FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUfMICA
Asignatura: Bioquimica II
Ciencias de la salud

@ Titulo practica de laboratorio:
DETERMINACION DEL PUNTO ISOELECTRICO Y LA CAPACIDAD BUFFER DE UN AMINOACIDO

@©-0BIETIVOS
Generales:

Xx* Realizar la titulacion de aminoacidos para comprender el comportamiento buffer de sus grupos
funcionales.

Especificos:
X+ Determinar el comportamiento anfotero de un aminoacido acido, neutro y basico por titulacion con acido
clorhidrico.

x> Construir la grafica de la titulacion y determinar el punto isoeléctrico de un aminoacido acido, neutro y
basico.

X Asociar el comportamiento anfétero de los aminoacidos acido-base del cuerpo humano.

€©-REFERENTES CONCEPTUALES

Como referentes conceptuales los estudiantes deberan consultar los siguientes topicos:

 Estructuray clasificacion de aminoacidos por las caracteristicas de su radical.

« Caracteristicas acido-base de los aminoacidos.

 Puntoisoeléctrico (pI) de aminoacidos y su efecto en la solubilidad.

 Efecto del pH del solvente en el pKa de los grupos funcionales ionizables de los aminoacidos.
 Importancia fisiolégica del punto isoeléctrico de los aminoacidos.

¢ Enlace peptidico.

@-MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

Materiales y equipos Reactivos

1. Pipeta graduada de 5 ml. 10 mL Glicina 0,04M en HCL 0,15 N.
1. Pipeta graduada de 10ml. 10 mL Acido aspartico 0,04M en HCL 0,15 N.
1. Pipeteador. 10 mL Lisina 0,04M en HCL 0,15 N.
1. Probeta de 50 ml. 75 ml de NaOH 0,1N.

3. Vasos de precipitados de 50 ml.

1. Bureta de 25ml.

1. Pinza para bureta.

1. Soporte universal.

1. Agitador de vidrio.

1. Potencidémetro.

Materiales que debe traer el estudiante

» Elementos de bioseguridad (Bata, guantes de nitrilo, monogafas).
» 3 Hojas de papel milimetrado.

* Regla de 30 cm.
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©-PROCEDIMIENTO
1. Determinacion del punto isoeléctrico y la capacidad buffer de un aminoacido

Con ayuda de una pipeta, tomar 5 ml de una de las soluciones de aminoacidos asignada (glicina, lisina o acido
aspartico 0,04 M, pH cercano a 1,0), colocarlos en una probeta de 50 mly aforar con agua desionizada hasta
completar 30 ml. Vertir la disolucién del aminoacido en un vaso de precipitado de 50 mly medir el pH inicial de la
solucion, es probable que el potenciémetro no indique 1.0. Utilizando una pinza para bureta, fijar la bureta al
soporte universal y purgarla con la solucion de NaOH 0, 1N, posteriormente llenar la bureta con la misma solucion
einiciar la titulacion con el NaOH agregando alicuotas de 0,5 ml, agitar con la varilla de vidrio y registrar el valor
del pH cuando se estabilice la lectura. Continuar la titulacion hasta alcanzar valores de pH entre 11,5 - 12,0.
Realizar la grafica pH (eje Y) vs ml NaOH (eje X) en papel milimetrado o utilizando un software como Excel,
sefialando los puntos de inflexion y la regién donde se localizaria el punto isoeléctrico (pI). Comparar las
graficas obtenidas con las gréficas publicadas en la literatura. Repetir el procedimiento con los otros dos
aminoacidos.

@-PREGUNTAS DE PROFUNDIZACION

1.

Representar las formas ionicas y calcular el pI para los aminoacidos arginina, acido aspartico y cisteina.

2. ;Qué formas idnicas presentarian los aminoacidos del punto anterior si se colocan en una solucién que tenga un

pH similar al pH sanguineo: 7,35?

3. De acuerdo a los resultados obtenidos en las titulaciones, ;cual aminoacido y que grupo funcional podria

presentar una funcién amortiguadora en pH fisiologicos intracelular (pH 6,8) y extracelularmente (pH: 7,35)?
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