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

@ Titulo practica de laboratorio:
DETERMINACION DEL PUNTO ISOLECTRICO DE LA PROTEINA CASEINA

@©-0BJETIVOS
Generales:
JXx* Determinar el punto isoeléctrico de la proteina caseinay asociarlo con la solubilidad de la proteina.

Especificos:
X Establecer experimentalmente el punto isoeléctrico de la caseina.
X+ Comprobar el efecto que tiene el cambio del pH en la solubilidad de la caseina.
X Relacionar el punto isoeléctrico con la solubilidad de la proteina.

X Asociar el comportamiento anfdtero de las proteinas corporales para el mantenimiento del pH organico.

€©-REFERENTES CONCEPTUALES

Como referentes conceptuales los estudiantes deberan consultar los siguientes topicos:

Formacion de las proteinas y el enlace peptidico.

Efecto del enlace peptidico en el punto isoeléctrico de una proteina.

Estructuray clasificacion de las proteinas.

Efecto de las soluciones fisiorreguladoras en el punto isoeléctrico de las proteinas.
Relacion del pHy el punto isoeléctrico de las proteinas y su efecto en la solubilidad.
Importancia fisiolégica de la carga eléctrica de las proteinas y regulacion del pH.

@-MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

Materiales y equipos Reactivos

1. Balon aforado de 250 mL. Caseina hidrolizada.

2. Pipetas graduadas de 10 mL. 20 mL de cada Buffers de acetato 0,5 N.
1. Gradilla. pH: 3,5; 4,0; 4,6; 5,0; 5,6 y 6,0.
10. Tubo de ensayo grande. 25 mL de NaOH 0,1 N.

1. Potencidémetro. 1 L Agua destilada desionizada.

1. Espectrofotometro.
1. Pipeteador.

Cubetas de 1 mL.

1. Agitador magnético.

Materiales que debe traer el estudiante
*  Elementos de bioseguridad (Bata, guantes de nitrilo, monogafas)

Preparacion de la caseina:

En un beaker de 500 mL coloque 200 mL de agua destilada y luego adicione lentamente 2,5 g de caseina hidrolizada
mientras agita. Si la caseina no logra disolverse por completo, caliente la mezcla entre 40-50 °C. Cuando la caseina
esté disuelta por completo, ajuste el pH hasta 11 con disolucion de NaOH. Finalmente, transfiera todo el contenido
del beaker a un balon aforado de 250 mL y complete el volumen con agua destilada (la solucion debe ser
homogéneay transparente).
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©-PROCEDIMIENTO
1. Determinacion del Punto Isoeléctrico y la Capacidad Buffer de un Aminoacido

Rotular 6 tubos de ensayo limpios y secos de acuerdo al pH de la solucion buffer de acetato que se va a utilizar o
al namero del tubo asociado al pH del buffer. Adicionar por separado 7 mLde los buffers acetato 0,5N pH: 3,5;
4,0; 4,6; 5,0; 5,6 y 6,0 en cada tubo, agregar 3 mL de la solucién de caseina y agitar por inversion mezclando
bien las dos soluciones. Confirmar el pH de las soluciones con el potenciémetro. Dejar en reposo 20-30 minutos.
Usando una escala de 0 a 5 registre el grado de turbidez de cada tubo, el mayor grado de turbidez tendra un valor
de 5, significa que hay un mayor contenido de precipitado y sera el valor de pH mas cercano al punto isoeléctrico
de la proteina. Por el contrario el valor 0 significa que no hay precipitacion de la proteina por lo tanto esta fuera
del rango del su punto isoeléctrico.

Tubo No. 1 2 3 4 5 6

pH

Turbidez

Como actividad complementaria medir la absorbancia a una longitud de onda (1) de 640 nandmetros. Los datos
obtenidos se representaran en un grafico de pH (X) vs. Absorbancia (y).

Tubo No. pH Absorbancia
1

S| WN

@-PREGUNTAS DE PROFUNDIZACION

1. Encuentre el puntoisoeléctrico del siguiente péptido:
NH,Asp-Arg-Val-Tyr- Ile- His- Pro-Phe-Leu-Leu-Val-Tyr-SerCOOH.

2. ;Qué carga presentaria a pH fisioldgico: 7,4 yque cargaapH5y 8?

3. ;Quéfuncion cumple la hemoglobina en la estabilizacion del pH sanguineo y que formas quimicas presenta?
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