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Objetivo Estudiar los efectos de las manipulaciones del PH sobre la solubilidad de las
 proteínas, analizar y diferenciar la solubilidad de proteínas a 3 pH establecidos.
 Marco Teórico La importancia de las proteínas en los sistemas alimenticios no es menor. Poseen
 propiedades nutricionales, y de sus componentes se obtienen moléculas
 nitrogenadas que permiten conservar la estructura y el crecimiento de quien las
 consume; asimismo, pueden ser ingredientes de productos alimenticios y, por sus
 propiedades funcionales, ayudan a establecer la estructura y propiedades finales
 del alimento. Las proteínas juegan un papel fundamental, siempre y cuando se
 consuman en los niveles apropiados y se combinen de manera adecuada con otros
 elementos de la dieta. Actualmente el reto no es sólo la disponibilidad de proteínas,
 sino la calidad requerida. Las diversas combinaciones de secuencia de
 aminoácidos, longitud de cadena y organización estructural permiten una gran
 variedad de estructuras y, por tanto, de funciones, que dependerán de sus
 propiedades fisicoquímicas, como: carga, hidrofobicidad, estado de agregación,
 etcétera. Para fines prácticos es posible definir a las proteínas alimentarias como
 las proteínas que son fácilmente digeribles, no tóxicas, nutricionalmente adecuadas,
 útiles en los alimentos y disponibles en abundancia.
 El ensayo clásico para medir proteínas es el método diseñado por Lowry,
 Rosebrough, Farry Randall llamado Folin-fenol, basado en la reacción de biuret
 mejorada por la adición del reactivo de Folin-Ciocalteu, cuyos constituyentes activos
 son los ácidos mezclados fosfomolíbdico-túngstico.
 3H2O • P2O5 • 13WO3 • 5MoO3 • 10H2O
 3H2O • P2O5 • 14WO3 • 4MoO3 • 10H2O
 Esta mezcla es reducida por la proteína, a través del Cu1 generado y la pérdida de
 uno o dos oxígenos de los tungstatos y molibdatos que generan un color azul con
 absorción máxima de 720-750 nm. La respuesta del color azul de diferentes
 proteínas en este ensayo es más variable que en la reacción de biuret, ya que Tyr,
 Trp, His y Asn son los residuos que participan en la reacción y Pro, como en el
 método de biuret, por su estructura cíclica evita que la cadena peptídica adyacente
 reaccione; este método ha sido modificado muchas veces. En general, la
 absorbancia se mide a 750 nm (alta sensibilidad) para proteínas concentradas y se
 requiere de una curva patrón que es recomendable hacer con la misma proteína
 que se cuantifica. La sensibilidad del método va de 0.2 a 300 mg/mL. Su principal
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desventaja es que varias sustancias no proteínicas (sacarosa, lípidos,
 amortiguadores de pH, monosacáridos y hexosaminas, sulfato de amonio,
 sulfhidrilos y fosfatos) interfieren produciendo un color azul o inhibiendo el desarrollo
 de color por la proteína.[1] Las proteínas tienen capacidades amortiguadoras con
 propiedades como: Grupos ionizables de las cadenas laterales de los
 aminoácidos Asp, Glu, Lys, Arg, His, Tyr, Cys y Grupos COOH y NH2 terminales.
 Por este motivo, las proteínas poseen un considerable poder amortiguador
 en una amplia zona de pH. Aunque cada AA tiene unos grupos ionizables
 con unas constantes de ionización (pKa) características, el valor de dichas
 constantes puede verse ligeramente modificado por el entorno
 proteico. El grupo imidazol del AA histidina es el principal responsable del
 poder amortiguador de las proteínas a pH fisiológico, ya que su pKa está
 próximo a 7. Cuando el pH es bajo, los grupos ionizables están protonados, y la
 carga neta de la proteína es de signo positivo. Cuando el pH es alto, los grupos
 ionizables están desprotonados, y la carga neta es de signo negativo. Entre ambas
 zonas, habrá un pH en el cual la carga neta de la proteína es nula. Es el pH
 isoeléctrico o punto isoeléctrico, y es característico de cada proteína (Tabla de la
 izquierda). A valores de pH por debajo del pH isoeléctrico la carga neta de la
 proteína es positiva, y a valores de pH por encima del pH isoeléctrico, la carga
 neta de la proteína es negativa. La mayoría de las proteínas intracelulares
 tienen carga negativa, ya que su pH isoeléctrico es menor que el pH
 fisiológico (que está próximo a 7). Se llaman proteínas ácidas a aquellas
 que tienen un punto isoeléctrico bajo (como la pepsina), y proteínas
 básicas a las que tienen un punto isoeléctrico alto (como las histonas).[2]
 Metodología: Preparación de los extractos de proteína
 Se tomó una muestra de leche de Soya (ADES) y se pasó una alícuota en un
 vaso de precipitados de 50 mL, después se encendió el potenciómetro y se
 calibró, posteriormente se ajustó el pH colocando la estufa con un soporte de
 titulación, en la bureta se adicionó el NaOH (0.1 N) para ajustar al pH
 deseado, se colocó el vaso de precipitados en la estufa con un agitador
 magnético durante 20 minutos a temperatura ambiente para homogeneizar
 la muestra y se introdujo el electrodo, así la bureta gota a gota dejó caer el
 NaOH hasta llegar al deseado (8.5), luego se transfirió la muestra a dos tubos
 para centrífuga, cada tubo se llevó a la balanza analítica para llegar a un
 peso de 20 g cada uno, llegado al peso, posteriormente se introdujeron a la
 centrífuga de manera que quedaran de frente las dos muestras durante 10
 minutos a 10000 rpm, después se sacaron y se tomaron anotaciones.

Page 4
                        

Método de Lowry (Felipe)
 Se prepararon las soluciones de carbonato de sodio en hidróxido de sodio al
 2%, tartrato de sodio y potasio pH 7 al 1% y sulfato de cobre (II) pH 7,
 posteriormente se prepararon los reactivos A y B, luego se llenaron cinco
 microtubos con leche de soya a diferentes volúmenes 100, 200, 400, 600 y
 800 uL, después se agregó el regulador pH 7 a cada uno 900, 800, 600, 400
 y 200 uL para llevarlos a todos a un mismo volumen de 1000 uL,
 posteriormente se prepararon los tubos de ensayo con 100 uL de las
 muestras mas un blanco 1000 uL de regulador de fosfatos pH 7, luego ya
 teniendo todas las sustancias de leche de soya con regulador se agregó 2
 mL del reactivo A y agitar a cada una, después se pusieron a baño a 35°
 durante 15 minutos, luego pasado el tiempo se sacaron las muestras del
 baño y se les agregó 50 uL del reactivo B y regulador a cada una, se agitaron
 para homogeneizar y se volvieron a colocar en el baño durante 45 min.
 Después se sacaron las muestras del baño y se añadieron 31000 uL de
 regulador y 100 uL de sulfato de cubre, luego se vertieron las muestras en
 celdas y se colocaron en el espectrofotómetro, posteriormente se colocaron
 los datos necesarios (absorbancia a 600 nm) y correr análisis, se observó los
 resultados y se realizó el gráfico correspondiente.
 Método de Lowry (equipo)
 Se prepararon las soluciones de carbonato de sodio en hidróxido de sodio al
 2%, tartrato de sodio y potasio pH 7 al 1% y sulfato de cobre (II) pH 7,
 posteriormente se prepararon los reactivos A y B, al reactivo A se le
 adicionaron 48 mL de Na2O3/NaOH, 1 mL de sulfato de cobre y 1 mL de
 tartrato de Na y K, para el reactivo B se agregó Folin pH 7, 100 mL de cada
 muestra y pasarla a tubos de ensaye, se tenía un baño de agua a 35°C
 (Digital Water Bath), 2 mL de reactivo A en cada una de las muestras para
 posteriormente se puso en baño maría durante 15 minutos y después durante
 45 minutos. Luego se llenaron tres microtubos con el sobrenadante de leche
 de soya a diferentes volúmenes 100 uL los tres, después se agregó el
 regulador pH 7 a cada uno para llevarlos a todos a un mismo volumen de
 1000 uL, posteriormente se prepararon los tubos de ensayo con 100 uL de
 las muestras mas un blanco 1000 uL de regulador de fosfatos pH 7, luego ya
 teniendo todas las sustancias de sobrenadante de leche de soya con
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regulador se agregó 2 mL del reactivo A y agitar a cada una, después se
 pusieron a baño a 35°C durante 15 minutos, luego pasado el tiempo se
 sacaron las muestras del baño y se les agregó 50 uL del reactivo B y
 regulador a cada una, se agitaron para homogeneizar y se volvieron a colocar
 en el baño durante 45 min. Después se sacaron las muestras del baño y se
 añadieron 3100 uL de regulador y 100 uL de sulfato de cubre, luego se
 vertieron las muestras en celdas y se colocaron en el espectrofotómetro,
 posteriormente se colocaron los datos necesarios (absorbancia a 600 nm) y
 correr análisis, se observó los resultados y se realizó el gráfico
 correspondiente
 Cálculos: Cálculos de PKa Y PKb a partir de PH de la leche de soya:
 1.-
 pH inicial: 7.30
 pH final: 5.56
 0.25 mL agregados de HCl a 1 N.
 [ H+ ]=10-pH
 [H+ ]=10-5.56=2.75*10-6
 Ka= [H+ ]2/([HA]- [H+ ])
 Ka= [2.75*10-6 ]2/([1N]- [2.75*10-6 ])=7.58*10-12
 PKa=-log(Ka)
 pKa=11.11
 2.-
 pH inicial: 7.32
 pH final: 2.5
 0.8 mL agregados de HCl a 1 N.
 [H+ ]=10-2.5=3.16*10-3
 Ka= [3.16*10-3 ]2/([1N]- [3.16*10-3 ])=1.0031*10-5
 pKa=4.99
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3.-
 pH inicial: 7.28
 pH final: 8.45
 1.9 mL agregados de NaOH a 0.1 N.
 [OH- ]=10-8.45=3.548*10-9
 Kb= [3.548*10-9 ]2/([0.1N]- [3.548*10-9 ])=1.258*10-16
 PKb=15.89
 Resultados:
 y = 0.1871xR² = 0.9532
 y = 0.4482xR² = 0.6588
 0
 0.05
 0.1
 0.15
 0.2
 0.25
 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
 Series1
 Series2
 Lineal (Series1)
 Lineal (Series2)
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PROBLEMAS
 1. Construya una curva estándar (absorbancia en relación con la
 concentración de proteínas de los estándares).
 Datos
 A partir de los datos pasados, se obtuvieron los siguientes resultados en el
 espectrofotómetro, se midió la absorbancia a 600 nm.
 Resultados del espectrofotómetro.
 Absorbancia a 600nm.
 0.0455 0.017
 0.0909 0.019
 0.1818 0.034
 0.2727 0.057
 0.3636 0.062
 mL g/mL
 0.1 1.4091
 0.2 2.8182
 0.4 5.6364
 0.6 8.4545
 0.8 11.2727
 En esta tabla se puede observar los
 datos que se obtuvieron para
 formar la gráfica estándar de la
 leche de soya, conociendo la
 concentración en cada uno de los 5
 puntos, se puede interpolar los
 datos de absorbancia del
 sobrenadante de la proteína con los
 3 PH indicados en la práctica, pero
 el Ph de 7.7 no se obtuvo un
 resultado de absorbancia a causa
 de que la muestra estaba muy
 diluida.
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PREGUNTAS DE ESTUDIO
 1. Represente gráficamente la estructura del siguiente péptido: ala-asp-
 gly-lys-ser-glu-val-arg-his-gly.
 Mecanismo de la variación de dos aminoácidos.
 H O O H O H O
 H2N-—C---C---OH + H2N---C---C---OH H2N---C---C---NH---C---C---
 OH + H2O
 R’ R’ R’’
 ESTRUCTURA DEL PEPTIDO, QUE NOS PIDE EL PROBLEMA (BASANDONOS
 EN LOS AMINOÁCIDOS QUE NOS DA EL PROBLEMA)
 y = 0.1871xR² = 0.9155
 0
 0.01
 0.02
 0.03
 0.04
 0.05
 0.06
 0.07
 0.08
 0.0000 0.0500 0.1000 0.1500 0.2000 0.2500 0.3000 0.3500 0.4000
 CURVA ESTANDAR
 Series1 Lineal (Series1)
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EL PEPTIDO QUE SE REALIZO ANTERIOR MENTE TIENE UNA CARGA
 DE 0.
 1. ¿Cuál sería la carga neta de este péptido a un pH de 2.0 y a un pH
 de 8.0?
 Para elaborar las estructuras a los distintos pH es necesario saber
 que, no todos los nitrilos se pueden protonar debido a que dependen
 del tipo de enlace por el cual están unidos. (Por medio de tablas se
 puede ver que nitrilo se protona y cual no).
 Tomando en cuenta el punto isoeléctrico de la leche de soya
 PARA pH ‹ PI (condición)
 Cuando el pH es menor que el punto isoeléctrico se le deberá añadir un hidrogeno
 protonado (H+) a los átomos de N, NH, NH2, para obtener una carga de +1.
 PARA pH › PI (condición)
 Cuando el pH es mayor que el punto isoeléctrico se le añadirá un átomo de OH- a
 los átomos de COOH, para poder formar una carga de -1.
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CARGA NETA DEL AMINOÁCIDO A UN pH DE 2.0
 Agregando el hidrogeno protonado, el aminoácido será el siguiente.
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Al a ver añadido el H+ a los átomos previamente indicados, cada aminoácido
 cumple con el pH menor que el punto isoeléctrico (pH ‹ PI), por lo cual la carga
 neta de la molécula es de +4. Todo esto es lo que acurre a un pH de 2.0.
 Nota: los átomos que no se protonaron no afectan a las cagas de los aminoácidos,
 debido a que tienen carga de 0.
 CARGA NETA DEL AMINOÁCIDO A UN pH de 8.0.
 AL COLOCAR LOS HIDROGENOS PROTONADOS Y HACIENDO LAS CARGAS
 NEGATIVAS DONDE CORRESPONDE, NOS RESULTA LA SIGUIENTE
 ESTRUCTURA.
 AMINOÁCIDO CARGA
 Ala +1
 Lys +1
 Arg +1
 His +1
 Carga neta +4
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Al a ver añadido el H+ a los átomos de NH2 y remover H+ de los átomos de
 COOH Y OH, previamente indicados, cada aminoácido cumple con el pH mayor
 que el punto isoeléctrico (pH ‹ PI) de la leche se soya, por lo cual la carga neta de
 la molécula es de 0. Todo esto es lo que acurre a un pH de 8.0.
 Nota: los átomos que no se protonaron no afectan a las cagas de los aminoácidos,
 debido a que tienen carga de 0, al igual que en la estructura de un ph 2,0.
 2. Explique, mostrando las estructuras parciales, como los iones
 de calcio hacen que la proteína de soya coagule.
 La leche de soya puede coagularse por: coagulación láctica o coagulación
 enzimática.
 En este caso la leche de soya coagula por la coagulación enzimática, debido a
 que esta depende del calcio. Donde el cuajo es un enzima proteolítico que actúa
 desestabilizando la caseína formando un gel o coagulo que engloba el suero y los
 glóbulos grasos en su interior.
 La coagulación por el cuajo se efectúa en dos etapas:
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En la primera, la K- caseína se rompe, dando lugar mediante esta hidrólisis a la formación de para- K -caseína y de un macro péptido. Esta etapa puede producirse incluso a bajas temperaturas. La leche está preparada para cuajar, pero esto no sucede hasta que no se produzca la segunda etapa en la que el calor es imprescindible.
 En la segunda etapa las micelas de para- K -caseína se combinan entre sí , siempre y cuando haya en el medio iones de calcio los cuales son los que establecen los puentes de unión entre las micelas, englobando en este coágulo formado el resto de los componentes de la leche.
 3. ¿Por qué las proteínas forman precipitados en ciertas
 condiciones y geles en otras?
 Cuando las proteínas se oxidan forman precipitados.
 Las proteínas forman precipitados en ciertas condiciones debido a que
 sufre un efecto de desnaturalización, la desnaturalización es donde se
 rompe el enlace peptídico, lo resultante forma una precipitación de la
 proteína. Para que se pueda formar el precipitado es necesario los agentes
 llamados “agentes desnaturalizantes” se clasifican en dos tipos:
 Agentes físicos, el calor y el frio.
 Agentes químicos, cambio del pH, disolventes orgánicos y fuerza iónica.
 Cuando la proteína se coagula esta forma geles.
 Las proteínas forman geles debido a que estos geles se caracterizan por
 depender del punto isoeléctrico de la leche, el cual es un conjunto de
 moléculas de gran peso molecular y densidad, lo cual forma redes proteicas
 ordenadas, mejor conocidas como gel proteínico.
 Para lograr la gelidificacion de la proteína es necesario someter a las muestras a
 procesos térmicos y elaborar una acidificación muy ligera para evitar que se
 formen precipitados.
 Observaciones: Se trabajó con los pH 2.5, 5.5 y 8.5, un equipo cada uno ya que la metodología
 estaba larga.
 El potenciómetro debe estar calibrado antes de usarlo
 Los primeros dos puntos de la prática no se pusieron ya que la soya que
 utilizamos era Leche de soya en estado líquido mas no era harina de soya
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Se contó con el material necesario para el desarrollo de la práctica
 Se tomaron las precauciones para el uso de la centrífuga, así como para el uso del
 espectrofotómetro, que fueron mencionadas por el técnico
 No se obtuvo la concentración de la proteína a pH de 7.5 ya que esta y las demás
 muestras estaban muy diluidas.
 Conclusiones: Se cumplió con el objetivo deseado, así como se obtuvo el aprendizaje sobre el
 manejo de la centrifuga y se reforzó el aprendizaje en cuanto al espectrofotómetro,
 además se observaron los efectos del cambio en los diferentes pH en los
 sobrenadantes de la leche de soja.
 Referencias
 [1] Badui-Dergal, S. Química de los alimentos. 4ª ed. México, D.F. Pearson
 Educación, 2006.
 [2] Universidad del país Vasco. (s.f.). PROPIEDADES DE LAS PROTEÍNAS.
 Recuperado el 08 de Octubre de 2015, de
 http://www.ehu.eus/biomoleculas/proteinas/prot2.htm
 [3] Damodaran, S.; Parkin, K. L.; Fennema, O. R. FENNEMA. Química de los
 alimentos. 3ª ed. Zaragosa, Esp. Acribia, 2010.
 [4] Desnaturalización de las proteínas. (s.f.). Recuperado el 10 de Octubre de
 2015, de http://www.ehu.eus/biomoleculas/proteinas/desnaturalizacion.htm
 [5] (04 de Abril de 2010). Obtenido de http://nosonrecetas.com/gelificacion-de-
 proteinas-i/
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