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EL RECONOCIMIENTO DE LAS BIOMOLÉCULAS

Cuaderno 2

(p.5.) RECONOCIMIENTO DEL PODER REDUCTOR DE LOS MONOSACÁRIDOS
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Los monosacáridos tienen poder reductor porque su grupo carbonilo (C=O) se puede oxidar a ácido (COOH), a costa de reducir a otros compuestos. Esto se pone de manifiesto con la reacción de Fehling en la que una solución de sulfato de cobre de color azul (reactivo de Fehling) se transforma en óxido cuproso de color rojo ladrillo.



Los disacáridos como la sacarosa, al no tener un carbono anomérico libre, carecen de poder reductor; sin embargo, si se hidroliza la sacarosa con ácido clorhídrico y calor, se separa la glucosa  de la fructosa; estos monosacáridos sí tienen poder reductor. 

Material

Glucosa 5%

Sacarosa 0,5%

Fructosa 5% 

ácido clorhídrico al 10%

NaOH al 10%

Soluciones de Fehling A y B

Gradilla, tubos de ensayo, vaso de precipitados, mechero, pipetas, trípode con rejilla

Procedimiento

1.Numeramos tres tubos de ensayo y añadimos en cada uno:

tubo 1: 2cm3 de glucosa + 1cm3 de Fehling A + 1cm3 Fehling B

tubo 2: 2cm3 de fructosa + 1cm3 de Fehling A + 1cm3 de Fehling B

tubo 3: 2cm3 de sacarosa + 1cm3 de Fehling A + 1cm3 de Fehling B

ponemos los tres tubos al baño María, observamos lo que ocurre y anotamos los resultados.

2. a)Cogemos un nuevo tubo que numeramos como tubo 4 en el que añadimos 2 cm3 de sacarosa y 10 gotas de ácido clorhídrico. Lo ponemos al baño María unos 5 minutos. 

b) Enfriamos y añadimos 10 gotas de NaOH al 10% para neutralizar el ácido. 

c) A continuación añadimos 1cm3 de Fehling A y 1cm3 de Fehling B. De nuevo calentamos al baño María y observamos lo que ocurre.

Según lo obtenido responde:

1. ¿qué azúcares son reductores?

2. ¿qué ocurre en el tubo 3? Y ¿en el 4?

3. ¿qué función tiene el ácido clorhídrico?

4. ¿dónde produce nuestro cuerpo ácido clorhídrico?

5. los diabéticos eliminan glucosa por la orina ¿cómo se puede diagnosticar la enfermedad.

(p.6.) RECONOCIMIENTO E HIDRÓLISIS DEL ALMIDÓN

El almidón es un polisacárido de reserva en células vegetales. Para reconocerlo se utiliza la solución del Lugol, (yodo y yoduro potásico en medio ácido). Al añadir tal solución el almidón adquiere una coloración oscura, azul-violeta. Esta coloración no es debida a ninguna reacción química sino a que el Lugol se adsorbe a la superficie del almidón, de forma que si lo calentamos se separan y la coloración desaparece.

El almidón, cuando se hidroliza libera amilosa y amilopeptina, si la hidrólisis prosigue se van liberando oligosacáridos de glucosa y finalmente glucosas.

Materiales

Solución de almidón

Solución de Lugol

Reactivos de Fehling A y B

Tubos de ensayo 1,2 y3

Cuentagotas y pipeta

Porta y cubreobjetos

Microscopio

Vaso de precipitados, tripode con rejilla y mechero.

Patata y navaja

Procedimiento

1. Reconocimiento del almidón.

Tomamos en un tubo 1, 2 ml de la solución de almidón y añadimos 2 ó 3 gotas de Lugol, observamos y anotamos la coloración. 

A continuación calentamos el tubo a la llama o en agua y observamos lo que ocurre anotando los resultados.

Podemos reconocer el almidón en muestras vegetales. Para ello tomamos una patata pelada y del líquido de raspado de su superficie ponemos un poco en un portaobjetos. Añadimos un poco de Lugol y observamos en el microscopio la forma de los granos de almidón . Puedes hacer una observación antes de añadir el Lugol. Dibuja lo que observes.

2. Hidrólisis del almidón.

      En el organismo la hidrólisis de este polisacárido se inicia en la boca debido a la                     presencia en la saliva del enzima amilasa.

Para saber si la hidrólisis ha tenido lugar debemos tener un método que nos diferencie el almidón  de su hidrolizado. Para esto vamos a comprobar si el almidón tiene poder reductor utilizando el reactivo de Fehling.

Añadimos a un tubo 2,  2 ml de la solución de almidón+1ml de Fehling A+ 1ml de Fehling B.

Calentamos al baño Maria y observamos lo que ocurre : ¿la reacción es positiva?

Según eso, el almidón ¿tiene carácter reductor?

Tomamos un tubo 3 al que añadimos 2ml de almidón + saliva; para que la hidrólisis se favorezca calentamos el tubo con las manos o bien al baño María y dejamos trancurrir unos 10 minutos. A continuación añadimos 1 ml del reactivo de Fehling A y B, calentamos y observamos si la reacción es positiva.Anota los resultados.

¿por qué para favorecer la hidrólisis del almidón no calentamos el tubo de ensayo a la llama?

(p.7) RECONOCIMIENTO DE LÍPIDOS Y ESTUDIO DE SUS PROPIEDADES

*Los lípidos más abundantes son los que posen ácidos grasos, es decir , los lípidos saponificables. De ellos los trigliceridos ( grasas y aceites) son los más característicos. En los triglicéridos una molécula de glicerina se encuentra esterificada por tres moléculas de ácidos grasos. La reacción de formación será la siguiente:

GLICERINA (alcohol) + 3 ACIDOS GRASOS--------------- ÉSTER (triglicérido) + AGUA

*Los lípidos saponificables como los  triglicéridos deben este nombre a que pueden ser sustratos de una reacción de hidrólisis alcalina llamada saponificación que libera jabón y glicerina. Así, el jabón es, por tanto, una sal de un ácido graso:

TRIGLICÉRIDO + 3 (NaOH) ---------------------GLICERINA + 3(R—COONa) (jabón)

*La característica común a todo los lípidos es que son insolubles en agua y solubles en disolventes orgánicos como la gasolina, benceno, xilol, cloroformo...

Cuando se mezcla agua y aceite y se agita la mezcla se forma una emulsión transitoria. Esto significa que si se deja la “mezcla” reposar unos instantes, las gotas de aceite, de menor densidad, suben y se unen entre si, formándose dos capas, la superior de aceite y la inferior de agua.

Si a esta mezcla se la añade jabón y se agita, se produce entonces una emulsión permanente. Esto es debido a que el jabón rodea a las gotas de aceite quedando su parte hidrofóbica (cola del ácido graso) en contacto con el aceite y su zona polar (COO –Na+) en contacto con el agua. Esto es lo que da a los jabones en general, sus cualidades como agentes de limpieza y es una propiedad muy utilizada en la fabricación de cosméticos que tienen en su composición  agua y aceites,consiguiéndose un producto homogéneo (se evita la formación de dos fases).

1. Reconocimiento de los lípidos.

Materiales

Leche entera y desnatada

Colorante Sudán III

Tubos de ensayo

Cuentagotas gradilla

Pipetas 

Procedimiento.

El reconocimiento de los lípidos se realiza con el colorante Sudán  III que tiñe las grasa selectivamente de color rojo-anaranjado. 

Ponemos en un tubo 6 ml de leche y añadimos 4-6 gotas de Sudán III. Agitamos y observamos anotando los resultados

¿qué esperamos que ocurra si utilizamos leche desnatada? Compuébalo..

2. Reacción de saponificación

Materiales

Tubo de ensayo y tapón

Aceite

NaOH al 30% (ojo! Recuerda que la sosa es caustica y puede quemar la piel)

Baño María

Procedimiento

Ponemos en un tubo de ensayo 3ml de aceite y 3 ml de sosa al 30%. Tapamos en tubo con un tapón y agitamos enérgicamente. Lo colocamos al baño maría  y esperamos unos 40 minutos para que se forme el jabón.

Dibuja el tubo de ensayo indicando lo que contiene cada una de las fases que observas.

3. Solubilidad de los lípidos y emulsiones.

Materiales

Tubos de ensayo 1, 2 y 3 y tapones

Colorante Sudán III

Acetona

Aceite

Cuentagotas, pipetas y gradilla

Procedimiento

a) comprobamos la solubilidad de los lípidos en disolventes orgánicos. Para ello ponemos en un tubo de ensayo nº 1: 1 ml de aceite+ 1 gota de Sudán III + 10 ml de acetona (como el Sudán es específico para lípidos nos va a teñir el aceite y va a facilitarnos la observación). Tapamos y agitamos enégicamente. Esperamos unos segundos y observamos dibujando el resultado. ¿se trata de una emulsión o de una disolución verdadera?

b) Vamos  a observar las emulsiones. Tomamos dos tubos de ensayo nº2 y nº3 y añadimos a cada uno 10 ml de agua + 1ml de aceite + 1 gota de Sudán. En el tuno nº3 vamos a añadir además un poco de jabón líquido.  Tapamos y agitamos ambos tubos, los dejamos reposar unos segundos y observamos lo que ocurre. 

Dibújalos e indica en cual se forma una emulsión transitoria y en cual una emulsión permanente. 

(p.8) RECONOCIMIENTO Y PROPIEDADES DE LAS PROTEÍNAS

Las proteínas son macromoléculas formadas por la unión de muchos aminoácidos por enlace peptídico (estructura primaria). Además pueden darse uniones por enlaces débiles de distinta naturaleza que hacen que la proteína adquiera una conformación tridimensional característica (estructura terciaria). Las variaciones de pH, temperatura o concentración salina pueden destruir esos enlaces débiles  de manera que la proteína pierde su conformación y se dice que se desnaturaliza.

1. Identificación de las proteínas.

Vamos a identificar proteínas utilizando la reacción de Biuret. Esta reacción se produce en péptidos y proteínas; cuando se ponen en contacto con un álcali concentrado, se forma una sustancia compleja denominada biuret. Esta sustancia en contacto con sulfato cúprico (por ejemplo del reactivo Fehling A) da una coloración azul-violeta característica.

Materiales

Sosa al 20%

Reactivo de Fehling A

Solución de albúmina

Tubo de ensayo, gradilla, cuentagotas, pipetas

Procedimiento

Ponemos en un tubo de ensayo  3 ml de la solución de albúmina + 3 ml de sosa al 20% + 5 gotas del reactivo de Fehling A (sulfato cúprico) ; observamos y apuntamos los resultados.

2. Desnaturalización de las proteínas.

Materiales

Tubos de ensayo 1 y 2

Solución de albúmina

Ácido clorhídrico

Gradilla, pipetas , baño María, pinzas de madera

Procedimiento

*Ponemos en un tubo de ensayo nº1  3ml de solución de albúmina. Lo ponemos al baño Maria y observamos lo que ocurre ( la desnaturalización se observa por la aparición de un precipitado blanco )  ¿qué factor ha provocado la desnaturalización?.

*En un tubo nº2 añadimos 3 ml de solución de albúmina  y 12 gotas de ácido nítrico al 20%. Explica lo que ocurre. 

3. Identificación de la catalasa por su actividad

La catalasa es un enzima ¿dónde se encuentra en la célula?¿recuerdas que reacción cataliza?

Materiales 

Zanahoria o tomate

Agua oxigenada

Navaja o cuchilla

Mechero 

Procedimiento

Cortamos una zanahoria o un tomate con una navaja. Ponemos unas gotas de agua oxigenada en el corte y observamos la que ocurre; explícalo:

Repetimos la operación pero en este caso calentamos previamente la navaja a la llama durante un tiempo. Observa y explica lo que ocurre ahora.

(p.9) REPASA LO APRENDIDO Y ADEMÁS...

IDENTIFICACIÓN DE SALES MINERALES EN EL SUERO DE LA LECHE

1ª PARTE: obtención del suero de la leche

La leche contiene una proteína llamada Caseína que cuando precipita (por desnaturalización) forma lo que se conoce como cuajo; este procedimiento se usa para la producción, por ejemplo del yogur. La parte líquida que queda al precipitar la proteína se conoce como suero.

Con lo que vimos hasta ahora idea una práctica para obtener el suero de la leche

¿cómo podemos identificar la presencia de proteínas en el cuajo?

¿ Y la grasa de la leche?

Respecto a la grasa, ¿dónde crees qué está, en el suero o en el cuajo? Compruébalo

2ª  PARTE: identificar la presencia de cloruro de sodio y de calcio en el suero.

Ahora que sabes como obtener el suero de la leche, divide el suero en tres tubos de ensayo;

Tubo 1: añade 2 ml de oxalato de amonio al 1%. Si el suero contiene calcio aparecerá un precipitado de oxalato de calcio. Anota los resultados.

Tubo 2: añade unas gotas de solución de nitrato de plata; si hay cloruros aparecerá un precipitado de nitrato de sodio de color blanco .Anota los resultados.

Teniendo en cuenta que la leche es un alimento básico en las crías de los mamíferos ¿qué otras sales crees que podrías encontrar?

3º PARTE: identificación de azúcares en la leche.

¿Qué tipo de reactivo usariás para identificar los azúcares de la leche?

El tubo 3 que contiene suero te va a servir para probar tu idea pero antes recuerda que si utilizaste un ácido para precipitar la proteína y obtener así el suero ahora debes neutralizar ese ácido utilizando una base.  Una vez que neutralices el suero puedes realizar tu experiencia .¿cuál es el azúcar típico de la leche? 

	(p.10) Extracción “casera” del ADN



	La presente práctica se puede realizar perfectamente en una cocina normal de una casa. Es más, en un laboratorio de un centro de enseñanza media es frecuente que no se disponga de aparatos o reactivos necesarios para llevarla a cabo y que, por el contrario, siempre hay en una cocina (nevera con congelador, batidora, hielo, etc.)
MATERIAL Y REACTIVOS
· Muestra vegetal 

· Agua (destilada o mineral) 

· Sal de mesa 

· Bicarbonato sódico 

· Detergente líquido o champú 

· Alcohol isoamílico a 0ºC 
· Batidora 

· Nevera 

· Colador o centrífuga 

· Vaso 

· Tubo de ensayo 

· Varilla fina 
FUNDAMENTO
La extracción de ADN de una muestra celular se basa en el hecho de que los iones salinos son atraídos hacia las cargas negativas del ADN, permitiendo su disolución y posterior extracción de la célula.

 Se empieza por lisar (romper) las células mediante un detergente, vaciándose su contenido molecular en una disolución tampón en la que se disuelve el ADN. En ese momento, el tampón contiene ADN y todo un surtido de restos moleculares: ARN, carbohidratos, proteínas y otras sustancias en menor proporción. Las proteínas asociadas al ADN, de gran longitud, se habrán fraccionado en cadenas más pequeñas y separado de él por acción del detergente. Sólo queda, por tanto, extraer el ADN de esa mezcla de tampón y detergente, para lo cual se utiliza alcohol isoamílico, probablemente el único reactivo de esta práctica que no suele haber en una cocina.

  REALIZACIÓN
1. Preparar el tampón con los siguientes ingredientes y mantener en la nevera o en un baño de hielo triturado: 

· 120 ml de agua, si es posible destilada y si no mineral. No usar agua del grifo. 

· 1,5 g de sal de mesa, preferiblemente pura. 

· 5 g de bicarbonato sódico. 

· 5 ml de detergente líquido o champú. 

2. Elegir la muestra que va a proporcionar el ADN entre los vegetales que pueda haber en la cocina (cebolla, ajo, tomates, etc.) y cortarla en cuadraditos. 

3. Triturar la muestra con un poco de agua en la batidora accionando las cuchillas a impulsos de 10 segundos. Así se romperán muchas células y otras quedarán expuestas a la acción del detergente. 

4. Mezclar en un recipiente limpio 5 ml del triturado celular con 10 ml del tampón frío y agitar vigorosamente durante al menos 2 minutos. Separar después los restos vegetales más grandes del caldo molecular haciéndolo pasar por un colador lo más fino posible. Lo ideal es centrifugar a baja velocidad 5 minutos y después pipetear el sobrenadante. 

5. Retirar 5 ml del caldo molecular a un tubo de ensayo y añadir con pipeta 10 ml de alcohol isoamílico enfriado a 0ºC. Se debe dejar escurrir lentamente el alcohol por la cara interna del recipiente, teniendo éste inclinado. El alcohol quedará flotando sobre el tampón. 

6. Se introduce la punta de una varilla estrecha hasta justo debajo de la separación entre el alcohol y el tampón. Remover la varilla hacia delante y hacia atrás y poco a poco se irán enrollando los fragmentos de mayor tamaño de ADN. Pasado un minuto retirar la varilla atravesando la capa de alcohol con lo cual el ADN quedará adherido a su extremo con el aspecto de un copo de algodón mojado. 

RESULTADOS
El producto filamentoso obtenido de la extracción no es ADN puro ya que, entremezclado con él, hay fragmentos de ARN. Una extracción "profesional" se realiza añadiendo enzimas que fragmentan las moléculas de ARN e impiden que se unan al ADN.
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