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4. ANALISIS DE PROTEINAS. CARACTERIZACION.

ENUNCIADO DEL PROBLEMA

¢, Qué proporcion de la proteina total de la muestra corresponde a las albuminas y globulinas,
cudl es su peso molecular promedio y qué proporcion de aminoacidos aromaticos contienen?

CUESTIONARIO Y ACTIVIDADES PREVIAS

1. Para los métodos que seran utilizados, complete el Cuadro 1.

Cuadro 1. Caracteristicas de los métodos para medir proteinas solubles
Método Tipo de Prueba Fundamento Sensibilidad
Biuret
uv

2. ¢Cuales son las caracteristicas fisicoquimicas (estructura, composicién quimica de
aminoacidos, peso molecular promedio de las proteinas, solubilidad, etc.) de la amiloglucosidasa,
la albumina bovina sérica, el extracto de levadura y la tirosina?

3. Mencione cémo se clasifican las proteinas de acuerdo con su solubilidad (método de
Osbourne-Mendel) y da un ejemplo de cada grupo.

4. Revisar los videos en la pagina del AMyD relacionados conlos conceptos basicos y
procedimentales para la determinacion de proteina en alimentos empleando los métodos
Kjeldahl, Biuret y Absorcién a 280 nm.

5. Realizar los diagramas de cada uno de los métodos que serealizardn de manera
experimental.

6. Disefiar una estrategia general (diagrama y calculos) para preparar las curvas patrén
correspondientes, acorde con el estandar y la sensibilidad de cada método indicado en el
manual de procedimientos del laboratorio.
PROCEDIMIENTO
1) EXTRACCION DE PROTEINAS
Realizar la extraccion de proteinas solubles de la muestra problema
Se asignaran equipos para llevar a cabo la extraccién de fracciones proteicas (45 min a
temperatura ambiente) a partir de 15 g de muestra con 75 mL de agua y posteriormente otra
extraccion con 75 mL de solucién salina(NaCl 0.5 M).

1a) Transcurrido el tiempo de extraccién, separar las fases (centrifugar a 10,000 rpm, 15 min).

1b) Medir volumen del sobrenadante de cada fraccién y guardar en envase con tapa en
refrigeracion.

1c) El residuo sélido final debera secarse en estufa yguardarse en recipiente hermético.
NOTA: Todas las fases se reservaran para cuantificar proteina cruda en la 22. etapa.
2) PREPARACION DE CURVAS ESTANDAR.
Se formaran agrupaciones para preparar las curvas patréon de los métodos

espectrofotométricos, de acuerdo con los criterios establecidos para cada metodologia y el
planteamiento disefiado de manera individual.
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Utilice la AlbGmina Bovina Sérica (ABS) para la curva patron de los métodos de proteinas
solubles.

Nota: Considerar en la elaboracién de la curva patron para cada método el intervalo de
sensibilidad.

12 ETAPA

1) METODOS DE CUANTIFICACION DE PROTEINAS: RESPUESTA DE DIFERENTES
INGREDIENTES.

A) Cuantificar el contenido de nitrégeno y proteina cruda en cada ingrediente proteico,
empleando el método de Kjeldahl.

B) Prepare 25 mL de una solucién acuosa al 1% de los ingredientes que se proporcionan
(Tirosina, Extracto de levadura y Amiloglucosidasa) y determine su contenido proteico mediante
los métodos Biuret y absorcién UV (ver procedimiento en el manual de metodologias).

NOTA: Para disolver la tirosina se puede agregar unas gotas de HCI, y para el caso de la
albumina bovina agregar un poco de NaCl de ser necesario.

UTILIZAR BATA Y GOGLES.

USO DE ACIDO SULFURICO, LIQUIDO CORROSIVO, MANEJAR EXCLUSIVAMENTE EN
CAMPANA DE EXTRACCION.

EL EQUIPO USADO PARA EL METODO DE KJELDAHL UTILIZA TEMPERATURAS MUY
ELEVADAS ES NECESARIO EL USO DE PINZAS PARA TUBOS KJELDAHL Y GUANTES
DE AISLAMIENTO TERMICO.

LA PREPARACION Y USO DEL REACTIVO DE BIURET DEBE REALIZARSE CON
GUANTES Y LENTES DE SEGURIDAD.

CUESTIONARIO DE RESULTADOS

1) Complete el cuadro 2 a partir de los porcentajes de nitrdgeno que se cuantificaron para cada
ingrediente. Incluir un ejemplo de calculo para contenido de nitrégeno y proteina cruda.

Cuadro 2. Resultados de la cuantificacion de nitrégeno y proteina cruda por el método de Kjeldahl

% N Total % Proteina Factor!
Ingrediente (g N/100g de muestra) (g proteina/100g de muestra) (g proteina/g N)

Tirosina

Extracto de levadura

Amiloglucosidasa

lIndique cémo calcul6 el factor de conversién de nitrégeno a proteina cruda.

2) Cologue en el cuadro 3 los resultados del contenido de proteina soluble medida por el método
de Biuret para cada ingrediente. Incluir grafica de la curva patrén, ecuacién de la recta y un
ejemplo de calculo de proteina soluble.

Cuadro 3. Contenido de proteinas (g proteina/100 g de muestra) de los diferentes
ingredientes utilizando el método de Biuret

Ingrediente % Proteina soluble

Tirosina
Extracto de levadura
Amiloglucosidasa

1. Con el objeto de “normalizar” los resultados y considerando que el contenido de nitrégeno
representa la pureza de las preparaciones, exprese el contenido de proteinas obtenido por el
método de Biuret por gramo de Nitrégeno (g proteina/g N) para cada ingrediente. Incluya los
célculos y coloque los resultados en el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Contenido de proteinas “normalizado” de los diferentes
ingredientes por el método de Biuret

Ingrediente PM promedio Contenido de proteinas
(Daltons) “normalizado” (g prot/g N)
Tirosina 181
Extracto de levadura 37 000
Amiloglucosidasa 74 500
Alblimina Bovina Sérica (ABS) 66 000 6.25*

*ABS se utilizada como proteina de referencia que contiene 16% de Nitrégeno y se considera como el 100% de
respuesta de proteina soluble.

4 Con los datos del Cuadro 4, realice un grafico de la cantidad de proteina “normalizada” (g
proteina/g N) en funcion del PM para cada ingrediente.

De acuerdo con el contenido de proteina normalizada para cada ingrediente, ¢ existe congruencia
en los resultados obtenidos? Explique ampliamente.

5 En el Cuadro 5, coloque los resultados del contenido de proteina soluble medida por el
método de absorcion UV para cada ingrediente. Incluir grafica de la curva patrén, ecuacion de la
recta y un ejemplo para calculo de proteina soluble.

Tabla 5. Contenido de proteinas (g de proteina/ 100 g de muestra) de los diferentes
ingredientes obtenidos con el método de Absorcion UV

Ingrediente % Proteina soluble

Tirosina
Extracto de levadura
Amiloglucosidasa

6  Con el objeto de “normalizar” los resultados y considerando que el contenido de nitrégeno
representa la pureza de las preparaciones, exprese el contenido de proteinas obtenido por el
método de absorcion UV por gramo de Nitrégeno (g proteina/g N) para cada ingrediente. Incluya
los calculos y coloque los resultados en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Contenido de proteinas “normalizado” de los diferentes ingredientes por el
método de absorciéon UV

Ingrediente % Aminoacidos Contenido de proteinas
arométicos “normalizado” g prot/g N
Tirosina 100
Extracto de levadura 21.0
Amiloglucosidasa 11.45
Albumina Bovina Sérica (ABS) 5.51 6.25*

*ABS se utilizada como proteina de referencia que contiene 16% de Nitrégeno y se considera como el
100% de respuesta de proteina soluble.

7 Con los datos del Cuadro 6, realice un grafico de la cantidad de proteina “normalizada” (g
proteina/g N) en funcion del contenido de aminoacidos aromaticos para cada ingrediente.
8

¢ Existe congruencia en los resultados obtenidos? Explique con base en el fundamento del
método y caracteristicas fisicoquimicas de los ingredientes.

2da ETAPA

ANALISIS DE LA MUESTRA, RESIDUO SOLIDO DESPUES DE LA EXTRACCION Y
EXTRACTOS PROTEICOS

PROCEDIMIENTO.

A) Determinar el contenido de Nitrégeno total por método de Kjeldahl de la muestra original
y en el residuo sélido después de la extraccion.
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B) Andlisis de la fraccion de proteinas solubles.

Determinar el contenido de Nitrégeno total por método de Kjeldahl, contenido de proteina
soluble con los métodos de Biurety absorcién UV de la misma manera que en la primera
etapa, a la fraccion de proteinas solubles extraidas.

CUESTONARIO DE RESULTADOS

1. De acuerdo con el procedimiento de extraccion de proteinas, ¢qué caracteristicas
fisicoquimicas (polaridad, tipo de aminoacidos, etc.) pueden tener las proteinas de las
fracciones obtenidas?

2. Coloque en el Cuadro 7 los resultados obtenidos del contenido de proteina de la fraccion
proteica por los métodos de Biuret y absorcién UV. Incluir un ejemplo de calculos.

Cuadro 7 Cuantificacion de proteina en los extractos de la muestra problema

% Proteina (g proteina/100 g de muestra)
Fraccién Kjeldahl Biuret Absorcion UV
Albuminas
Globulinas

3. ¢Encontré diferencias en el contenido de proteinas por los diferentes métodos? Si/No
¢, COmo se podria explicar quimicamente?

4. De la misma forma que con los ingredientes proteicos analizados en la primera etapa,
“normalice” la concentracion de proteinas de los extractos proteicos, para los métodos
de Biuret y absorcién UV. Incluir ejemplo de los calculos.

5. Utilizando los graficos de las preguntas 4 y 7 de la primera parte, calcule el PM promedio
y el contenido de aminoacidos aromaticos de los extractos proteicos. Incluya los calculos
realizados.

32 ETAPA: RESOLUCION DEL PROBLEMA

¢, Qué proporcién de la proteina total de la muestra corresponde a las albuminas y las globulinas?
¢, Cudl es el peso molecular promedio de las proteinas de los extractos y que proporcion de
aminoacidos aromaticos contienen?

CUESTONARIO

1) ¢Cual es la concentracion de proteina cruda (g proteina cruda/100 g de muestra original) que
hay en la muestra sélida completa? Incluya célculos.

2) ¢ Qué cantidad de proteina cruda (g proteina cruda/100 mL de extracto) que encontré en cada
extracto proteico? Incluir ejemplo de calculos y expresar en (g proteina cruda/100 g muestra
original)

3) Respecto al total de la proteina en la muestra original, ¢,cudl es el porcentaje que corresponde
al extracto de albiminas y cudl al de globulinas? Incluir célculos.

4) Con base en la naturaleza de la muestra y las propiedades de las proteinas, ¢ existe diferencia
entre el PM y contenido de aminoacidos arométicos de las albuminas evaluadas (Sérica bovina,
amiloglucosidasa y la del extracto proteico)? Discuta con base en las caracteristicas
fisicoquimicas de los ingredientes y la muestra problema.
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