte, a la naturaleza misma de los nucleétidos que lo
constituyen. Los nucleétidos de ribosa tienen dos grupos hidroxilos en el
azUcar en estado libre, mientras que los nucleétidos de desoxirribosa
presentan solo uno. Otro factor que contribuye a la variabilidad en la
estructura del RNA es la mayor frecuencia de bases poco comunes tales

como Metilcitosina y Metilguanina.

Los métodos de aislamiento, dependen del tipo o condiciones en que

se requiere el ARN, los méas usados son:
1. Extraccién con Acido Tricloroacético-Cloruro de Sodio: Consiste en la
precipitacion con Acido Tricloroacético de moléculas cargadas, lavando

con acetona, para eliminar lipidos y la extracciéon final del ARN con
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ARN asi obtenido esta poco degradado y contiene trazas de ADN.
Extraccion con fenol: Consiste en la extraccion con soluciones fendlicas
concentradas, desnaturalizando proteinas, rompimiento de la emulsion
Fenol-Agua por centrifugacién, conteniendo en la fase inferior (fendlica) el
ADN y en la superior (acuosa) ARN y carbohidratos con proteinas
desnaturalizadas en ambas fases. Eliminacion por centrifugacién de
proteinas y precipitando con alcohol el ARN. EI producto esta
contaminado con polisacéaridos, principalmente Glucdgeno, pero libre de
ADN.

MATERIAL Y REACTIVOS

Material Reactivos
Vasos de precipitado de 150 ml Fenol al 90%(v/v)
Probeta de 25 ml Agua destilada a 37°C
Agitador de vidrio Etanol absoluto frio
Pipeta Pasteur Solucion de Acetato de Potasio al 20%
Bafo Maria pH 5
Vidrio de reloj Eter etilico
Caja Petri desechable Solucion de Etanol-Agua (3:1)

Pipetas de 10 ml

PROCEDIMIENTO

1.
2.

Pesar 5 g de levadura de panificacion.
Suspender la levadura en 20 mL de agua destilada a 37°C. Deje reposar

15 minutos a esta temperatura.

. Agregar 25 mL de la solucion de Fenol 90%. CUIDADO EL FENOL

PRODUCE QUEMADURAS.

. Agite mecénicamente la suspensién durante 30 minutos a temperatura

ambiente.

. Centrifugar a 3000 rpm durante 15 minutos (de preferencia a 5°C) para

romper la emulsion.
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Con la pipeta Pasteur remueva cuidadosamente la capa superior
acuosa.

Colocar la fraccion acuosa superior y capa intermedia en un tubo y
centrifugar a 3000 rpm (de preferencia a 5°C), durante 15 minutos para
separar la proteina desnaturalizada.

Decantar y medir el volumen de sobrenadante obtenido. Afiadir 1 mL de
Acetato de Potasio al 20% pH 5.0 por cada 10 ml de sobrenadante.
Enfriar en bafio de hielo por espacio de una hora el sobrenadante y
precipitar el ARN afiadiendo 2 volumenes de Etanol absoluto frio.
Centrifugar a 2000 rpm. durante 5 minutos.

Suspender el precipitado en aproximadamente 5 mL de Etanol-Agua
(3:1) a temperatura ambiente y centrifugar a 2000 rpm durante 5
minutos.

Repetir el paso niumero 12 con Etanol absoluto y después con Eter.
Secar al aire y pesar. (Nota: El contenido de ARN en levaduras es

alrededor del 4% de su peso seco)

DISPOSICION DE RESIDUOS

1. La fase fendlica posterior a la centrifugacion disponerla en recipiente F.

2. Las fases etandlica y etérea obtenidas después de la centrifugacién

disponerlas en contenedor A.

CUESTIONARIO

1.
2.

Calcular el rendimiento de la extraccion de ARN

¢Explicar cual es la funcion de los siguientes reactivos en la préactica

Fenol, Etanol absoluto y Eter?

¢De qué otras fuentes seria posible obtener ARN y que modificaciones

haria en la técnica de identificacion y aislamiento?
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EJERCICIOS DE INTEGRACION

1. Con base en el concepto de niveles de estructura (primaria, secundaria,
terciaria y cuaternaria) como se definen para las proteinas. ¢(Qué nivel
muestra el ADN de doble cadena, el ARNm y el ARNt?

2. ¢Por qué el ARN es mas vulnerable a la hidrélisis alcalina que el ADN?
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) Rréctica nam. 8
DETERMINACION DE FOSFORO EN ACIDO RIBONUCLEICO

INTRODUCCION

El ADN y ARN se caracterizan por la posesién de un elevado numero de
grupos fosfato, que pueden ser liberados por hidrolisis y determinados
mediante la interaccién con el Azul de Molibdeno. Esta es una aproximacion
a la determinacion de los niveles de los acidos nucleicos que sélo se puede
emplear en disoluciones purificadas, otras pruebas méas especificas son la de
Difenilalanina y del Orcinol, utilizables para la desoxirribosa y sus derivados
y la ribosa y sus derivados, respectivamente. Aqui se utilizan reacciones de
sus componentes para la determinacion cuantitativa de los acidos nucleicos,
con posibilidades, ademas, de diferenciarlos con facilidad ya que el DNA y
derivados no reaccionan con el Orcinol y el RNA y sus derivados no

reaccionan con la Difenilalanina.

Por ejemplo, la heterogeneidad del RNA total obtenido de higado de
rata, se puede poner de manifiesto por su resolucién mediante una columna,
situacion en la que se obtienen numeros picos distintos dependiendo de sus
pesos moleculares y bajo condiciones muy controladas de extraccion podrian
servir para aislamiento parcialmente purificado de algunas clases de RNA de
bajo peso molecular.

Existen algunas pruebas coloridas especificas de las purinas,
nucleésidos y nucleétidos que sirven fundamentalmente para reconocer a la
ribosa y a la desoxirribosa en muy pequefias cantidades o en desarrollo
cromatografico, asi también se puede identificar elementos presentes; como
por ejemplo el fosforo, la mayoria de los métodos para el analisis del fosforo
se basan en la ruptura del ortofosfato, dando lugar a una forma insoluble que
puede determinarse después por meétodos gravimétricos, nefelométricos o

polarograficos.
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PROPOSITO
Al finalizar la préctica el alumno habra cuantificado el fosforo presente en la

muestra obtenida de levadura de panificacion.

TIEMPO DE REALIZACION

Cuatro horas

FUNDAMENTO TEORICO

El ion fésforo es un elemento ampliamente distribuido en el cuerpo humano,
constituye el principal anién encontrado dentro de las células y se encuentra
fisiolbgicamente relacionado con diversas funciones metabdlicas importantes.
Esta involucrado en el metabolismo de los carbohidratos como intermediario
fundamental y sirve como donante de fosfatos de alta energia (ATP) durante
la fosforilacion oxidativa en la mitocondria. Esta fuente de energia mantiene
muchas funciones fisiolégicas como contractilidad muscular, funciones

neurolégicas y transporte de electrolitos.

El fosforo, ademas es un componente estructural de otras sustancias
fisiologicamente importantes: acidos nucleicos, fosfolipidos, nucledtidos
(NADP, NADPH), los cuales son importantes en sistemas enziméaticos. El
fésforo constituye un elemento esencial en la membrana celular fosfolipidica,
en las fosfoproteinas, contribuye a mantener la concentracién critica

intracelular y proporciona sustrato para la mineralizacién de los huesos.

La determinacion del fésforo inorganico se efectida con el empleo de
diferentes métodos como son la titulacion acidimétrica, procedimientos
enzimaticos, la determinacién fotométrica del compuesto no reducido a 340
nm, la determinacion fotométrica en el espectro visible de la reaccién del
fosforo con diferentes compuestos cromogénicos entre ellos el Acido
Molibdivanadofosfdrico, el compuesto formado con verde de malaquita, entre

otros.
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De los métodos mencionados, el Método Ultravioleta (UV) presenta
mayor aceptacion. Este método se basa en las modificaciones hechas al
metodo propuesto por Daly y Ertingshausen en 1972, el cual establece que la
mayoria de los métodos para la determinacién del Fosforo inorgénico se
basan en la reduccion de un complejo de Fosfomolibdato con un agente
reductor, dando por resultado la posterior formacion de azul de molibdeno.
Este método posee varias ventajas entre las que se incluyen mayor

sensibilidad, estabilidad, simplicidad y rapidez.

El fundamento de la técnica se basa en la reaccion de los molibdatos
con los fosfatos para formar compuestos como el Fosfomolibdato Amdénico
((NH4)3[P(MO3010]4) que presentan un maximo de absorcién en la zona del

espectro ultravioleta, a una longitud de onda de 340 nm.

El fosforo inorganico reacciona con el Molibdato de Amonio en
presencia de Acido Sulfarico para producir un complejo de Fosfomolibdato no
reducido. EI incremento en la absorbancia a 340 nm es directamente

proporcional a la concentracién de fésforo inorganico en la muestra:

Fésforo inorganico + Molibdato de Amonio ——— Complejo de

Fosfomolibdato no reducido (compuesto amarillo)

PO4%® + 3NH4  + 12M0o0O4s — H,P0O4 (NH4)312M00O; + 12H,0.
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Estructura del Acido Ribonucleico de Transferencia

—
Fuente: Nelson, 2015

MATERIAL Y REACTIVOS

Material Reactivos
Diez tubos de ensayo Acido Sulfarico 2.5M
Tres pipetas de 1.5y 10 mL Acido Sulfurico 0.25M
Tres matraces de digestiéon Cloruro de Sodio 0.15M
Dos matraces aforados de 10 mL Molibdato de Amonio al 5%
Digestor Acido Amino-Naftol-Sulfonico
Bafio Maria a 37°C Sulfito de Sodio
Fotocolorimetro Bisulfito de Sodio
Termometro Solucién tipo de Fosforo (30 mg/ mL)

Solucién de ARN obtenido de la
levadura de panificacion.

PROCEDIMIENTO

Primera Fase Digestidn

1. Reconstituir la muestra de ARN obtenida en la practica anterior con
dos mililitros de solucion isotonica de Cloruro de Sodio y etiquetar
como “problema”

2. Etiquete los dos matraces de digestiébn: uno como "testigo" y otro
como problema.

3. En el matraz "testigo" coloque los siguientes reactivos: 1 mL de
Acido Sulfurico 2.5M y 0.2 mL de NaCl 0.15M; en el matraz
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"problema" coloque 1 mL de Acido Sulfarico 2.5M y 0.2 mL de
solucion de ARN de levadura de panificacion.

contando el tiempo al
iniciarse el blancos

desprendimiento de vapores (hacerlo en

campana y digestor).

. Terminada la digestion, enfriar los matraces y pasar su contenido

cuantitativamente a un matraz aforado de 10 mL, haciendo lavados
repetidos al matraz de digestion con alicuotas de 1 mL de agua
destilada, pero sin llegar al volumen de aforo (aproximadamente 3

mL menos).

. Adicionar a cada matraz, testigo y problema, 0.4 mL de molibdato de

amonio y 0.4 mL de solucion reductora.

. Aforar los matraces con agua destilada y calentar a 37°C en bafio

Maria, durante 50 minutos

. Leer en el fotocolorimetro con filtro rojo a 660 nm ajustando el

aparato con el blanco de la curva patrén.

Segunda Fase Curva tipo de calibracién

Preparar 7 tubos de ensayo debidamente etiqguetados como lo indica la

siguiente tabla:

Solucién Acido Molldbedato Solucién
patron de Sulfdrico .
Tubo E6sforo 0.25 M Amonio reductora
(mL) (.mL) al 5% (mL)
(mL)
Blanco 0.0 9.2 0.4 0.4
1 0.1 9.1 0.4 0.4
2 0.2 9.0 0.4 0.4
3 0.4 8.8 0.4 0.4
4 0.8 8.4 0.4 0.4
5 1.2 8.0 0.4 0.4
6 1.5 7.7 0.4 0.4
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Incubar la serie de 7 tubos a 37°C en bafio Maria durante 50 minutos
enfriar y leer en el fotocolorimetro con filtro rojo (660 nm). Calibrar el

equipo con el tubo etiquetado como BLANCO.

RESULTADOS
1. A partir de la solucién patron de Fd&sforo realice los calculos de la
concentracion de Foésforo correspondiente en cada tubo de la curva de

calibracién y registre sus resultados en la siguiente tabla:

Tubo 1 2 3 4 5 6

Absorbancia

Concentracion
de Foésforo

2. Utilice los resultados de la tabla anterior para elaborar la gréafica
correspondiente a Absorbancia contra Concentracion de Fésforo.

3. Calcule la concentracién de Fosforo de la solucién problema interpolando
la absorbancia obtenida en la misma. Restar al problema el valor de

absorbancia del testigo.

DISPOSICION DE RESIDUOS
Verificar el pH del contenido de los tubos y neutralizar. Disponer en el

contenedor D.

CUESTIONARIO

1. Calcular el porcentaje de Fésforo en el problema.

2. Calcular el porcentaje de Fosforo respecto al peso inicial del higado.

3. Mencione algunas pruebas especificas para los otros compuestos que
contienen Acidos Nucleicos.

4. En caso del que el RNA estuviera contaminado con carbohidratos ¢ Cual

seria su influencia en los resultados?
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EJERCICIOS DE INTEGRACION

1.

Haga un esquema de una estructura tipica en forma de trébol del ARN de
transferencia. Destaque cualquier similitud entre la forma de trébol y la

estructura propuesta para el ARN ribosomal.

. ¢Con base en el diagrama anterior, cudal considera de las dos estructuras

(ARNt o ARNr) presenta mayor cantidad de puentes de Hidréogeno y por
qué?

. ¢Explique por qué el ARNm y el ARNr se degradan con mayor rapidez en

la célula?
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ANEXO num. 1
Preparacion de reactivos especiales para

Bioquimica Metabdlica
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Preparacion de reactivos especiales para Bioquimica Metabdlica

1.

Reactivo de Molibdato: Pesar 68 g de Molibdato de Sodio y 0.4 de
Sulfato de Hidracina, disolver en 100 mL de agua. Afiadir 100 mL de
Acido Sulfarico concentrado. Enfriar y aforar a un litro con agua.
Reactivo de Ninhidrina: Disolver 0.5 g de Ninhidrina en 100mL de
n-Butanol.

Reactivo de Bismuto:

Solucion A: Disolver 1.7 g de Nitrato de Bismuto en 100 mL de
Acido Acético al 20% en agua (v/v).

Solucién B: Disolver 40 g de Yoduro de Potasio en 100 mL de agua

destilada.

. Cuando se va a utilizar se mezclan 4 mL de soluciéon A con 20 mL de

Acido Acético al 20% y 1 mL de solucion B.

Solucion Reductora (para cuantificar féosforo): Mezclar 0.5 g de
Acido 1-amino-2-Naftolsulfénico con 195 mL de Bisulfito de Sodio al
15% vy adicionar 5 mL de Sulfito de Sodio al 20%. Calentar

ligeramente. Conservar en frasco d&mbar, cerrado herméticamente.

73



Facultad de Quimica ”»
U AE Universidad Auténoma | jcenciatura en Quimica Farmacéutica Biologica
del Estado de México

Reestructuracion, 2015

ANEXO nim. 2

Lineamientos del Laboratorio

74



Facultad de Quimica

Universidad Auténoma | jcenciatura en Quimica Farmacéutica Biologica
del Estado de México

©F UAEM

Reestructuracion, 2015

Lineamientos de Laboratorios

Facultad de Quimica
Subdireccion Administrativa
Coordinacion de Laboratorios

Version Vigente No. |01 | Fecha: | 30/06/2016

1. Proposito

Establecer los lineamientos para salvaguardar la vida, salud e integridad de la comunidad asi
como el cuidado de las instalaciones, dentro de los laboratorios de la Facultad de Quimica de
la Universidad Autonoma del Estado de México (UAEM).

2. Alcance

El presente lineamiento es aplicable a los laboratorios de la Facultad de Quimica, en sus tres
unidades: Coldn, Cerrillo y Rosedal, donde se realice trabajo experimental, sea de docencia,
servicios o de investigacion. Estos sitios, para efectos del presente documento, seran
denominados “laboratorios” y su observancia es obligatoria para personal académico
(docentes, investigadores y jefes de departamento), administrativos, alumnos y visitantes.

3. Normas de disciplina y organizacién

¢ Durante la estancia en el laboratorio, independiente de la actividad que se realice y por
seguridad de la comunidad de la Facultad de Quimica, TODA PERSONA debe de
utilizar: bata de manga larga (preferentemente de algodén y abrochada), cabello
recogido y zapato cerrado.

e Queda prohibido: introducir y/o consumir alimentos y/o bebidas, fumar, mascar chicle,
usar lentes de contacto, perforaciones faciales (pearcings), zapatos altos de tacon,
sandalias o zapato abierto, utilizar audifonos, gorra, correr, empujar y jugar dentro del
laboratorio.

e Al escuchar la sirena de alarma de la Facultad o voz de emergencia, inmediatamente
cerrar las llaves de gas, aire, agua, vacio, apagar todo equipo eléctrico, atender las
instrucciones de los brigadistas y de manera ordenada y rapida salir del laboratorio (no
correr, no gritar y no empujar), siguiendo los sefialamientos de ruta de evacuacion
para dirigirse al punto de reunion.

e Nunca debera estar una persona sola trabajando en los laboratorios, minimo deberan
de estar dos personas; una de ellas debera ser el docente responsable.

e En periodos vacacionales se debera solicitar via oficio la autorizacion para el ingreso a
los laboratorios; especificando el dia y el horario con el Visto Bueno del docente
responsable. Es importante mencionar que el profesor responsable debera estar
presente en la fecha y horario indicados en el oficio.
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4. Con aplicacion especial en las practicas de docencia

Los reactivos con los que se cuenten en los laboratorios de docencia son para uso
exclusivo de las précticas, no deberan ser utilizados para proyectos de posgrado o de
investigacion.

El documento Manual de practicas de laboratorio de la asignatura debera ser entregado
con una anticipacién de 30 dias a la coordinacion de laboratorios (en forma fisica o
electronica) para poder hacer uso de las instalaciones.

Es obligacion del docente la actualizacion del documento Manual de précticas de
Laboratorio de su asignatura.

En las situaciones de las practicas dirigidas a “Proyectos” se deberd establecer una
lista de los reactivos a los cuales los estudiantes tendrdn acceso para su
experimentacion, la cual no se podra modificar durante el semestre y se tendran que
adaptar los proyectos a esta.

El desarrollo de préacticas de laboratorio debe realizarse en presencia del docente
titular de la préctica. Quedando prohibido que los estudiantes permanezcan sin
supervision durante esta.

Para utilizar los reactivos, el personal académico debera solicitarlo al personal técnico
de laboratorio, entregando una identificacion actualizada (Credencial de elector o de la
Facultad).
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Reglamento Interno de Laboratorios

Facultad de Quimica
Subdireccion Administrativa
Coordinacion de Laboratorios

Version Vigente No. |01 | Fecha: | 18/04/2016

1. Proposito

Establecer la reglamentacién para salvaguardar la vida, salud e integridad de la comunidad asi
como el cuidado de las instalaciones, dentro de los laboratorios de la Facultad de Quimica de
la Universidad Autonoma del Estado de México (UAEM).

2. Alcance

El presente reglamento es aplicable a los laboratorios de la Facultad de Quimica, en sus tres
unidades: Colon, Cerrillo y Rosedal, donde se realice trabajo experimental, sea de docencia,
servicios o de investigacion. Estos sitios, para efectos del presente documento, seran
denominados “laboratorios” y su observancia es obligatoria para personal académico
(docentes, investigadores y jefes de departamento), administrativos, alumnos y visitantes.

3. Normas de disciplina y organizacion

Durante la estancia en el laboratorio, independiente de la actividad que se realice y por
seguridad de la comunidad de la Facultad de Quimica, se debe de usar: bata de manga
larga (preferentemente de algodon y abrochada), cabello recogido y zapato cerrado.
En forma adicional, el personal académico define el uso de: lentes de seguridad,
careta y demas Equipo de Proteccién Personal (E.P.P.).

Queda prohibido: introducir y/o consumir alimentos y/o bebidas, fumar, mascar chicle,
usar lentes de contacto, perforaciones faciales (pearcings), zapatos altos de tacon,
sandalias o zapato abierto, utilizar audifonos, gorras, correr, empujar y jugar dentro
del laboratorio.

Los reactivos, indicadores y medios de cultivos, deben ser manejados y almacenados
segun el documento: Procedimiento especifico de seguridad para el riesgo vy
almacenamiento de reactivos, indicadores y medios de cultivo, que se encuentra en
los cubiculos de los laboratorios.

Cuando se presente un derrame de un producto quimico es importante avisar de
inmediato al personal académico y al técnico(a) del laboratorio, para que en conjunto
se proceda a su neutralizacion, recoleccion, registro y disposicion, utilizando los
materiales de contencion apropiados, por ejemplo: material para contencion de
derrames, cal y/o arena.
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e Se prohibe regresar a los envases originales los remanentes de los reactivos utilizados
y se debe tener la precaucion de utilizar pipetas o espatulas limpias y secas para su
manejo.

e Se prohibe utilizar reactivos sin identificacion, inhalar directamente los reactivos
quimicos, pipetear con la boca cualquier sustancia (se deberdn utilizar perillas) y
mover los reactivos del lugar que le fue asignado.

e Se debe de utilizar papel para pesaje o vidrio de reloj para pesar sustancias en la(s)
balanza(s) analitica (s) o granataria(s).

e Se prohibe tirar reactivos, Residuos Peligrosos (RP) quimicos o Biologico-
Infecciosos (RPBI) en los lavabos, tarjas o al bote de basura.

e En la preparacion de soluciones &cidas, se recomienda verter el &cido al agua y no a la
inversa.

e Deberéa usarse la campana de extraccion cuando se empleen sustancias que desprendan
humos o vapores toxicos o irritantes.

e Para la disposicion de residuos quimicos peligrosos y/o bioldgicos infecciosos, el
personal academico indicara su sistema de tratamiento, registrando al término de cada
practica en la Bitacora de residuos los datos requeridos y Unicamente seran
depositados en los recipientes adecuados segun la Tabla de Clasificacion de
Contenedores para Residuos Quimicos. Para su posterior envié al almacén general de
residuos quimicos y finalmente a disposicién final.

e Al escuchar la sirena de alarma de la Facultad o voz de emergencia, inmediatamente
cerrar las llaves de gas, aire, agua, vacio, apagar todo equipo eléctrico, atender las
instrucciones de los brigadistas y de manera ordenada y rapida salir del laboratorio (no
correr, no gritar y no empujar), siguiendo los sefialamientos de ruta de evacuacion
para dirigirse al punto de reunién.

e En caso de existir un accidente dentro del laboratorio, informar inmediatamente al
personal docente y al técnico(a) de laboratorio. Especificamente en caso de incendio
y/o quemadura, utilizar los sistemas de seguridad con los que cuentan los laboratorios
como: extintores, regaderas, lavaojos, material para contencion de derrames y mantas
apaga-fuegos.

e Nunca debera estar una persona sola trabajando en los laboratorios, minimo deberan
de estar dos personas; una de ellas deberéa ser el profesor responsable.

e Al terminar la actividad en el laboratorio, antes de retirarse, debera dejar limpia la
mesa de trabajo y se deben cerrar las Ilaves de agua, aire, vacio y gas.

e En periodos vacacionales se debera solicitar via oficio la autorizacion para el ingreso a
los laboratorios; especificando el dia y el horario con el Visto Bueno del docente
responsable. Es importante mencionar que el profesor responsable deberd estar
presente en la fecha y horario indicados en el oficio.

e En cualquier situacion no especificada en el presente Reglamento consultar el
documento, Lineamientos de Laboratorios de Facultad de Quimica y hablarlo con las
autoridades correspondientes.

Con aplicacion especial en las practicas de docencia

e Las practicas de docencia se llevardn a cabo conforme a lo establecido en los
documentos: Manual de préacticas de laboratorio de la asignatura, al horario de
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actividades y a los espacios asignados a tal proposito. Salvo casos previamente
concertados con las autoridades correspondientes.

La entrada al laboratorio correspondiente se deberd hacer en el horario asignado con
una tolerancia de 10 minutos maximo, y la salida debera ser 5 minutos antes de la hora
programada, comprometiéndose a dejar las instalaciones limpias y para su 6ptimo uso
posteriormente.

Durante las préacticas de laboratorio, el personal académico es responsable de aplicar
lo establecido en el presente documento. El desarrollo de précticas de laboratorio debe
realizarse en presencia del docente titular de la préactica.

Para pedir los reactivos, el personal académico debera solicitarlo al personal técnico
de laboratorio, entregando una identificacion actualizada (Credencial de elector o de la
Facultad).

Para solicitar material de apoyo como: material de vidrio, equipo (ejemplo: parrillas)
para realizar la préactica de laboratorio, se debe pedir al personal técnico de
laboratorio, entregando una identificacion actualizada (Credencial de elector o de la
Facultad).

Al terminar la préactica, el usuario se compromete en regresar al personal técnico el
material, equipo y reactivos en Optimas condiciones y limpios, a la entrega
correspondiente se le devolvera su identificacion.

En caso de deterioro de material y equipo el usuario debera reparar el dafio fisico o
adquirir uno nuevo por su cuenta para recuperar su identificacion, a la brevedad
posible.

Reestructuracion, 2015
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Formato del Reporte de Laboratorio
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Laboratorio de Bioquimica Metabdlica

Practica nim. ESCRIBIR NUMERO Y
NOMBRE DE LA PRACTICA

Grupo

NGm. de Equipo ESCRIBIR NUMERO

Integrantes
ESCRIBIR NOMBRES

Toluca de Lerdo México, Estado de México: a FECHA DE REALIZACION DE LA
PRACTICA
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Practica nim. ANOTAR NUMERO Y NOMBRE

OBJETIVO

HIPOTESIS

MARCO TEORICO (FUNDAMENTO DE LA PRACTICA. MAXIMO UNA
CUARTILLA)
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DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCEDIMIENTO
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RESULTADOS Y OBSERVACIONES

CONCLUSIONES
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