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								    				    ESCUELA SUPERIOR POLITÉCNICA DE CHIMBORAZO FACULTAD DE CIENCIAS



ESCUELA DE BIOQUÍMICA Y FARMACIA



INFORME DE LABORATORIO DE BIOQUÍMICA I



PRACTICA # 3



INTEGRANTES: Iván Can!" $an C%áv&' ((3 Da)*! Sán+%&' N!a ,&- In.!)/&:



QUINTO SEMESTRE



 TEMA: SEPARACI0N DE LÍPIDOS DE LA YEMA DE HUE1O OBETI1OS GENERAL: 



Separar los lípidos de la yema de huevo



ESPECÍFICOS:   



Identificar la presencia de lecitinas Comprobar la reacción positiva para el colesterol Realizar la prueba de saponificación



MARCO TE0RICO L*2,!"4 Grupo heterogéneo de sustancias orgánicas ue se encuentran en los organismos vivos! "os lípidos están formados por carbono# hidrógeno y o$ígeno# aunue en proporciones distintas a como estos componentes aparecen en los az%cares! Se distinguen de otros tipos de compuestos orgánicos porue no son solubles en agua &hidrosolubles' sino en disolventes orgánicos &alcohol# éter'! (ntre los lípidos más importantes se hallan los fosfolípidos# componentes mayoritarios de la membrana de la célula! "os fosfolípidos limitan el paso de agua y compuestos hidrosolubles a través de la membrana celular# permitiendo así a la célula mantener un reparto desigual de estas sustancias entre el e$terior y el interior!



H$&v!4 "os huevos de ave son los más consumidos en países industrializados# tanto en las ciudades como en el campo! )demás# con ellos se elaboran numerosos platos# salsas y productos de repostería! "a yema es una solución de alb%mina# una proteína de elevado valor energético# rica en los aminoácidos lisina# metionina y triptófano! "a yema contiene proteínas# grasas neutras# lecitinas# colesterol# hierro y vitamina ) &carotenoides'! (n con*unto# un huevo de gallina contiene por cada +,, g %tiles &euivale apro$imadamente a dos piezas sin cáscara'- +., calorías# ,#. g de gl%cidos# ++#/ g de lípidos# +0#1 g de proteínas# 23 g de agua y el resto corresponde a otros componentes &vitaminas y minerales'! 4esa entre 3, y 2, g5 desde el punto de vista de la relación entre contenido energético y volumen# los huevos aventa*an claramente a la carne! "a yema del huevo es también rica en fosfolípidos# en especial fosfatidilcolina o lecitina ue por esterificación y substitución detergería o limpiaría del riesgo colesterol malo &"6"'! 7o es un tema ue esté claro ni zan*ado# como tantos otros en nutrición! "a consideración tradicional de no tomar más de dos huevos al día ni más de diez ala semana# sigue siendo válida! "os huevos son convenientes para las mu*eres embarazadas ya ue poseen colina la cual facilita e desarrollo del sistema nervios central del embrión y del feto# asimismo la presencia de colina transformada en acetilcolina ayuda a la memoria en el ser humano! 8ambién es rico el huevo en luteína y ca$antina lo cual previene los problemas oculares de las cataratas! (l huevo duro se caracteriza por provocar sensación de saciedad ayudando así cuando se uiere disminuir el consumo de comidas!



 H$&v! .)&"+! &n&)! +)$,! 1a-!) n$)+!na- /&,! 2!) +a,a 5667  )gua 9alor calórico



2.!0g +3.:cal



4roteínas Gl%cidos "ípidos



+0mg ,!.mg +,!,mg



4rovitamina ) 9itamina ;+ 9itamina ;0 9itamina ;. 9itamina C 9itamina 44 ósforo 4otasio Sodio



,mg mg mg mg ,mg mg +mg /,mg ?mg +@@mg +03mg +0+mg



>ibras



,g



(s importante tomar en consideración ue los huevos son estructuras muy comple*as# ya ue si están fertilizados permiten la generación de vida! (n este caso# un ave! 4or tal motivo# la cáscara del huevo presenta una serie de poros# imperceptibles al o*o humano y una capa protectora llamada cutícula ue es transparente# ue protege la entrada de detritos o cualuier otra sustancia a través de estos poros! (l peor error ue se puede cometer es lavar un huevo y guardarlo varios días para comerlo! (sto permite la entrada de gérmenes ue contaminarán el alimento y posiblemente afectarán la salud del comensal!  )unue parezca irónico# la mayoría de las empresas productoras de alimentos procesados# como las mayonesas# no usan los huevos más frescos! Siempre son usados los huevos frescos para el consumo directo y los ue tienen un poco más de días# para la industria! =áuinas especiales separan la yema de la clara y permiten la utilización específica de cada parte de este para los fines indicados! )l pasar los días el huevo se deshidrata y ocurre la ruptura de la yema a la manipulación y el aumento de la cámara de aire!



L&+na An grupo de compuestos uímicos ue se encuentran en los te*idos vivos! (n los animales# las mayores concentraciones se dan en los te*idos nerviosos y en los glóbulos ro*os de la sangre! 8ambién se encuentran en las plantas y en la yema de huevo! Son fosfolípidos# ésteres de glicerol con otras moléculas orgánicas! "as lecitinas# sustancias de aspecto ceroso &parecido a la cera' ue pueden disolverse en alcohol o éter# se emplean como agente emulsionante en la margarina y otros alimentos! "as lecitinas comerciales se suelen elaborar a partir de semilla de so*a o soya! "a lecitina se utiliza en los alimentos como emulgente de las grasas! Como suplemento nutricional es una fuente natural de muchos fosfátidos nutrientes# incluyendo fosfatidilBcolina y fosfatidilBinositol y otros! "a función fisiológica más



 importante puede ser el papel ue *uega en el proceso biouímico celular# mitocondrial y del plasma!



C!-&"&)!-4  )lcohol comple*o ue forma parte de todas las grasas y aceites animales! )ct%a como precursor en la síntesis de vitamina 6! (l colesterol pertenece a un grupo de compuestos conocidos como esteroides# y está relacionado con las hormonas se$uales producidas en las gónadas y las hormonas de la corteza suprarrenal! Su fórmula uímica es-



Cuando el colesterol se eleva en la sangre por encima de unos niveles# considerados como normales# se produce una enfermedad conocida como hipercolesterolemia! Se consideran normales# valores de colesterol en la sangre iguales o inferiores a 0,, mgdl! (n las hipercolesterolemias leves los valores de colesterol se sit%an entre 0,, y 03? mgdl5 en las hipercolesterolemias moderadas se sit%an entre 0/, y 0?? mgdl y en las hipercolesterolemias graves los valores de colesterol superan los 0?? mgdl! Sin embargo# hay ue considerar ue# aunue el colesterol es el factor de riesgo más importante de las cardiopatías isuémicas en pacientes menores de /, aDos# e$isten otros factores de riesgo cardiovascular# como la hipertensión# la diabetes# el tabauismo o la obesidad# cuyos efectos se suman a la hora de facilitar un evento cardiovascular! ($iste una estrecha relación entre los niveles de colesterol de la sangre# los niveles de otras grasas o lípidos y el desarrollo de la aterosclerosis! (n esta enfermedad# las placas ue contienen colesterol se depositan en las paredes de las arterias# en especial en las de peueDo y mediano tamaDo# reduciendo su diámetro interior y el flu*o de sangre! (l cierre total de las arterias# como el ue puede darse en las arterias coronarias provocando un ataue al corazón# se desarrolla en lugares donde las paredes arteriales se han endurecido por el efecto de estas placas!  )unue muchos alimentos# sobre todos los lácteos y la grasa de la carne# contienen colesterol# el cuerpo también lo sintetiza a partir de sustancias libres de colesterol! 7o obstante# las investigaciones indican ue una dieta rica en colesterol genera en la sangre niveles anormalmente altos de colesterol# así como de grasas y lípidos relacionados con él! "as pruebas demuestran de una manera contundente ue las personas con dichos niveles son más propensas a padecer aterosclerosis e infartos



 ue las personas con niveles ba*os! 8ambién resulta significativo el hecho de ue los científicos hayan identificado dos tipos de proteínas ue transportan el colesterol en la sangre# llamadas lipoproteínas de alta y de ba*a densidad! Se cree ue la proteína de ba*a densidad favorece la aterosclerosis# mientras ue el componente de alta densidad puede retrasarla! "os altos niveles de lipoproteínas de ba*a densidad en el plasma aumentan también el riesgo de infarto y enfermedades del corazón! "as personas ue por herencia tienen niveles de colesterol anormalmente altos# especialmente colesterol unido a lipoproteínas de ba*a densidad# pueden reducir el riesgo de infarto disminuyendo el colesterol en la sangre! (sto se consigue con una dieta ba*a en colesterol y grasas saturadas# haciendo suficiente e*ercicio y utilizando si es necesario cierto tipo de fármacos! )ctualmente e$isten varios tipos de fármacos ue inhiben la síntesis de colesterol! Se utilizan estos tratamientos fundamentalmente para tratar pacientes con hipercolesterolemias familiares# cuando las cifras de colesterol en la sangre son e$ageradamente elevadas# cuando e$isten otros factores de riesgo cardiovascular o cuando después de tres meses sólo con tratamiento dietético no se han conseguido reducir las cifras de colesterol a unos rangos satisfactorios! (l colesterol y sus derivados se segregan a través de las glándulas sebáceas de la piel para actuar como lubricantes y como cubiertas protectoras del pelo y la piel! "a lanolina# una grasa e$traída de la lana de ove*a sin tratar# se compone en su mayor parte de ésteres de colesterol y tiene una gran variedad de usos comerciales en lubricantes# sustancias protectoras de cuero y piel# pomadas y cosméticos!



MATERIALES Y REACTI1OS 6os vasos de /,,m" Reverbero 9arilla agitadora (spátula 4ipeta 6os vasos de 0/,m" (mbudo 4robeta de /,m"



éter etílico sol! :E< al +,F etanol acetona huevo



PROCEDIMIENTO Se abre el huevo y se separa la clara de la yema! "a yema se mezcla con /,m" de alcohol y 0/m" de éter# se agita de cuando en cuando durante +, minutos# luego se filtra en papel filtro previamente humedecido en alcohol# se recoge el filtrado en un vaso se$o le*os de toda llama! (l filtrado se evapora a seuedad a baDo maría y se disuelve el residuo en +,m" de éter# a esta solución se aDade poco a poco y agitando @,m" de acetona# el precipitado ue se produce es principalmente "(CI8I7)! Guardar el filtrado ) y con la lecitina realizar la siguiente prueba-



P)$&8a ,& "a2!n.+a+9n:  )gregar a la mitad del precipitado +,m" de disolución alcohólica de :E


 (l filtrado se evapora a baDo maría hasta formar una pasta blanda# se enfría y se aDade @,m" de solución potásica# se agita se calienta durante +, minutos en baDo maría# se aDade /, m" de éter etílico y se vuelve a filtrar# el filtrado contiene colesterol! (l precipitado corresponde a *abones insolubles!



R&a++9n ,& Sa-!;" 2a)a +!-&"&)!-:  )l filtrado evaporado a seuedad a baDo maría agregar .m" de cloroformo# tomar @m" de esta solución y aDadir un volumen igual de < 0SE3  concentrado# agitar y de*ar en reposo# para luego observar la separación de dos capas#! "a parte clorofórmica debe estar coloreada de color ceraza como reacción positiva para colesterol!



GR


RESULTADOS: Se pudo separar componentes de los lípidos# tales como la lecitina y el colesterol5 tomando en cuenta propiedades físicas como la solubilidad de los lípidos en solventes orgánicos!



 OBSER1ACIONES Se observó ue



  



 )l mezclar la yema con el alcohol y el éter esta se solubilizó y se formó una solución amarilla# la misma ue formó grumos ue uedaron retenidos en el papel filtro!  )l evaporar la solución anterior y mezclarla con éter y acetona se obtuvo un producto de consistencia grasosa!  )l momento de agregar :E< al producto anterior sometido al calor se produ*o espuma al momento de ponerlo al contacto con el agua!  )l aDadir ácido sulf%rico concentrado y de*ar en reposo a la solución anterior evaporada a seuedad se presentó un color ro*izo en la solución!



CONCLUSIONES Se logró



 



6eterminar y comprobar algunas de las propiedades de los lípidos como la solubilidad en diferentes solventes &agua# acetona# cloroformo y etanol'# verificando ue los lípidos son solubles en solventes apolares y no en los polares! Ebtener *abón como resultado de la reacción de una grasa con un álcali! Comprobar ue el maní si tiene grasa &aceites'# al observar una mancha transl%cida en el papel filtro!



CUESTIONARIO 54 Ca)a+&)*"+a" & /2!)an+a ,& -a -&+na An grupo de compuestos uímicos ue se encuentran en los te*idos vivos! (n los animales# las mayores concentraciones se dan en los te*idos nerviosos y en los glóbulos ro*os de la sangre! 8ambién se encuentran en las plantas y en la yema de huevo! Son fosfolípidos# ésteres de glicerol con otras moléculas orgánicas! "as lecitinas# sustancias de aspecto ceroso &parecido a la cera' ue pueden disolverse en alcohol o éter# se emplean como agente emulsionante en la margarina y otros alimentos! "as lecitinas comerciales se suelen elaborar a partir de semilla de so*a o soya! "a función fisiológica más importante puede ser el papel ue *uega en el proceso biouímico celular# mitocondrial y del plasma!



=4 Ca)a+&)*"+a" & /2!)an+a ,&- +!-&"&)! )lcohol comple*o ue forma parte de todas las grasas y aceites animales! (l colesterol pertenece a un grupo de compuestos conocidos como esteroides# y está relacionado con las hormonas se$uales producidas en las gónadas y las hormonas de la corteza suprarrenal! (l colesterol y sus derivados son importantes por ue se segregan a través de las glándulas sebáceas de la piel para actuar como lubricantes y como cubiertas protectoras del pelo y la piel! )ct%a como precursor en la síntesis de vitamina 6  "a lanolina# una grasa e$traída de la lana de ove*a sin tratar# se compone en su mayor parte de ésteres de colesterol y tiene una gran variedad de usos comerciales en lubricantes# sustancias protectoras de cuero y piel# pomadas y cosméticos!



 34 E"+)8a !)!" />!,!" 2a)a -a !8&n+9n ,& -*2,!" METODOS DE E?TRACCION DIRECTA CON DISOL1ENTES (l contenido en lípidos libres# los cuales consisten fundamentalmente de grasas neutras &triglicéridos' y de ácidos grasos libres# se puede determinar en forma conveniente en los alimentos por e$tracción del material seco y reducido a polvo con una fracción ligera del petróleo  o con éter dietílico en un aparato de e$tracción continua! Se dispone de éstos en numerosos diseDos# pero básicamente son de dos tipos! (l tipo B!-!n o Ba-&@a-&)  dá una e$tracción continua debido al goteo del disolvente ue se condensa sobre la muestra contenida en un dedal ue es un filtro poroso# alrededor del cual pasa el vapor caliente del disolvente! (l tipo S!%-& dá una e$tracción intermitente con un e$ceso de disolvente reciente condensado! "a eficiencia de estos métodos depende tanto del preBtratamiento de la muestra como de la selección del disolvente! ossB"et es un instrumento diseDado para e$traer la grasa de las semillas oleaginosas triturando y e$trayéndolas con tricloroetileno! (l disolvente se filtra rápidamente a un dispositivo medidor ue contiene un flotador controlado por un campo magnético a*ustable# calibrado para el contenido en grasas! (l a*uste del campo hasta ue asciende el flotador dá una indicación sensible de la concentración en grasas! 4ettinati y Sift &+?22' han informado sobre un estudio colaborativo de la determinación de grasa en productos de carne por las técnicas de >ossB"et y de e$tracción continua! (ncontraron ue el método de >ossB"et muestra una e$actitud y precisión euivalentes al método oficial de la )E)C y es muy rápido &2B+, minutos'! An procedimiento %til para la e$tracción de grasas de alimentos h%medos y semisólidos# ue impiden el desecado inicial# es mezclar la muestra con sulfato de calcio# sulfato de sodio anhidro o con vermiculita! Cuando la muestra se hace pulverulenta y seca# se transfiere a un cartucho de So$hlet en un aparato de e$tracción!



METODOS DE E?TRACCION POR SOLUBILIZACION "os lípidos asociados pueden ser liberados si la muestra del alimento se disuelve completamente antes de hacer la e$tracción con disolventes polares! "a disolución del alimento se puede lograr por hidrólisis ácida o alcalina! (n el método ácido &proceso de HernerBSchmidt' el material es calentado en baDo de agua hirviente con ácido clorhídrico para romper las proteínas y separar la grasa como una capa ue flota sobre el líuido ácido! "a concentración del ácido durante la e$tracción debe ser apro$imadamente .=# por e*emplo# +, gr de leche  se tratan con +, ml! de ácido concentrado ó + a 0 gr de alimento sólido se mezcla con 1 a ? ml de agua y +, ml de ácido! "as proteínas se disuelven en el ácido y la grasa ue se separa puede ser e$traída por agitación# cuando menos tres veces# con éter dietílico o con una mezcla de éter dietílico y petróleo ligero! (n alimentos como la leche deshidratada y ueso procesado es aconse*able el tratamiento del tratamiento original con amoníaco antes



 de adicionar el ácido! Si el material ue se analiza contiene una elevada proporción de az%cares# el método de e$tracción ácida es menos aconse*able ue el método alcalino! (l éter dietílico tiende a coe$traer alg%n material noBlípido# por lo ue los lípidos e$traídos y pesados en el e$tracto seco necesitan ser eliminados cuidadosamente con éter de petróleo  y el residuo noBlípido se vuelve a secar y pesarse para dar por diferencia# el contenido de grasa total en la muestra! "a hidrólisis ácida tiende a descomponer los fosfolípidos# por lo cual la correlación con la e$tracción con cloroformometanol puede ser pobre en algunos alimentos! (n la disolución usando álcali &método de RoseBGottlieb'# el material se trata con amoníaco y alcohol  en frío y la grasa se e$trae con una mezcla de éter y petróleo ligero! (l alcohol precipita las proteínas ue se disuelven en el amoníaco5 entonces las grasas pueden ser e$traídas con éter! (l petróleo ligero es entonces adicionado ya ue reduce la proporción de agua y consecuentemente también las sustancias no grasas solubles# tales como la lactosa en el e$tracto! "a e$tracción alcalina da resultados muy e$actos# lo ue hace ue la técnica sea muy recomendable!



METODOS 1OLUMETRICOS (stos consisten en disolver la muestra en ácido sulf%rico y separar la grasa por centrifugación en tubos de vidrio  calibrados especialmente! (n los (A) se usa el método de ;adcoc &véase libro de métodos de la )E)C' y en los países europeos el método de Gerber es el usado com%nmente en las determinaciones de rutina de grasa en leche y en productos lácteos! 4ara ciertos alimentos# en particular los no lácteos# se obtiene una separación más limpia si se usa una mezcla de los ácidos acético y perclórico en lugar del ácido sulf%rico!



L!" -*2,!" 2$&,&n "&) "&2a)a,!" .á+-/&n& ,& !)a" 8!/!->+$-a" 2!) &)a++9n +!n "!-v&n&" !)7án+!" @ 2$&,&n "&) "&2a)a,!" 2!) >+n+a" &2&)/&na-&" +!/! -a +)!/a!7)a.*a ,& a,"!)+9n +)!/a!7)a.*a ,& 2-a+a .na @ +)!/a!7)a.*a ,& .a"& )&v&)"a! BIBLIOGRAFÍA  
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