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La Bioquimica es la ciencia que estudia los procesos quimicos de los seres
vivos y contribuye con la descripcion la estructura, la organizacion y las
funciones especificas de la materia viva en términos moleculares (Cortes et al.,
2007). Esta ciencia puede dividirse en tres areas principales: 1) La quimica
estructural de los componentes de la materia viva y la relacion de la funcion
biolégica con la estructura quimica, 2) El metabolismo, la totalidad de las
reacciones quimicas que se producen en la materia viva, 3) La quimica de los
procesos y las sustancias que almacenan y transmiten la informacion bioldgica.
Este tercer campo es también el area de la genética molecular, que pretende
conocer la herencia y la expresion de la informacion genética en términos

moleculares (Mathews y Van Holde, 2001).

Los procesos vitales que estudia la bioquimica incluye la comprension de como
se realiza la interaccion entre: las macromoléculas biolégicas, que son
moléculas grandes, como las proteinas, los acidos nucleicos y los metabolitos
los cuales corresponden a moléculas de bajo peso molecular, como la glucosa
o el glicerol, que se transforman quimicamente durante los procesos biologicos
(Conn, 2006).

Los componentes de las macromoléculas bioldgicas y los metabolitos son
comunes, con ligeras variantes, en todos los seres vivos (Jeremy et al., 2009).
El origen de la bioquimica esta ligado, como la mayor parte de las disciplinas
cientificas, a intereses comerciales y la investigacion aplicada (Pereto et al.,
2007).

El objetivo de la bioquimica es explicar en términos quimicos las estructuras y
las funciones de los seres vivos; comprender la quimica de las biomoléculas es
un paso previo para saber que estructura tienen, como interaccionan y por lo

tanto cual es su funcion bioldgica (Feduchi et al., 2010).



Lo anterior conduce a elaborar este manual de practicas con el objeto dar a los
estudiantes de la asignatura de bioquimica, una explicacion basada en un
enfoque en la investigacion, lo cual incluye el uso adecuado de los materiales,
cristaleria, reactivos y equipos de laboratorio. Ademas de que implementaran
las técnicas y métodos mas usados en el estudio de la bioquimica.

Cabe mencionar que este manual esta disenado para realizar actividades en el
laboratorio, con el fin de que cada uno de los estudiantes adquiera nuevas
habilidades y conocimientos en bioquimica con experiencias propias cercanas

a ellos.

Las practicas contemplan un buen entrenamiento en el uso de todos de todos
los equipos necesarios y con mayor empleo en los laboratorios de bioquimica,
lo que incluye la realizacion de experimentos que manifiestan las propiedades
estructurales y quimicas del agua y las biomoleculas, asi como conocer el

funcionamiento y la utilidad de los diferentes analisis bioquimicos.

Se estima que al terminar, los alumnos estaran familiarizados con todos los
principios tedricos y practicos en los que se fundamenta la bioquimica,
enfatizando en el estudio de los equilibrios en disolucion, la metodologia de

analisis y la aplicacion de las principales técnicas en el laboratorio.

Asi mismo, se hara especial hincapié en el conocimiento de las normas basicas

de seguridad dentro de un laboratorio de bioquimica.



RECOMENDACIONES GENERALES.

Estudie previa y cuidadosamente la practica que va a realizar. Esto le evitara
cometer equivocaciones y reducira los riesgos de accidentes. Recuerde que
uno de los objetivos es adquirir conocimientos en el analisis y eficiencia en

cada una de las practicas que realizara.
REGLAMENTOS DE SEGURIDAD.

¢ No ingerir alimentos dentro del laboratorio.

e Prohibido fumar dentro del laboratorio.

e Guardar estricta disciplina dentro del laboratorio.

e Usar bata y zapatos cerrados.

e Todo material debera devolverse lavado.

e Estd absolutamente prohibido pipetear con la boca. Para medir
volumenes de estas soluciones se debera usar probetas o bureta y
hacerlo con ayuda de una perilla de goma o pipeta automatica.

e No oler ni aspirar las sustancias en ningun caso.

e La manipulacién de acidos y bases debe hacerse con mucho cuidado.

e Una vez utilizados los reactivos deberan taparse inmediatamente para
evitar la evaporizacion, contaminacion, derrame etc.

¢ No se puede hacer ningun experimento no autorizado.

e El area de trabajo tiene que mantenerse siempre limpia y ordenada, sin
libros, abrigos, bolsas, productos quimicos vertidos.

e La conducta en el laboratorio debe ser seria, sin bromas, sin correr,
jugar, empujar, gritar, etc.

e Si se vierte algun reactivo sobre uno mismo, especialmente en los ojos,
lavarse inmediatamente y acudir inmediatamente al médico.

e Depositar todos los desechos quimicos y organicos en contenedores

especificos.



e Portada. Debera anotar el nombre de la asignatura, el numero de
practica y nombre de la misma, numero de equipo e integrantes, lugar y
fecha.

e Introduccion. Debera ser breve, no mayor de dos cuartillas y debera
anotar las citas bibliograficas respectivas.

e Objetivos. Debe incluir cual es el objetivo de la practica, porque lo haces,
para qué?.

e Materiales y métodos. Describa de forma detallada la forma en que
realizé la practica.

e Resultados. Es la parte medular del reporte. Describa y analice sus
resultados, aqui anote los cuadros comparativos que realizé junto con
su(s) companero(s). Es conveniente anexar, fotografias de lo que
observo durante la practica.

e Conclusiones. Redactar con relacion al o los propdsito(s), objetivo(s) y a
los resultados obtenidos

e Cuestionario. Debera contestar las preguntas que se encuentran al final
de cada practica.

e Bibliografia. Debe citar siempre la fuente de donde obtuvo Ila
informacién, ya sea escrita o visual. Utilice revistas especializadas,

libros.



INTRODUCCION.

En el laboratorio de Bioquimica se hace uso de una gran serie de materiales
que se pueden clasificar de acuerdo al tipo que lo conforma como vidrio,
plastico, porcelana, metal y equipos. La mayor parte de los materiales
utilizados en laboratorio son de vidrio por ser éste transparente, facil de limpiar,

inerte quimicamente y resistente a altas temperaturas.

Para el mejor uso de cada material, instrumento y equipo es necesario
familiarizarse con todo su funcionamiento desde su nombre, manejo, sus
aplicaciones hasta la precisiéon del material, debido a que cada laboratorio
cuenta con diversas funciones y actividades especificas. Este laboratorio es un
area adecuada y equipada para el trabajo experimental no solo para
estudiantes, sino también para investigadores y tesistas en cualquier area
terminal de la licenciatura en biologia mariana y manejo integral de cuencas.
La presente practica dara a conocer la funciéon adecuada de los materiales mas
frecuentes y basicos dentro de laboratorio.

OBJETIVO.

Conocer y familiarizarse con los diversos materiales y equipos del laboratorio

de Bioquimica.



METODOS.

*Conocer el reglamento y las normas de seguridad de laboratorio y el buen uso

del equipo de proteccion personal.

*Conocer la importancia del uso adecuado de los materiales y equipos de

laboratorio de Bioquimica.

NORMAS DE SEGURIDAD.

Las normas de seguridad son importantes porque permitira que el alumno
conozca los pasos e indicaciones adecuadas que tienen que llevarse a cabo en

caso de un accidente. Para ello se describen tres pasos principales en caso de

accidente.

Tipo de riesgo Como evitarlo Como proceder en caso de accidente
Siempre entrar al | Si se cae algun material sobre uno
laboratorio con bata | mismo y sufre cortaduras, lavarse bien

Cortaduras manga larga puesta | la herida con jabon para evitar infeccion,
abotonada y | 0 acudir con alguna persona que sepa
zapatos cerrados. primeros auxilios.




MATERIALES.

Vaso de precipitado: Son recipientes graduados pero no calibrados que se
utilizan para contener soluciones y reactivos. El volumen de los mas usados en
el laboratorio bioquimico son desde 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 ml,
aunque los hay hasta de 5000 ml. Soportan altas temperaturas, es decir son
utensilios que permiten calentar sustancias hasta obtener precipitados (Figura

1).

Figura 1. Vaso de precipitado

Matraz Erlenmeyer: Recipiente de paredes
inclinadas con usos similares al vaso de
precipitados. Son vasos no calibrados de forma
cbnica, usados también como contenedores.
Sus volumenes pueden ser de 50,100, 250,500
ml, hasta de 1000 ml (Figura 2).

Figura 2. Matraz Erlenmeyer

Matraz kitazato: Es similar al matraz
Erlenmeyer. Existen de 250, 500 y 1000 ml.
Tiene un tubo lateral para hacer depresion en su
interior. Conjuntamente con un embudo Buhner
y una bomba de vacio se usa para hacer
filtraciones por succion (Figura 3).

Figura 3. Matraz kitazato



Matraces aforados: Esta provisto de un cuello largo y una sefial de aforo que
indica su capacidad, éste recipiente con un volumen muy preciso, se utiliza
para preparar disoluciones de una concentracion dada. Posee tapdn para
facilitar el enrase definitivo y homogeneizar la disolucién mediante la agitacion.
Los llamados aforados estan calibrados y contienen la temperatura indicada
con el volumen sefialado. Los cuerpos de volumenes mas frecuentes de los
matraces aforados son: 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, y 2000 ml, deben

llenarse hasta la sefial de aforo (Figura 4).

Figura 4. Matraces aforados

Probetas: Son recipientes cilindricos alargados,
graduados, que se utilizan para medir volumenes
aunque por su inexactitud se emplea en medidas
diversas. Los tamafos mas usados son los de 25,
100, 500,1000 ml aunque existen hasta 5000 ml
(Figura 5).

Figura 5. Probetas

Gotero: Maneja cantidades muy pequefias de

liquidos (Figura 6).

Figura 6. Gotero



Pipetas: Es un tubo cilindrico que mide volumenes fijos con gran precision
existen los de 5,10 y 25 ml segun el aforo. Para cargar la pipeta se aspira el
liquido por la parte superior con la ayuda de una pera de goma hasta el enrase
y se descarga totalmente sobre un matraz Erlenmeyer o vaso de precipitados
(Figura 7).

Figura 7. Pipetas

Tubos ensayo: Son tubos de vidrio delgados,
cerrados por un extremo utilizados para llevar a
cabo en su interior reacciones quimicas a
pequefos volumenes. Los mas usados son los
de 13 ml x 100 mm de diametro y de 20 ml x 150
mm de diametro (Figura 8).

Figura 8. Tubos ensayo

Cajas de Petri: Son recipientes que se usan
para el cultivo de microorganismos y pruebas
bioquimicas. En el mercado existen ya
preparadas con el medio de cultivo adecuado a
cada caso. Se encuentran en plastico y cristal
(Figura 9).

Figura 9. Cajas de Petri



Vidrio de reloj: Se usa para pesar sustancias solidas o desecar pequefias

cantidades de disolucion (Figura 10).

Figura 10. Vidrio de reloj

Termémetro: Los termdmetros de mercurio
deben ser manejados con exquisito cuidado. En
el laboratorio de bioquimica también se disponen
de termdémetros graduados hasta 100, 200, o 300

° Celsius (Figura 11).

Figura 11.Termémetro

Bureta: Tuvo cilindrico graduado semejante a las
pipetas provistas de un mecanismo de llave en el
extremo inferior. Permite medir y controlar
capacidades no conocidas. Después de la carga
de la bureta y antes de su uso, se deben tenerla

precaucion de que no queden burbujas de aire en

su interior (Figura 12).

Figura 12. Bureta
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Celdas para lectura en espectrofotometro: Estas celdas se usan para
cuantificar colorimétricamente la observancia o transmitancia de liquidos, ya
sea usando luz visible o ultravioleta. Existen celdas de diversos volumenes,
desde 100 pl hasta de 2 ml, ademas de ser de diversos materiales, plastico
desechable, vidrio y cuarzo (Figura 13).

Figura 13. Celdas para lectura en espectrofotometro

Agitador de vidrio: Estan hechos de varilla
de vidrio y se utilizan para agitar o mover
sustancias, es decir, facilitan la

homogenizacion (Figura 14).

Figura 14. Agitador de vidrio

Densimetro: Es un instrumento que sirve para
determinar la densidad relativa de los liquidos sin
necesidad de calcular antes su masa y volumen.
Esta hecho de vidrio y consiste en un cilindro
hueco con un bulbo pesado en su extremo para

que pueda flotar en posicién vertical (Figura 15).

Figura 15. Densimetro
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Embudos: Utensilio conico, rematado por un tubo para trasvasar liquidos. Los
llamados de decantacion son vasijas de vidrio de cuerpo ancho y redondeado,
cuello estrecho en cuyo extremo se encuentra una llave que permite abrir o
cerrar el paso del fluido. Se utilizan para separar fracciones de mezclas

bifasicas (Figura 16).

Figura 16. Embudos
MATERIAL DE PORCELANA MAS FRECUENTES.

Embudo Buchner: Se usa para la separacion de solidos de disolventes por

succion. Tiene una placa filtrante sobre la parte cénica soporta el papel de filtro

(Figura 17).

Figura 17. Embudo Buchner

Mortero: Se usa para disgregar o pulverizar

sustancias en el laboratorio (Figura 18).

Figura 18. Mortero
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Crisol: Recipiente en forma de vaso para realizar reacciones muy altas

temperaturas como por ejemplo la calcinacion de sélidos a 800 °C (Figura 19).

Figura 19. Crisol
INSTRUMENTOS DE METAL.

Gradilla: Es una herramienta utilizada para sostener y almacenar tubos de
ensayo, micro tubo u otro material similar. Este utensilio facilita el manejo de

estos materiales (Figura 20).

Figura 20. Gradilla

Espatula: Es una herramienta que consiste en
una lamina plana de metal con agarradera o
mango, similar a un cuchillo con punta roma
(Figura 21).

Figura 21. Espatula
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Pinzas o agarraderas: Permiten la sujecion de diversos aparatos en los

montajes experimentales (Figura 22).

Figura 22. Pinzas o agarraderas

Mechero Bunsen: Un mechero o quemador
Bunsen es un instrumento utilizado en
laboratorios  cientificos para  calentar
reactivos o esterilizar muestras (Figura 23).

Figura 23. Mechero Bunsen

Soporte universal: Placa metalica la cual se
atornilla una varilla también metalica de unos
60 cm de altura. Sobre la varilla se ajustan
pinzas, aros 0 nueces que a su vez sirven

para sujetar el material de vidrio en la mesa

de trabajo (buretas y embudos) (Figura 24).

Figura 24. Soporte universal
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MATERIAL DE PLASTICO.

Micro pipetas: Pueden ser de volumen fijo o graduable. La parte superior del
émbolo tiene tres posiciones. Se cargan apretando hasta la posicion intermedia
y soltando lentamente, se descargan presionando a fondo. Las puntas son
desechables. Evitan la posible contaminacion y miden cantidades muy

pequefias en microlitros (Figura 25).

,wﬁ‘ 11 I“

Figura 25. Micro pipetas

Pizeta: Es un frasco cilindrico de plastico con pico
largo, que se utiliza para contener agua destilada
(Figura 26).

Figura 26. Pizeta

Propipeta: Dispositivo que se utiliza junto con la
pipeta para trasvasar liquidos de un recipiente a
otro. Se utiliza para medir con las pipetas. (Evita
succionar con la boca liquidos corrosivos,

venenosos que emitan vapores) (Figura 27).

Figura 27. Propipeta
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MATERIAL DE LIMPIEZA.

Escobilla: Se emplea para limpiar materiales de vidrio. Suelen utilizarse
escobilla con detergente liquido (Figura 28).

Figura 28. Escobilla

EQUIPOS EN EL LABORATORIO DE BIOQUIMICA.

Potenciometro: Es un medidor de pH, que funciona por medio de electrodos,
los cuales consisten en un dispositivo que contiene una solucidn
amortiguadora, la que se pone en contacto con la solucion problema a través
de una membrana de vidrio permeable a los hidrogeniones. La solucion
amortiguadora se comunica con un dispositivo de referencia de calomel o plata-

cloruro en solucién de cloruro de potasio.

El uso del potencidmetro depende del modelo. Sin embargo, de forma general
se deben tener los siguientes cuidados:

1.- Los electrodos nuevos deben remojarse en HCL 0.1 ml o en agua destilada

durante varias horas antes de usarlas.

2.- Inmediatamente antes de medir el pH debera mezclarse la solucidn a

analizar empleando el agitador magnético.

3.- Los electrodos deben lavarse con agua destilada antes y después de

utilizarse, y no se deben tocar con la mano.
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4.- Antes de utilizar el potenciometro se calibrara con una solucion de

referencia (pH 4, 7 o0 10).

5.- Los electrodos deben mantenerse en agua destilada cuando no estén en
uso y evitar que se sequen, si llegara a ocurrir los electrodos se deben
sumergir en agua y calibrarse varias veces antes de hacer las mediciones
(Figura 29).

Figura 29. Potenciémetro

Balanzas: Existe gran variedad. Las mas utilizadas
son las electronicas. La precision de estas balanzas
suele ser de + 0.1 mg para pesos de hasta 160 g.
Deben colocarse en lugar protegido de aire, sol, calor,
vapores corrosivos. El soporte debe ser sélido evitando
al maximo las vibraciones. Las de alta precision deben
colocarse en una mesa especifica cuya parte central
esta formada por un bloque de piedra o cemento
(Figura 30).

Figura 30. Balanzas
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Centrifuga: Aparato mecanico que utiliza la fuerza centripeta para separar
sustancias de diferentes densidades. Este equipo comunmente es un recipiente
que gira a gran velocidad. El unico limite para la fuerza centripeta es la
resistencia del metal con el que esta fabricado el aparato. Las fuerzas
centripetas pueden ser miles de veces mas intensas que la fuerza de la
gravedad. Una centrifuga es un aparato que aplica una fuerza de gravedad
sostenida (esto es, una fuerza producida por rotacion). Este principio se utiliza

para separar particulas en un medio liquido por sedimentacion.
El uso adecuado de la centrifuga implica seguir los siguientes lineamientos:

1.- Los tubos en la centrifuga deben colocarse por pares con base a su peso,

un tubo frente al otro.

2.- La velocidad debe incrementarse lentamente hasta alcanzar la velocidad
requerida.

3.- Permitir al rotor de la centrifuga detenerse por su propia inercia, sin intentar

detenerlo manualmente.

4.- Levantar la tapa de la centrifuga hasta que el rotor este totalmente sin

movimiento.

5.- En caso de una rotura de un tubo dentro de la centrifuga debe hacerse un
aseo completo inmediatamente empleando desinfectantes como cloro y benzal
(Figura 31).

Figura 31. Centrifuga
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Bano Maria: Es un dispositivo circular que permite calentar sustancias en
forma indirecta. Es decir permite calentar sustancias que no pueden ser
expuestas a fuego directo. Los rangos de temperatura en los cuales
normalmente son utilizados estan entre la temperatura ambiente y los 60 °C.
También se pueden seleccionar temperaturas de 100 °C, utilizando una tapa de

caracteristicas especiales (Figura 32).

Figura 32. Bafio Maria

i -

. o I
sustancias y esterilizacion. Alcanza | : -

Estufa eléctrica: Se utiliza para secado de

temperaturas entre 250 y 300 °C (Figura 33).

Figura 33. Estufa eléctrica
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Bomba de vacio: Dos caracteristicas
fundamentales de la bomba de vacio. La
presion limite o presion minima de entrada, y el
tiempo necesario para alcanzarla. Ambos
factores no dependen soélo de la bomba
utilizada, sino también del recipiente a evacuar
(embudo buchner y matraz kitazato para hacer
filtraciones por succion) (Figura 34).

Figura 34. Bomba de vacio

Camara de electroforesis: Dispositivo que esta compuesto por dos placas de
vidrio del mismo grosor y anchura, y que en conjunto sirven para permitir el
ensamblaje de los vidrios con los espaciadores, a través de una serie de
prensas que ejercen presion y mantiene fijo todo el sistema. La electroforesis
es una técnica utilizada para separar particulas coloidales tales como proteinas
o acidos nucleidos a través de una matriz sélida (gel de agarosa o
poliacrilamida) de acuerdo a su tamafo y carga eléctrica mediante la aplicacion
de un campo eléctrico. Los geles de poliacrilamida constituyen un excelente
medio de soporte para separaciones electroforéticas, dado que reunen una
serie de propiedades idoneas: transparencia, elasticidad, porosidad controlable
y compatibilidad con una gran variedad de compuestos quimicos (Figura 35).

Figura 35. Camara de electroforesis
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Espectrofotometro: Instrumento que tiene la
capacidad de manejar un haz de Radiacion
Electromagnética (REM), comunmente
denominada luz, separandolo en facilitar la
identificacion, calificacion y cuantificacion de su
energia. Su eficiencia, resolucién, sensibilidad y
rango espectral, dependeran de las variables de
disefio y de la seleccion de los componentes
opticos que lo conforman (Figura 36).

Figura 36.Espectrofotometro

21



NORMAS DE BIOSEGURIDAD.

La mayoria de las sustancias y reactivos utilizados en el laboratorio son
potencialmente toéxicos, irritantes o inflamables, sin embargo estas sustancias
son peligrosas solo cuando se hace un uso inadecuado. Todos los desechos
quimicos deben de ser depositados en un contenedor asignado por el
encargado del laboratorio.

Tipo de riesgo. Como descartarlo. Tipo de contenedor.

CUESTIONARIO.
1.- ¢ Como se clasifican los materiales en el laboratorio?

2.- ¢ Explica cual es el objetivo de conocer el manejo de equipos y material de

laboratorio?
3.- ¢Menciona 3 equipos de laboratorio y para qué sirven?

4.- ;Cuales son las precauciones que los alumnos deben tener al trabajar en

un laboratorio?

5.- ¢De acuerdo a las normas de seguridad cuales son las precauciones que

hay que tener en el manejo de un reactivo?
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INTRODUCCION.

Se conoce como amortiguador, buffer o tampdén a toda aquella solucién que
generalmente esta constituida por la mezcla de un acido débil y su base
conjugada, tiene caracteristica conocida como accion amortiguante de
conservar el pH en niveles cercanos al pka de la molécula disociada (Vazquez,
2009).

El pH es una medida de la acidez o basicidad de una solucion. El pH es la
concentracion de iones hidronio [H30O*] presentes en determinada sustancia
(Méndez, 2001).

La determinacién del pH es uno de los procedimientos analiticos mas
importantes y mas usados en ciencias tales como quimica, bioquimica y la
quimica de suelos, el pH determina muchas caracteristicas notables de la
estructura y actividad de las biomacromoléculas y, por tanto, del
comportamiento de las células y organismos (Chumbe, 2009).

También el pH nos indica que tan acida o alcalina es el agua, el pH de 7.0
significa un agua neutra, niveles inferiores indican un agua acida y niveles

superiores a 7.0 alcalina (Burriel, 2002).

pH: En 1909 el quimico Danés Sorensen definid el potencial hidrogeno (pH)

como el logaritmo negativo de la actividad de los iones hidrégeno. Esto es:
pH=-log [H']

Desde entonces, el término pH ha sido universalmente utilizado por la facilidad
de su uso, evitando asi el manejo de cifras largas y complejas. En disoluciones
diluidas en lugar de utilizar la actividad del ion hidrogeno, se le puede
aproximar utilizando la concentracién molar del ion hidrégeno. Por ejemplo, una
concentracion de [H+] = 1x10-7M (0,0000001) es simplemente un pH de 7 ya
que: pH = -log [10-7] = 7 (Vazquez, 2009)
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OBJETIVO.

Aprender la preparacion de soluciones (buffer o tampon), asi como comprender

la importancia del equilibrio buffer.

MATERIALES.

3 Matraces aforados de 100 ml.

1 Pizeta de 100 ml con agua

destilada.

2 Pipetas de 10 ml.

2 Perillas.

1 Soporte universal.

1 Agitador magnético.

1 Barra magnética (mosca o barra

de agitacion).

1 Pinza.

NORMAS DE SEGURIDAD.

4 Vasos de precipitado de 50 ml.
1 Vidrio de reloj y espatula.

1 Bureta.

1 Potenciometro.

1 Balanza analitica.

NaOH 2M.

HCI 1M.

Sacarosa.

Acido acético

Tipo de riesgo

Como evitarlo

Como proceder en caso de accidente

Sustancias

quimicas.

Siempre entrar al
laboratorio con bata
manga larga puesta
abotonada y
zapatos cerrados.

Si se cae algun reactivo sobre uno
mismo, especialmente en los 0jos,
lavarse inmediatamente con abundante

agua.

Si se cae accidentalmente cualquier
liquido o reactivo solido en la mesa y
especialmente sobre cualquier
instrumento, debe limpiarse

inmediatamente.
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METODOS.

1.- Realizar los calculos para preparar las siguientes soluciones (molares,

porcentuales y buffer) de acuerdo con las concentraciones que se indican.

2.- Preparar una solucion de HCla 2 M en 100 ml.

3.- Preparar una solucion de NaOH al 1 M en 100 ml.

4.- Preparar una solucion de sacarosa al 3% en 50 ml.

5.- Preparar una solucién buffer de acido acético al 0.1 M en 100 ml con pH de

4.8

5.- Con ayuda del soporte universal con la bureta comparar el comportamiento

de la solucion buffer preparada midiendo su pH agregando por goteo HCI al 2

M y anotar los gastos en ml para reportar los resultados.

NORMAS DE BIOSEGURI

DAD.

Tipo de riesgo.

Como descartarlo.

Tipo de contenedor.

Sustancias quimicas

Seguir las indicaciones

de

laboratorio.

las normas

del

Para cada contenedor se
clasificaran en: Toxicos,
material organico,

inorganico e inflamables.

CUESTIONARIO.

1.- ¢ Qué es la accion amortiguante?

2.- ;Qué es el pH y cual es la importancia del pH en un organismo?

3.- ¢ Qué otro indica el pH?

4.- 4 Qué es un acido y que es una base?

5.- ¢ Cual es la diferencia entre agua neutra, acida y alcalina?
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INTRODUCCION.

La vida en la tierra comenzd en el agua y evoluciono ahi durante tres mil
millones de afos antes de extenderse en la tierra (Campbell y Reece, 2007). El
agua desempeia una serie de funciones en los seres vivos; la mayoria de los
productos quimicos estan disueltos en ella, y se necesita también para que
ocurran todas las reacciones quimicas ya que es el medio por el cual dos

sustancias se encuentran y reaccionan (Monje et al., 2002).

El comportamiento especial del agua se fundamenta en la estructura de las
moléculas y la naturaleza de los enlaces que las mantienen unidas (Teijon y
Garrido, 2006).

La estructura molecular del agua esta formada por un atomo de oxigeno y dos
atomos de hidrégeno, enlazados quimicamente mediante enlaces polares
covalentes (H20), lo cual le permite disolver con facilidad compuestos ionicos,
esta propiedad se debe a su capacidad para formar puentes de hidrogeno con
otras sustancias, ya que estas se disuelven cuando interaccionan con las

moléculas polares del agua (Chumbe, 2009).

OBJETIVO.

Observar el comportamiento de dos grasas en diferentes medios acuosos para

identificar las propiedades fisico-quimicas del agua.
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MATERIALES.
1Balanza.
1Piceta.

15 cajas petri.

1Espatula.

Manguera de hule.

10 Matraces volumétricos.

5 Mechero.
10 Pipetas.

5 Micropipeta.

5 Vasos de precipitado de 50 ml.

NORMAS DE SEGURIDAD.

5 Vaso de precipitado de 100 ml.
1L Acetona.

1L Acido clorhidrico concentrado.
1L Aceite de oliva. (Acido oleico).
1L Agua destilada.

100 g Bicarbonato de sodio.

100 g Hidroxido de amonio.

100 g Hidroxido de sodio.

Petrolato liquido. (Mezcla de

hidrocarburos del petroleo).

Sudan lll.

Tipo de riesgo

Como evitarlo

Como proceder en caso de accidente

Sustancias

quimicas.

Siempre entrar

al

laboratorio con bata

manga larga puesta

abotonada
zapatos cerrados.

y

Si se cae algun reactivo sobre uno
mismo, especialmente en los 0jos,
lavarse inmediatamente con abundante

agua.

Si se cae accidentalmente cualquier
liquido o reactivo solido en la mesa vy
especialmente sobre cualquier
instrumento, debe limpiarse

inmediatamente.
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METODOS.

Los alumnos tendran que aplicar tanto el método experimental como el método

analitico para el desarrollo de esta practica.

Previo al desarrollo de la practica se deben preparar las siguientes soluciones:

1.- Prepare 100 ml de bicarbonato de sodio 20 % en agua.

2.- Prepare 25 ml de hidroxido de sodio 0.1 N en agua.

3.- Prepare 25 ml de acido clorhidrico 0.1 N en agua.

4 .- Prepare 25 ml de hidroxido de amonio 0.1 N en agua.
Comportamiento del aceite mineral.

En tres diferentes cajas de petri vierta lo que se describe a continuacion:
1.- Vierta 10 ml de agua.

2.- Vierta 10 ml de solucion de HCI.

3.- Vierta 10 ml de solucion de NaOH a cada placa agregue una gota de aceite
mineral con una pipeta, mantenga las muestras en observacion durante 30

minutos.

Comportamiento del acido oleico (aceite de oliva).
1.- Vierta 10 ml de agua.

2.- Vierta 10 ml de solucion de HCI.

3.- Vierta 10 ml de solucion de NaOH.

4 .- Vierta 10 ml de solucién de hidroxido de amonio a cada placa, agregue una
gota de aceite de oliva coloreado con SUDAN Ill con una pipeta Pasteur,

mantenga las muestras en observacion durante 30 minutos.

5.- Lave y caliente al rojo la punta de un clip, posteriormente lo coloca en una
caja de petri con agua y adicione dos gotas de acido oleico sobre la superficie y

observe.
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Nota:

Para la eliminacion de las sustancias, neutralizar los residuos acidos y alcalinos

con bicarbonato de sodio.

NORMAS DE BIOSEGURIDAD.

Tipo de riesgo.

Como descartarlo.

Tipo de contenedor.

Sustancias quimicas

Seguir las indicaciones

de
laboratorio.

las normas

del

Para cada contenedor se
clasificaran en: Toxicos,
material organico,

inorganico e inflamables.

CUESTIONARIO.

1.- ¢ Qué es el agua?

2.- ;A qué se debe que el agua sea un disolvente universal?

3.- ¢, Por qué cuando se coloca un compuesto soluble en agua desaparece

rapidamente en el liquido?

4.- ;i Mencione la relacién que existe entre las propiedades fisicas y quimicas

del agua con la fuerza de interaccion intermolecular?

5.- ¢ En la preparacion de las soluciones, menciona que comportamiento tuvo el

aceite mineral y el aceite oleico (aceite de oliva)?
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INTRODUCCION.

La historia de la cromatografia sobre papel, en particular, proviene de la
antigiedad e incluye observaciones de Plinio, Runge, Schoenbein vy
Goppelsroeder. Day fue uno de los primero que uso la cromatografia de
adsorcion y Tswett realizo una de las investigaciones preliminares mas

extensas y dio a la cromatografia su nombre (Laitinen y Harris, 1982).

La cromatografia es una técnica que permite la separacion de los componentes
de una mezcla debido a la influencia de dos efectos contrapuestos, retenciéon
efecto producido sobre los componentes de la mezcla por una fase estacionaria
y desplazamiento efecto ejercido sobre los componentes de la mezcla por una
fase movil, que puede ser un liquido o un gas (Chavez et al., 2011).

La cromatografia se emplea para detectar e identificar compuestos, como por
ejemplo: los azucares reductores dan productos coloreados cuando reaccionan
con acido de anilina: las aldohexosas forman manchas de color café y las
aldopentosas manchas rojas, estas se pueden detectar en cantidades tan
pequefias como 50 nanogramos (Bolafos et al., 2003).

OBJETIVO.

Desarrollar un procedimiento para la determinacion de carbohidratos mediante

el método de cromatografia.
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MATERIALES.

En equipo. Etanol al 60 %

3 Capilares. 500 ml glucosa al 2 %

1 Cinta masking. 500 ml lactosa al 2 %

1 Lapiz. En grupo de trabajo.

1 Atomizador. 1Papel aluminio.

1 Regla. 1 Tijera.

1 Par de guantes por equipo. 4 Equipos para cromatografia.
175 ml de butanol. 1 Horno.

175 ml acido acético. Papel para cromatografia.

175 ml de agua.

Hidréxido de sodio (NaOH al 1 %)

Mezcla de solventes, para la cromatografia:

Butanol, Ac. Acético, Agua (4:1:2 v/v).

(175 ml de la mezcla de solventes en cada tanque para cromatografia).
Solucioén reveladora (1L): NaOH al 1 % en etanol al 60 %.

Disolver calentando a 105 ° C durante 2 minutos.

Glucosa al 2 % (500 ml).

Lactosa al 2 % (500 ml).

Solucion problema No. 1y 2.
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NORMAS DE SEGURIDAD.

Tipo de riesgo Como evitarlo Como proceder en caso de accidente

Si se cae algun reactivo sobre uno

_ mismo, especialmente en los 0jos,
Siempre entrar al

Sustancias _ lavarse inmediatamente con abundante

. laboratorio con bata
quimicas. agua.

manga larga puesta

abotonada y | Si se cae accidentalmente cualquier

zapatos cerrados. liquido o reactivo solido en la mesa y

especialmente sobre cualquier

instrumento, debe limpiarse

inmediatamente.

METODOS.

1.- Para llevar a cabo la practica de cromatografia en papel de carbohidratos, se

utiliza una tira de papel Whatman No. 1 de 25 x 6 cm.

2.- Verifique que el sentido de las fibras del papel correspondan al sentido en que

se va a correr el disolvente.
3.- No toque el papel con los dedos use guantes de hule o pinzas.

4.- Trace con lapiz una linea, a tres centimetros de la base del rectangulo del

papel.

5.- Sobre la linea basal hay que marcar tres puntos, el primero se coloca a una
distancia de 1.5 cm de uno de los bordes, los dos puntos siguientes se colocan a
intervalos de 1.5 cm a partir del primer punto.

6.- En el primer punto marcado se utiliza un capilar para aplicar 10 gotas
pequefias de solucion de Glucosa al 2%, entre cada gota aplicada debe existir un

tiempo prudente que le permita el secado de la gota.
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7.- De igual manera se aplica en el segundo punto 10 gotas de Lactosa al 2%, y
en el tercer punto 20 gotas de una de las soluciones problema.

8.- Después de la aplicacion de cada uno de los carbohidratos, introduzca la tira
de papel en la camara de cromatografia previamente preparada, saturandola con
la mezcla de los disolventes, al menos durante dos horas antes de efectuar el

experimento.

9.- Tenga especial cuidado en que la linea basal donde se colocaron los
carbohidratos este por encima del nivel de sistemas de solventes.

10.- Utilice cinta masking para fijar el borde superior de la tira de papel a la

camara.

11.- Tape herméticamente la camara con papel aluminio y tome nota del tiempo al
cual inicio el corrimiento del cromatograma, espere a que los disolventes
asciendan hasta cerca de 2 o 3 cm del borde superior del papel o bien hasta una
hora antes de que se dé por concluida la sesidn de laboratorio.

12.- Saque la tira del papel marcando la altura a donde llegaron los solventes,

anote el tiempo final del corrimiento del cromatograma y deje secar al aire.

13.- Cuando la hoja este perfectamente seca, rocie con la solucién reveladora sin

que ésta escurra y homogéneamente.

14.- Mantenga el cromatograma en posicion horizontal y deje que seque al aire el
exceso de revelador y luego coloque el cromatograma sobre una hoja de papel,

dentro de una charola metalica.

15.- Introduzca la charola en un horno a 100° C hasta que aparezcan las manchas
bien delineadas.

16.- Utilice un lapiz para marcar las manchas y determine los valores de Rf de
cada una de ellas.
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NORMAS DE BIOSEGURIDAD.

Tipo de riesgo.

Como descartarlo.

Tipo de contenedor.

Sustancias quimicas

Seguir las indicaciones

de las normas

laboratorio.

del

Para cada contenedor se
clasificaran en: Toxicos,
material organico,

inorganico e inflamables.

CUESTIONARIO.

1.- ¢ Qué es la cromatografia?

2.- ;Qué es el coeficiente de particion de una sustancia, y que aplicacion tiene en

la cromatografia?

3.- ¢ En base a los valores de Rf determinados, identificar la solucién problema

utilizada?

4 .- ; Calcular el valor Rf para la glucosa, lactosa y solucion problema?

5.- ¢ Describe en detalle la técnica de cromatografia por intercambio ionico, e

ilustrala con una importancia biologica?
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INTRODUCCION.

Los aminoacidos son biomoléculas pequefias (peso molecular promedio 135) que
tienen la estructura general sefialada, todos los a-aminoacidos son acidos
organicos (a-COOH) que contienen un grupo amino (NH2) y un atomo de
hidrogeno unidos al carbono a (Bradley y Peter, 1982). El carbono a recibe este
nombre por ser el carbono adyacente al carbono del grupo carboxilo, y el grupo
diferenciador de los distintos aminoacidos (R) se denomina cadena lateral (Conn,
2006).

Los aminoacidos tienen diferentes funciones en el organismos pero ante todo
sirven como unidades basicas de los péptidos y de las proteinas, en el cddigo
genético solo se consideran los 20 aminoacidos proteicos; estos 20 aminoacidos
se encuentran regularmente en las proteinas y en algunos casos sufren
modificaciones después de su incorporacion a ellas (cambios postraduccionales)
(Koolman y Rohn, 2004).

Algunos de estos aminoacidos son esenciales; esto significa que no son
sintetizados por el organismo del todo o en cantidades suficientes para poder
cumplir con los requisitos celulares, la cualidad esencial de un aminoacido varia
segun la especie y la etapa del desarrollo en la que se encuentra el organismo

(Fornaguera y Gomez, 2002).

OBJETIVO.

Determinar aminoacidos azufrados en diferentes tipos de proteinas.
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MATERIALES.

4 Tubos de ensayo de 2-3 ml.

2 Pinzas para tubo de ensayo.

1 Mechero de Bunsen.

Clara de huevo.

Acetato de plomo al 5%.

Alcali o aminoécidos azufrados (cisteina y metionina).

Hidroxido de sodio al 20%.

NORMAS DE SEGURIDAD.

Tipo de riesgo

Como evitarlo

Como proceder en caso de accidente

Sustancias

quimicas.

Siempre entrar

al

laboratorio con bata

manga larga puesta

abotonada
zapatos cerrados.

y

Si se cae algun reactivo sobre uno
mismo, especialmente en los 0jos,
lavarse inmediatamente con abundante

agua.

Si se cae accidentalmente cualquier
liquido o reactivo solido en la mesa y
especialmente sobre cualquier
instrumento, debe limpiarse

inmediatamente.
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METODOS.

1.- Poner en el tubo de ensayo de 2 a 3 ml de clara de huevo.

2.- Anadir 2 ml de solucién de hidroxido de sodio al 20%.

3.- Agitar un minuto con vortex.

4.- Ahadir 10 gotas de solucion de acetato de plomo al 5%.

5.- Agitar un minuto con vortex o golpeando el fondo del tubo con el dedo indice.
6- Calentar el tubo hasta ebullicion.

7.- Si se forma un precipitado de color negruzco nos indica que se ha formado
sulfuro de plomo, utilizandose el azufre de los aminoacidos, lo que sirve para

identificar proteinas que tienen en su composicion aminoacidos con azufre.

NORMAS DE BIOSEGURIDAD.

Tipo de riesgo. Como descartarlo. Tipo de contenedor.

Seguir las indicaciones | Para cada contenedor se
_ o de las normas del | clasificaran en: Toxicos,
Sustancias quimicas _ _ o
laboratorio. material organico,

inorganico e inflamables.

CUESTIONARIO.

1.- ¢ Quimicamente como se clasifican aminoacidos?

2.- ;Qué es un aminoacido azufrado?

3.- ¢ Escribe la formula general de los aminoacidos?

4.- ¢ Escribe cuales son los aminoacidos esenciales y no esenciales?

5.- ¢ Menciona la importancia que desempefia un aminoacido?
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INTRODUCCION.

Las proteinas son polimeros lineales formados por aminoacidos que se pliegan en
el espacio en una gran variedad de formas, las proteinas se encuentran en forma
pura y cristalina estas contienen hidrogeno, nitrégeno y oxigeno y casi todas
contienen azufre (Arboledos, 2011). Una molécula de proteina se elabora a partir
de una larga cadena de estos aminoacidos, cada uno ligado a su vecino por un
enlace peptidico covalente; por esta razén se denominan polipéptidos (Bray,

2006). Las moléculas proteicas dan una serie de aminoacidos que son

compuestos sencillos de bajo peso molecular (Vazquez, 2009).

Las proteinas actuan como componentes estructurales de mensajeros y de
receptores de mensajeros, algunas proteinas se unen al DNA y regulan la
expresion de los genes; otras participan en la replicacidn, la transcripcion y la
traduccion de la informacion genética; otras estan relacionadas con el sistema
inmunitario, con la contraccidn muscular, con el transporte de oxigeno y la

respiracion celular (hemoglobina y citocromos) (Arboledos, 2004).

Las proteinas poseen propiedades y caracteristicas que las diferencian de unas
de otras, quizads las mas importantes sean las enzimas, catalizadores que

determinan el ritmo y rumbo de toda la bioquimica (Herrera et al., 2003).

OBJETIVO.

Determinar la actividad enzimatica a través de una técnica bioquimica empleada
por Walter (1984).
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MATERIALES.
15 Microtubos.

1 Centrifuga

1 Espectrofotometro

2 Gradillas

5 Micropipetas de 100 a 1000

microlitros

NORMAS DE SEGURIDAD.

0.5 ml de casina (1%).

0.5 ml de tapdn tris-HCL 100
nM+CaCl2 10nM pH 9.0

10 pl de extracto enzimatico.

0.5 ml de TCA al 20%

Tipo de riesgo

Como evitarlo

Como proceder en caso de accidente

Sustancias

quimicas.

Siempre entrar al
laboratorio con bata
manga larga puesta
abotonada y zapato
cerrados.

Si se cae algun reactivo sobre uno
mismo, especialmente en los 0jos,
lavarse inmediatamente con abundante

agua.

Si se cae accidentalmente cualquier
liquido o reactivo solido en la mesa y
especialmente sobre cualquier
instrumento, debe limpiarse

inmediatamente.
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METODOS.
1.-

Se colocan 6 tubos eppendorf para

la prueba, 2 controles y 4

determinaciones, para obtener las repeticiones en una aplicacién de la prueba.

2.- Agregar 0.5 ml de casina (1 %).

3.- Agregar 0.5 ml de tapon tris-HCL 100nM+CaCl2 10nM pH 9.0.

4.- Agregar 10 pl de extracto enzimatico (no colocar a los 2 controles).

5.- Incubar durante 10 minutos a una temperatura de 25 °C.

6.- Detener la reaccion adicionando 0.5 ml de TCA al 20 %.

7.- Agregar extracto al control.

8.- Dejar reposar la mezcla de reaccion entre 15-30 minutos, a 4 °C para que

precipiten las proteinas (dentro de un refrigerador).

9.- Centrifugar a 12000 rpm durante 5 minutos.

10.- Medir la absorbencia del sobrenadante en el espectrofotdmetro a 280 nm

(cubeta de cuarzo o plastico).

NORMAS DE BIOSEGURIDAD.

Tipo de riesgo.

Como descartarlo.

Tipo de contenedor.

de
Sustancias quimicas

las normas

laboratorio.

Seguir las indicaciones

del

Para cada contenedor se
clasificaran en: Toxicos,
material organico,

inorganico e inflamables.
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CUESTIONARIO.

1.- ¢ Qué es una proteina?

2.- ; Como esta constituida una proteina?

3.- ¢, Como se clasifican las proteinas?

4 .- ; Explica cdmo desempefian las proteinas la funcion del transporte?

5.- ¢ De qué dependen las estructuras primaria, secundaria, terciaria y

cuaternaria de las proteinas?
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INTRODUCCION.

Las proteinas son unas cadenas de aminoacidos cuya secuencia es especifica,
estas se forman en los ribosomas por lectura de los genes que llevan la
informacion de la secuencia concreta de aminoacidos que da lugar a una

determinada proteina (Barboza et al., 2009).

La desnaturalizacion de una proteina implica la alteracion de sus estructuras
secundarias, terciaria o cuaternaria, dejando intacta la estructura primaria; el
resultado de esto es que la proteina nativa como se encuentra en la célula,
pierde su actividad biologica (Acufia, 2006). Hay numerosos agentes
desnaturalizantes, como el calor, pH, sales inorganicas a concentraciones

elevadas, disolventes organicos, etc. (Macarulla y Goii, 1994).

La solubilidad de una proteina depende del grado de hidratacion y del numero
o arreglo de las cargas sobre la molécula, lo cual depende, a su vez, de la
composicion de aminoacidos y de la presencia o ausencia de otros residuos,

tales como fosfatos, lipidos, carbohidratos y otros (Herrera et al., 2003).

La desnaturalizacion es la pérdida de la estructura de una proteina ya sea con
o sin pérdida de la actividad bioldgica, dependiendo a qué nivel de estructura
fue la desnaturalizacion, para llevar a cabo la desnaturalizacion de proteinas
existen varios métodos tantos fisicos como quimicos, en los fisicos
encontramos el calor, el pH, bajas temperaturas y en los quimicos se pueden
encontrar a los acidos fuertes, urea, detergentes como el SDS (dodecil sulfato
de sodio), mercaptoetanol, ditiothreitol entre otros (Barboza et al., 2009). La
desnaturalizacion de las proteinas ocurren cuando se exponen al calor, la luz
ultravioleta, los acidos, las bases, los disolventes organicos y las sales de
metales pesados; estos agentes alteran las fuerzas de dispersion los enlaces
de hidrogeno y los enlaces ionicos (Acufa, 2006).
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OBJETIVO.

Observar la desnaturalizacion y solubilidad de las proteinas con agentes fisicos

y quimicos.

MATERIALES.

9 Tubos de ensayo.

1 Mechero bunsen.

1 Pinzas para tubo de ensayo.

10 Vaso de precipitados.

1 Rejilla de asbesto

NORMAS DE SEGURIDAD.

100 ml Acido sulfarico (H2S04)

100 ml Acido nitrico (HNO3).

100 ml Hidroxido de sodio (NaOH).
100 ml Cloruro de Mercurio (HgCly).
100 ml Nitrato de Plata (AgNO3).
100 ml Acido Picrico (CeH3sN3O7).
100 ml Acido Tricloroacético
(CClsCOOH).

Tipo de riesgo

Como evitarlo

Como proceder en caso de accidente

Sustancias

quimicas.

Siempre entrar al
laboratorio con bata
manga larga puesta
abotonada y zapato
cerrados.

Si se cae algun reactivo sobre uno
mismo, especialmente en los 0jos,
lavarse inmediatamente con abundante

agua.

Si se cae accidentalmente cualquier
liquido o reactivo solido en la mesa vy
especialmente sobre cualquier
instrumento, debe limpiarse

inmediatamente.
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METODOS.
Desnaturalizacion de albumina con acidos y bases fuertes.

Prepara 3 ml de H2SO4 con un 1ml de albumina, igualmente hacerlo con los
reactivos HNO3 y el NaOH. (acidos fuertes y alcalinos). Agitar los tubos y

observar si se presenta solubilidad.
Desnaturalizacién de albumina con metales pesados.

Preparar 1ml de cloruro de mercurio con 2 ml de albumina, e igualmente
hacerlo con nitrato de plata. Agitar los tubos con los reactivos y ver si se

solubilizan.
Desnaturalizacion de albumina con acido picrico y tricloroacético.

En tubos de Ensaye agregar 1 ml de acido Picrico con 2 ml de Albumina. Hacer
lo mismo con el Acido Tricloroacético. Calentarlos a bafio maria por 5 min y
después dejarlos enfriar por 5 min mas y hacer observaciones de cada tubo.

Hacer observaciones.
Adicion de limén y acido clorhidrico a la leche.

Coloca en dos vasos de precipitado un poco de leche. A uno adicionales unas
gotas de limon y al otro unas cuantas gotas de cloruré de hidrogeno

concentrado. Anota tus observaciones.

NORMAS DE BIOSEGURIDAD.

Tipo de riesgo. Como descartarlo. Tipo de contenedor.

Seguir las indicaciones | Para cada contenedor se
_ o de las normas del | clasificaran en: Toxicos,
Sustancias quimicas _ _ o
laboratorio. material organico,

inorganico e inflamables.

a4



CUESTIONARIO.

1.- ¢ Qué es una proteina?

2.- ¢ Qué significa la desnaturalizacion de una proteina?

3.- ¢ Explica cada una de las 4 estructuras que componen a una proteina?

4 .- ; Cuando una proteina se desnaturalizada, puede seguir actividad
biolégica?

5.- ¢ Por qué se forman grumos en la leche cuando adicionas el limon o el HCI?
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INTRODUCCION.

Los lipidos son el grupo principal de las moléculas presentes en todas las
células, a diferencia de los acidos nucleicos, las proteinas y los polisacaridos;
los lipidos no son poliméricos, sin embargo, se agregan y en este estado en
que llevan su funcidn mas obvia como matriz estructural de las membranas
bioldgicas (Voet et al., 2007).

Los lipidos conforman un grupo grande y heterogéneo de sustancias de origen
biolégico facilmente solubles en disolventes organicos como metanol, la
acetona, el cloroformo y el benceno (benzol), pero tiende a ser insoluble en
agua; los grupos principales de los lipidos tienen caracteristicas de solubilidad
diferentes y ésta propiedad se usa en su extraccidon y purificacion a partir de
materiales biolégicos (Koolman y Rohn, 2004).

El colorante Sudan Ill se emplea disuelto en un solvente organico en el cual los
lipidos sean relativamente insolubles, y en el que también el colorante sea solo
parcialmente solubles, ademas, el colorante debe ser mas soluble en lipidos
que en el solvente, puesto que la coloracion tiene lugar porque las moléculas
del colorante se distribuyen entre los lipidos y el solvente en relacion con su

solubilidad en ambos (Gonzales, 2010).

OBJETIVO.

Identificar lipidos a partir de muestras de origen animal y vegetal por la técnica
del Sudan llI.
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MATERIALES.

2 Tubos de ensayo.

1 Gradilla.

1 Cinta adhesiva.

1 Boligrafo.

NORMAS DE SEGURIDAD.

1 Aceite comercial.
Sudan Il en frasco gotero.

Azul de metileno en frasco o gotero.

Tipo de riesgo

Como evitarlo

Como proceder en caso de accidente

Sustancias

quimicas.

Siempre entrar

al

laboratorio con bata

manga larga puesta

abotonada
zapatos cerrados.

y

Si se cae algun reactivo sobre uno
mismo, especialmente en los 0jos,
lavarse inmediatamente con abundante

agua.

Si se cae accidentalmente cualquier
liquido o reactivo solido en la mesa y
especialmente sobre cualquier
instrumento, debe limpiarse

inmediatamente.
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METODOS.

1. En una gradilla colocar 3 tubos de ensayo.
2. Enumerar los tubos de ensayo.
3. Agregar a cada uno 2 mililitros de aceite.

4. En el tubo 1 agregar de 4 a 5 gotas de sudan |

5. En el tubo 2 agregar de 4 a 5 gotas de azul de metileno.

6. Observar las caracteristicas de las 2 muestras.

7. Homogenizar ambas muestras y dejar reposar.

8. Observar las muestras y registrar.

NORMAS DE BIOSEGURIDAD.

Tipo de riesgo. Como descartarlo.

Tipo de contenedor.

] o de las normas
Sustancias quimicas _
laboratorio.

Seguir las indicaciones

del

Para cada contenedor se
clasificaran en: Toxicos,
material organico,

inorganico e inflamables.

CUESTIONARIO.

1.- ¢ Qué son los lipidos?
2.- ;Cual es la funcion que tiene el Sudan II17?
3.- ¢, Cual es la clasificacion de los lipidos?

4.- ; Qué es un acido graso?

5.- ¢ Qué significa las siguientes 3 palabras cerebrosidos, esfingomielinas y las

saponinas?
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INTRODUCCION.

La catalasa es una enzima que se encuentra en todos los tejidos vivos
animales y vegetales, una reaccidon metabdlica frecuente es Ia
deshidrogenacion que realizan ciertas enzimas en presencia de Oz, formando

el peréxido de hidrogeno o agua oxigenada (Gonzalez, 2003).

El per6xido de hidrégeno es un producto toxico que se genera en la cadena
respiratoria, la enzima catalasa cuya molécula contiene Fe?* (lon de fierro Il o
lon ferroso) unido a un grupo hemo como el de la hemoglobina; cataliza la
reaccion de descomposicion evitandose asi la acumulacion de H202 (Aldabe et
al., 2004). La accion protectora de la catalasa esta favorecida por el acido

ascorbico, el glutation y la vitamina E (Cuadrado, 2004).

La catalasa es citosdlica, de conformacion globular, con un sitio activo dentro

del cual predominan residuos aminoacidicos polares (Stryer, 1979).

La mayoria de estas enzimas son homotetrameros con un grupo hemo en cada
subunidad se ha determinado la estructura cristalografica de nueve catalasas,
algunas catalasas tienen subunidades pequefias (masa molecular = 60 kDa) y
otras grandes (masa molecular = 80 kDa) (Diaz, 2003).

Por tanto, al afadir agua oxigenada a un tejido vivo, la deteccion de
desprendimiento de oxigeno gas, indicara actividad de la catalasa (Gonzales,
2010).

OBJETIVO.

Observar la accion de la catalasa y la formacién de productos en forma de gas
O2 y liquido H20.
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MATERIALES.

4 Tubos de ensayo.

1 Gradilla.

1 Pipeta graduada.

1 Bano Maria.

1 Corazén e Higado de pollo.

Agua oxigenada (H202)

Agua destilada

NORMAS DE SEGURIDAD.

1 Hoja de planta.
1 Cinta adhesiva.

1 Boligrafo.

Tipo de riesgo

Como evitarlo

Como proceder en caso de accidente

Si se cae algun reactivo sobre uno

mismo, especialmente en los 0jos,

Sustanci Siempre entrar al _ _
ustancias _ lavarse inmediatamente con abundante
. laboratorio con bata
quimicas. agua.
manga larga puesta
abotonada y | Si se cae accidentalmente cualquier
zapatos cerrados. liquido o reactivo solido en la mesa vy
especialmente sobre cualquier
instrumento, debe limpiarse
inmediatamente.
METODOS.

1. Fragmentar en pequefos trozos el higado.
2. Introducir los trozos del higado en un tubo de ensayo.
3. Rotular las muestras.

4. Repetir los pasos 1-3 con las hojas de planta.

5. A cada una de las muestras agregar 4 mililitros de agua oxigenada (H202)



6. Observar la reaccion que se lleva a cabo en el interior de ambos tubos de
ensayo.

7. Registrar los cambios y reacciones observados.

8. Tomar 2 nuevas muestras (1 de higado y 1 de hojas) e introducirlas en 2
tubos de ensayo.

9. Rotular las muestras.

10. Someter ambas muestras a bafio Maria con agua previamente calentada

durante 5 minutos o hasta que hiervan.
11. Observar y registrar los cambios sucedidos.
12. Dejar enfriar ambas muestras.

13. Agregar a cada uno de los tubos de ensayo 4 mililitros de agua oxigenada
(H202)

14. Observar y registrar los cambios sucedidos.

15. Con ayuda de un bisturi, cortar en trocitos la muestra de higado de pollo.
16. Depositar la muestra de higado en un vidrio de reloj.

17. A esta muestra aplicarle 5 mililitros de agua oxigenada.

18. Observar la reaccion que se lleva cabo y registrar los cambios.

NORMAS DE BIOSEGURIDAD.

Tipo de riesgo. Como descartarlo. Tipo de contenedor.

Sustancias quimicas

Seguir las indicaciones

de las normas

laboratorio.

del

Para cada contenedor se
clasificaran en: Toxicos,
material organico,

inorganico e inflamables.
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CUESTIONARIO.

1.- ¢ Qué es la catalasa y donde se encuentra?
2.- ; Menciona la funcion que desempefia la catalasa?

3.- ¢, A qué se debe que el higado presenta un intenso burbujeo cuando entra
en contacto con el H2O?

4.- ¢ Por qué la reaccion se da en menor intensidad al entrar en contacto el

H202 con la hoja?

5.- ¢ Qué sucede cuando la muestra de higado se somete a calentamiento?

52



INTRODUCCION.

El ADN fue identificado por el bidlogo suizo Friedrich Miescher en los nucleos
de las células, dandole a la sustancia encontrada el nombre de nucleina; afos
después James Watson en conjunto con el britanico Francis Crick,
descubrieron la estructura de doble hélice del ADN el patrimonio genético

humano se basa en 23 pares de cromosomas (Tapia y Aidee, 2001).

El papel principal de la molécula de ADN es el almacenamiento a largo plazo
de informacién, muchas veces el ADN es comparado con un plano o una
receta, o un cédigo, ya que contiene las instrucciones necesarias para construir
otros componentes de las células, como las proteinas y las moléculas de ARN,
los segmentos de ADN que llevan esta informacion genética son llamados
genes, pero las otras secuencias de ADN tienen propodsitos estructurales o
toman parte en la regulacion del uso de esta informacion genética (Cano et al.,
2013).

Las células eucariotas, como las nuestras o las de la cebolla, contiene ADN en
el interior de un compartimiento llamado nucleo celular, para poder extraer el
ADN debemos romper la membrana celular y también la membrana nuclear; las
células vegetales, ademas, cuentan con una pared rigida de celulosa que

también tendremos que romper para liberar el ADN (Vazquez, 2009).

OBJETIVO.

Extraer ADN de una cebolla para observar el proceso y lo visible de la

concentracion.
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MATERIALES.

2 Vasos de precipitado de 500 ml.

1 Cuchillo.

1 Varilla de cristal.

1 Licuadora.

1 Cebolla grande y fresca.

1 Cuchara.

NORMAS DE SEGURIDAD.

1 Paquete de filtro para cafetera.

100 ml Detergente lava vajillas
(liquido).

20 g Sal

250 ml Agua destilada.

100 ml HCl al 0.1 Molar.

400 ml Alcohol del 96° muy frio.

Tipo de riesgo

Como evitarlo

Como proceder en caso de accidente

Si se cae algun reactivo sobre uno

mismo, especialmente en los 0jos,

Sustanci Siempre entrar al _ _
ustancias _ lavarse inmediatamente con abundante
. laboratorio con bata
quimicas. agua.
manga larga puesta
abotonada y | Si se cae accidentalmente cualquier
zapatos cerrados. liquido o reactivo solido en la mesa vy
especialmente sobre cualquier
instrumento, debe limpiarse
inmediatamente.
METODOS.

1.- Corta la zona central de la cebolla en cuadrados y depositarla en un vaso

precipitado de 500 ml.

2.- Agregue 3 cucharaditas de detergente, una de sal y afiadir agua destilada

hasta llenar el vaso.

3.- Mezclar esta solucién con los trozos de cebolla.

4 .-Licuar el conjunto, a velocidad maxima durante 30 segundos.

54




5.-Filtra el liquido obtenido con un filtro de café.

6.-Llenar hasta la mitad aproximadamente un vaso de cristal alto con la
disolucién filtrada.

7.- ARadir 3 cucharaditas de HCI y mezclar bien con la varilla de agitacion.

8.- Anadir un volumen de alcohol del 96° muy frio equivalente al del filtrado,
cuidadosamente, haciéndolo resbalar por las paredes del vaso para que forme
una capa sobre el filtrado. Puedes utilizar la varilla de vidrio o una cucharilla

para ayudarte.

9.- Dejar reposar durante 2 6 3 minutos hasta que se forme una zona turbia y

observa entre las dos capas.

NORMAS DE BIOSEGURIDAD.

Tipo de riesgo. Como descartarlo. Tipo de contenedor.

Seguir las indicaciones | Para cada contenedor se
) o de las normas del | clasificaran en: Toxicos,
Sustancias quimicas _ _ o
laboratorio. material organico,

inorganico e inflamables.

CUESTIONARIO.
1.- ¢ Qué diferencia hay entre el ADN y RNA?

2.- ;Cuales son los métodos de extraccion del ADN?
3.- ¢Menciona la importancia que tiene el ADN?
4.- ; Como se demostro que el ADN transmite informacion genética?

5.- ¢ Qué es una enzima proteolitica?
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INTRODUCCION.

La fotosintesis, es la base de la vida actual en la tierra. Proceso mediante el
cual las plantas, algas y algunas bacterias captan y utilizan la energia de la luz
para transformar la materia inorganica de su medio externo en materia organica

que utilizaran para su crecimiento y desarrollo (Vazquez, 2009).

Todas las células fotosintéticas poseen un numero de pigmentos asociados a
sus membranas tilacoidales, estos pigmentos que no son los mismos en todos
los tipos celulares, se agrupan en tres clases principales: clorofila, carotenoides
y ficobiliproteinas (Santamarina y Garcia, 2004).

Los pigmentos de algas verdes y plantas superiores son compuestos solubles
en solventes no polares y se localizan, formando completos pigmentos-
proteina, en la fase lipidica de las membranas tilacoides de los cloroplastos
(Rodes y Collazo, 2006).

PIGMENTO COLOR
Clorofila A Verde azulado
Clorofila B Verde amarillento
Carotenos Naranja
Xantofilas Amarillo

Cada pigmento fotosintético tiene un espectro caracteristico de adsorcion: esto
es, dependiendo de su estructura molecular, adsorben preferencialmente

ciertas longitudes de ondas (Santamarina y Garcia, 2004).

OBJETIVO.
Extraer los pigmentos de las hojas de plantas verdes y separarlos sobre
distintas superficies.
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MATERIALES.

3 Hojas de espinaca o cualquier planta cortada en pedazos.
400 ml Alcohol de 96.

1 Mortero.
2 Filtros de café.
1 Embudo.

1 Vaso de precipitado de 500 ml.

1 Pinza de la ropa.

NORMAS DE SEGURIDAD.

Tipo de riesgo

Como evitarlo

Como proceder en caso de accidente

Si se cae algun reactivo sobre uno

mismo, especialmente en los 0jos,

Sustanci Siempre entrar al _ _
ustancias _ lavarse inmediatamente con abundante
. laboratorio con bata
quimicas. agua.
manga larga puesta
abotonada y | Si se cae accidentalmente cualquier
zapatos cerrados. liquido o reactivo solido en la mesa y
especialmente sobre cualquier
instrumento, debe limpiarse
inmediatamente.
METODOS.

1.- Colocar en el mortero las hojas de espinaca.

2.- Anadir un poco de alcohol.

3.- Triturar hasta que el alcohol adquiera un tinte verde intenso.

4.- Filtrar en el vaso de precipitado, utilizando el embudo en el que habras

puesto el filtro de café.

5.- Recortar unas tiras de papel del otro filtro e introducelas en el vaso hasta

que toquen su fondo.
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6.- Procurar que se mantengan verticales los filtros
ayudandote con la pinza.

7.- Esperar 30 minutos.

hasta el fondo del vaso,

8.- Observa que apareceran en la parte superior de la tira de papel unas

bandas de colores que sefialan a los distintos pigmentos y de esta manera

podras identificarlos perfectamente segun su color.

NORMAS DE BIOSEGURIDAD.

Tipo de riesgo. Como descartarlo.

Tipo de contenedor.

Seguir las indicaciones

] o de las normas del
Sustancias quimicas _
laboratorio.

Para cada contenedor se
clasificaran en: Toxicos,
material organico,

inorganico e inflamables.

CUESTIONARIO.

1.- ¢ Qué es la fotosintesis y qué funcién desempefa?

2.- ; Cuantas fases presenta la fotosintesis y describe
de ellas?

3.- ¢, Qué funcidn tiene el ATP en la fotosintesis?

4.- ; De qué color es el extracto obtenido de la planta?

la funcidon de cada una

5.- ¢ Cuales son las diferentes técnicas de extraccion y separacion de

pigmentos fotosintéticos?
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INTRODUCCION.

El glucdégeno es la forma de almacenamiento de la glucosa en los tejidos
animales. Se encuentra principalmente en el higado y en el musculo
representado hasta un 10% y un 1-2% de su peso humedo, respectivamente.
Esta formado por unidades de glucosa unidades por enlaces a (1-4) y

ramificaciones a (1-6) (Vazquez, 2009).

En los organismos de los animales el glucdégeno sirve como una reserva de
hidratos de carbono que puede ser utilizado en caso de necesidad de glucosa
fosfato o de glucosa; el almacenamiento de glucosa como tal no tendria sentido
porque las concentraciones elevadas tornarian fuertemente hipertonico el
interior de la célula y de ese modo ocasionarian la entrada de agua (Koolman y
Rohn, 2004).

El glucogeno actua como regulador de la glucosa sanguinea, almacenandola
como glucdégeno durante una buena alimentacion (glucogenogénesis) vy
liberandola por fosforolisis (glucogenolisis), esta misma se degrada por la
accion de las enzimas acortador (glucégeno fosforilasa) y desramificante
(glucosidasa) (Macarulla y Goii, 1994).

La separacion del glucogeno del tejido se consigue mediante la adicién de
etanol (precipita polisacaridos y elimina los monosacaridos solubles) y sulfato
de sodio (coprecipitante). Asi, se produce un precipitado que contiene una
mezcla de glucogeno, proteinas y acidos nucleicos, que han resistido el

calentamiento anterior (Vazquez, 2009).

OBJETIVO.
Comprender la importancia del glucogeno en las funciones fisiologicas de los

organismos.
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MATERIALES.

10 Tubos de ensayo de 50 ml o
tubos eppendorf.

1 Charola de diseccion.

1 Pipeta de 10 ml.

1 Perilla.

Hielo.

1 Higado de algun organismo.
(Preferentemente pez o de pollo).

NORMAS DE SEGURIDAD.

3 Vasos de precipitado de 50 ml.
1 Estuche de diseccidn.

1 Homogenizador de tejidos o
mortero.

1 Centrifuga.

1 Balanza analitica.

Acido tricloracético (TCA) al 10 %.
Etanol al 95 %.

quimicas.

laboratorio con bata

Tipo de riesgo Como evitarlo Como proceder en caso de accidente
Si se cae algun reactivo sobre uno
Si t | mismo, especialmente en los 0jos,
, iempre entrar a
Sustancias P

lavarse inmediatamente con abundante

manga larga puesta agua.
abotonada y | Si se cae accidentalmente cualquier
zapatos cerrados. liquido o reactivo solido en la mesa vy
especialmente sobre cualquier
instrumento, debe limpiarse
inmediatamente.
METODOS.

1.- Extraer el higado de un pez o traer un higado de pollo y pesarlos.

2.- Tomar solamente 2 g del higado.

3.- Agregar 18 ml de acido tricloacético (TCA) al 10%

4.- Homogeneizar en frio.
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5.- Tomar 1 ml del homogeneizado.

6.- Y agregar 15 ml de acido tricloacético TCA al 10% otra vez.

7.- Centrifugar a 3000 rpm, durante 15 min a 4°C.

8.- Tomar 500 pl del sobrenadante.
9.- Dejar reposar por 15 minutos.
10.- Agregar 2 vol. de etanol 95% (1 mililitro).

11.- Reposar hasta ver precipitados.

12.- Recuperar y pesar para hacer la valoracion de concentracion de glucogeno

por g de higado.

NORMAS DE BIOSEGURIDAD.

Tipo de riesgo. Como descartarlo.

Tipo de contenedor.

) o de las normas
Sustancias quimicas _
laboratorio.

Seguir las indicaciones

del

Para cada contenedor se
clasificaran en: Toxicos,
material organico,

inorganico e inflamables.

CUESTIONARIO.
1.- ¢ Qué es la gluconeogénesis?
2.- . En donde se sintetiza el glucégeno?

3.- ¢, Como se metaboliza el glucogeno?

4.- ; Cual es la funcidn del glucogeno en el organismo?

5.- 4, Como se da la separacion del glucogeno?
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ADN. Acido desoxirribonucleico, proteina compleja que se encuentra en el
nucleo de las células y constituye el principal constituyente del material

genético de los seres vivos.

Albumina. Proteina animal y vegetal, rica en azufre y soluble en agua, que
constituye el componente principal de la clara del huevo y se encuentra
también en el plasma sanguineo y linfatico, en la leche y en las semillas de
ciertas plantas.

Aminoacidos. Es una molécula organica con un grupo amino (-NH2) y un
grupo carboxilo (-COOH). Los aminoacidos mas frecuentes y de mayor interés
son aquellos que forman parte de las proteinas.

Bacterias. Son microorganismos procariotas que presentan un tamano de
unos pocos micrémetros (por lo general entre 0,5 y 5 ym de longitud) y diversas
formas incluyendo filamentos, esferas (cocos), barras (bacilos), sacacorchos
(vibrios) y hélices (espirilos).

Benzol. Hidrocarburo liquido a temperatura ordinaria, incoloro, téxico e
inflamable obtenido de la destilacion del alquitran de hulla; se emplea en la
fabricacion de plasticos, explosivos, colorantes, etc., como disolvente y como

materia prima de numerosas sintesis organicas.

Catalasa. Es una enzima perteneciente a la categoria de las oxidorreductasas
que cataliza la descomposicion del peroxido de hidrogeno en oxigeno y agua.

Esta enzima utiliza como cofactor al grupo hemo y al manganeso.

Célula eucariota. Son todas las células con un nucleo celular delimitado dentro
de una doble capa lipidica: la envoltura nuclear, la cual es porosa y contiene su

material hereditario, fundamentalmente su informacién genética.

Célula. Es la unidad morfolégica y funcional de todo ser vivo. De hecho, la

célula es el elemento de menor tamafo que puede considerarse vivo.
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Celulosa. Es un biopolimero compuesto exclusivamente de moléculas de -
glucosa (desde cientos hasta varios miles de unidades), es pues un
homopolisacarido.

Cerebrésidos. Son glucolipidos o glucoesfingolipidos, importantes
componentes de la membrana celular del musculo y nerviosa, moléculas del
sistema nervioso central y periférico, que forman parte de la vaina de mielina

de los nervios.

Cianobacterias. Son un filo del dominio Bacteria que comprende las bacterias
capaces de realizar fotosintesis oxigénica y, en algun sentido, a sus
descendientes por endosimbiosis, los plastos.

Cloroformo. Es un compuesto quimico de férmula quimica CHCI3. Puede
obtenerse por cloracion como derivado del metano o del alcohol etilico o, mas
habitualmente en la industria farmacéutica, utilizando hierro y acido sobre

tetracloruro de carbono.

Cromatografia. Es un método fisico de separacidon para la caracterizacién de

mezclas complejas, la cual tiene aplicacion en todas las ramas de la ciencia.

Desnaturalizacién. Es un cambio estructural de las proteinas o acidos
nucleicos, donde pierden su estructura nativa, y de esta forma su o6ptimo

funcionamiento y a veces también cambian sus propiedades fisico-quimicas.

Disolvente. Es el medio disolvente de una solucidn; normalmente es el

componente de una solucidn presente en mayor cantidad.

Enzimas. Son moléculas de naturaleza proteica y estructural que catalizan

reacciones quimicas.

Esfingomielinas. Es un tipo de esfingolipido que se encuentra en las
membranas de las células animales, especialmente en la vaina de mielina que

rodea algunos axones de células nerviosas.

Fibrinégeno. Es una proteina producida por el higado que ayuda a detener el
sangrado al favorecer la formacion de coagulos de sangre.

Fotoautétrofos. Son organismos que efectuan fotosintesis para obtener

energia
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Fotosintesis. Es la conversibn de materia inorganica en materia organica

gracias a la energia que aporta la luz.

Genes. Es una unidad de informacién dentro del genoma, que contiene todos

los elementos necesarios para su expresion de manera regulada.

Glucégeno. Es un polisacarido de reserva energética formado por cadenas
ramificadas de glucosa; es insoluble en agua, en la que forma dispersiones
coloidales.

Glucosa. Azucar que se encuentra en la miel, la fruta y la sangre de los

animales.

Iénico. Es un compuesto quimico formado por dos sustancias con una

diferencia significativa en sus electronegatividades.

Lactosa. Azucar presente en la leche de los mamiferos, a la que comunica su

sabor dulce; se emplea en la industria farmacoldgica y en alimentacion.

Lipidos. Son un conjunto de moléculas organicas (la mayoria biomoléculas)
compuestas principalmente por carbono e hidrégeno y en menor medida

oxigeno, aunque también pueden contener fésforo, azufre y nitrogeno.

Monosacaridos. Son los glucidos mas sencillos; no se hidrolizan, es decir, que

no se descomponen en otros compuestos mas simples.

Nucleo celular. Es un organulo membranoso que se encuentra en el centro de

las células eucariotas.

Péptidos. Son un tipo de moléculas formadas por la uniébn de varios
aminoacidos mediante enlaces peptidico.

Pigmentos. Es un material que cambia el color de la luz que refleja como

resultado de la absorcion selectiva del color.

Polimeros. Son macromoléculas formadas por la unidn de moléculas mas

pequenas llamadas mondmeras.

Proteinas. Son moléculas formadas por cadenas lineales de aminoacidos.
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Ribosomas. Son complejos macromoleculares de proteinas y acido
ribonucleico (ARN) que se encuentran en el citoplasma, en las mitocondrias, en

el reticulo endoplasmatico y en los cloroplastos.

Saponinas. Son glucésidos de esteroides o de triterpenoides, llamadas asi por
sus propiedades semejantes a las del jabdn: cada molécula esta constituida por
un elemento soluble en lipidos (el esteroide o el triterpenoide) y un elemento

soluble en agua (el azucar), y forman una espuma cuando se las agita en agua.

Solucién. Es una mezcla de dos o mas componentes, perfectamente
homogénea ya que cada componente se mezcla intimamente con el otro, de

modo tal que pierden sus caracteristicas individuales.

Solvente. Basicamente es la cantidad mayoritaria de la solucion, es aquello

gue contiene al soluto.

Sudan lll. Es un tinte diazo del tipo lisocromo (tinte soluble en grasa) usado
para manchar de triglicéridos en secciones congeladas, y algunos lipidos vy
lipoproteinas encuadernados de la proteina en secciones de la parafina.
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