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Cuaderno de investigaciones y técnicas

1. IDENTIFICACION DE GLUCIDOS, LIiPIDOS

Y PROTEINAS

Objetivo

Conocer las técnicas de andlisis bioquimico mas ele-
mentales para la identificacién de biomoléculas orgénicas.

A. Reconocimiento de azucares reduc-
tores por la reaccion de Fehling

La solucion de Fehling contiene una sal cuprica
(Cu?*) soluble. Su reduccién da un compuesto cuproso
(Cu*) que forma un precipitado rojo de 6xido cuproso
Cu,0. La reaccion se realiza en medio alcalino y en
caliente.

Material

Soluciones Fehling Ay B, glucosa, tubos de ensayo,
pipetas, un mechero de laboratorio.

Método

Disuelve un poco de glucosa en 3 ml de agua en un
tubo de ensayo. Anade 1 ml de Fehling Ay 1 ml de
Fehling B (coge las soluciones con pipetas distintas).
Calienta el tubo de ensayo al bafno maria o a la llama
del mechero. Al poco tiempo, el liquido del tubo cam-
bia de azul a rojo, formandose un precipitado.

Puedes realizar esta prueba en materiales proceden-
tes de seres vivos, como por ejemplo en zumo de uva.

B. Reconocimiento de azucares no
reductores, como la sacarosa

La sacarosa es un disacarido no reductor y, por
tanto, la reaccion con la solucién de Fehling es negati-
va. Su hidrélisis, en presencia de HCl y en caliente, da
lugar a los monosacaridos, glucosa y frutosa, que si son
reductores.

Material

Soluciones Fehling A y B, sacarosa, tubos de ensayo,
pipetas, un mechero de laboratorio.

Método

Pon 3 ml de agua en un tubo de ensayo y disuelve
una pequena cantidad de sacarosa. Aiade 1 ml de HCI
y calienta el tubo a la llama del mechero unos tres
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minutos. Deja enfriar el tubo y afade 1 ml de Fehling
A y 1 ml de Fehling B. Vuelve a calentar el tubo y
observa lo que ocurre.

C. Reconocimiento de lipidos
e Tincion. El Sudan lll es un colorante rojizo espe-
cifico de los lipidos.

Material

Sudan lll, aceite, tubos de ensayo.

Método

Pon en un tubo de ensayo 2 ml de aceite y 2 ml de
agua. Anade unas gotas de Sudan Ill y agita. Deja el
tubo en reposo y observa lo que ocurre.

¢ Solubilidad y emulsiones. Los lipidos son inso-
lubles en agua y cuando se agitan en ella, se dividen
en pequefas gotitas formando una emulsién transito-
ria, pues desaparece al dejarlos en reposo.

Material

Eter, aceite, detergente liquido y tubos de ensayo.

Método

Coge tres tubos de ensayo y pon en el primero 3 ml
de éter, en el segundo 3 ml de agua y en el tercero 3
ml de agua con un poco de detergente. Afade en cada
tubo 1 ml de aceite. Agita los tubos y luego dejalos en
reposo. Observa lo que ocurre.

D. Reconocimiento de proteinas

e Reaccion del biuret. Las proteinas con sulfato
cUprico en un medio alcalino dan una coloracién viole-
ta caracteristica.

Material

Clara de huevo, hidréxido sédico, sulfato cuprico y
tubos de ensayo.

Método

Pon en un tubo de ensayo 2 ml de clara de huevo
diluida. Afade 2 ml de hidréxido sédico al 20 % y a
continuacién unas gotas de solucion de sulfato cupri-
co (al 1 %), agitando para que se mezcle bien.



Tema 1 - Organizacion de los seres vivos

e Reaccion xantoproteica. Las proteinas en pre-
sencia de acido nitrico concentrado y en caliente for-
man un compuesto, nitroderivado, de color amarillo,
que toma un color anaranjado cuando se alcaliniza la
solucion.

Material

Clara de huevo, acido nitrico concentrado, amonia-
co concentrado y tubos de ensayo

Método

Pon en un tubo de ensayo 2 ml de clara de huevo
diluida. Ahade 10 gotas de acido nitrico. Calienta el
tubo durante un minuto y observa lo que ocurre. Deja
enfriar el tubo y afiade 8 gotas de amoniaco. Observa
el cambio producido.

Actividades

a) ;Por qué se utiliza la reaccion de Fehling para recono-
cer a la mayoria de los aztcares?

b) ;En qué consiste la hidrolisis? ;En que condiciones se
realiza la hidrdlisis de la sacarosa?

c) ;Para qué se realiza la hidrélisis de la sacarosa?

d) ;En qué propiedades de los lipidos se basa su recono-
cimiento?

e) ;Qué tipo de disolventes utilizarias para extraer la grasa
de materiales procedentes de seres vivos?

f) ;Qué es una emulsién? ;Son transitorias o permanen-
tes? ;Como actuan los detergentes?

g) Al observar al microscopio los adipocitos, ;como se
podrian hacer visibles las gotas de grasa que contie-
nen?

h) Si has tocado con tus dedos el acido nitrico, se te
habran puesto amarillos. ;Podrias decir por qué?




Cuaderno de investigaciones y técnicas

I Il. OBSERVACIONES AL MICROSCOPIO OPTICO

A. Observacion de cloroplastos

Los plastos, junto con las vacuolas y la pared celular,
son componentes caracteristicos de las células vegeta-
les. Se distinguen los siguientes tipos: cloroplastos (ver-
des), cromoplastos (amarillos, naranjas o rojos) y leuco-
plastos (incoloros).

Material

Hojas de Elodea, hojas de musgo, algas filamento-
sas, algas unicelulares, pulpa de tomate, portaobjetos,
cubreobjetos, lanceta enmangada y microscopio.

Método

Toma un portaobjetos y deposita sobre él una gota
de agua. Sobre ella coloca la muestra y encima un
cubreobjetos. Observa la preparaciéon primero a menor
aumento y luego a mayor aumento.

Para facilitar la observacion de los cloroplastos, se
pueden tratar las muestras previamente con lugol muy
diluido.

B. Observacion de cromoplastos

Los cromoplastos son plastos pigmentados. Carecen
de clorofila pero contienen pigmentos carotenoides,
que son responsables del color amarillo, anaranjado o
rojo de muchas flores, hojas viejas, algunos frutos y
algunas raices.

Método

Toma un poco de pulpa de tomate con la aguja lan-
ceolada y colocala sobre un portaobjetos en una gota
de agua. Coloca el cubreobjetos y presionando sobre
él realiza un aplastamiento (squash) suave de la mues-
tra. Observa la preparacion al microscopio.
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Se pueden observar también los cromoplastos en la
epidermis de un pimiento rojo, en un corte muy fino
de una carlota, etc.

Actividades

a) ;En qué mejora la observacion de los cloroplastos el
lugol?

b) Dibuja una célula del parénquima clorofilico de Elodea.
Si has observado el movimiento de ciclosis de los clo-
roplastos en estas células, podras deducir la forma de
las vacuolas.

c) Disefia una experiencia para investigar la accion de la
temperatura y la de la luz sobre los movimientos de
ciclosis de los cloroplastos.

d) ;Qué pigmentos tienen los cromoplastos?
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C. Observaciones de la epidermis de
una hoja

La epidermis es un tejido protector que esta forma-
do por una sola capa de células. Las células tipicas de
este tejido suelen ser alargadas, a veces de forma poli-
gonal y se unen unas a otras sin dejar huecos.

En la epidermis de las partes verdes de una planta
se encuentran los estomas, cuya funcion es el inter-
cambio gaseoso.

Material

Hoja de lirio, de tulipan, de puerros, etc. Bisturi,
aguja enmangada, portaobjetos, cubreobjetos, pinzas
y microscopio.

Método

Haz un corte transversal en la hoja con ayuda de un
bisturi. Con las pinzas tira de uno de los bordes del
corte rasgando en sentido longitudinal de la hoja. Se
desprendera una fina membrana que es la epidermis
de la hoja.

Toma una pequena porcion de la epidermis y colo-
cala en un portaobjetos. Pon una gota de agua y colo-
ca el cubre.

Observa la preparacién al microscopio.

Actividades

a) Dibuja las células tipicas de la epidermis y las células
estomaticas.

CELULAS EPIDERMICAS

CELULAS ESTOMATICAS

b) ;En que se diferencian los dos tipos de células que has
observado?

c) Averigua cudl es el mecanismo de apertura y cierre de
los estomas.
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Investigaciones 1

PRESENCIA DE GLUCIDOS, LiPIDOS Y PROTEINAS EN
LA LECHE

Se dice que un alimento es completo cuando con-
tiene los diferentes nutrientes necesarios para el ser
humano, como son hidratos de carbono, lipidos, prote-
inas, vitaminas y minerales. De la leche se ha dicho que

Sugerencias para la investigacion

a) Puedes utilizar las técnicas de analisis bioguimico
de la préactica anterior.

un envase de leche entera dice que 100 ml de leche nentes de la leche, separando el suero de la casei-
contienen: na, para facilitar los analisis.
) c) El siguiente esquema te puede servir de guia para tu
Proteinas 2.89¢g investigacion.
Hidratos de carbono 435¢g
Grasas 3.61¢g Actividades
Calcio 130 mg Elabora un informe sobre tu investigacion.

Puedes estructurarlo en los siguientes apartados: intro-
duccién, materiales utilizados, método, resultados obteni-
dos, discusion y conclusiones.

Comprueba que tal como dice la etiqueta, la leche
contiene hidratos de carbono, lipidos y proteinas.

LIPIDOS , PROTEINAS
TECNICAS DE ANALISIS
) PARA LA IDENTIFICACION DE
ALMIDONli i
= AZUCARES REDUCTORES AZUCARES NO
Anade 2 ml } i REDUCTORES Afiade 2 ml
de éter =
Afiade unas de NaOH 20%
gotas de lugol Aniade 1 ml de Afiade 1 ml
Color Fehling Ay 1 ml de HCI
de Fehling B
Agita el tubo ]
y dejalo reposar Cambia a azul
i oscuro Anade unas
. gotas de
‘ Calienta el tubo ‘ Calienta el CuSOy
Deposita unas i Color tubo y (.iejalo
gotas del extracto HAY ALMIDON enfriar
etéreo sobre papel
de filtro
i Rojo Azul
ladrillo
. Violeta Azul
Deja que se palido
evapore el éter
i HAY NO HAY
AZUCARES AZUCARES
Mancha tipica
de grasa HAY NO HAY
i PROTEINAS  PROTEINAS

HAY GRASAS



Tema 2 - Tejidos animales y vegetales

OBSERVACIONES DE CELULAS Y TEJIDOS

A. Observacion de células de tejido
adiposo

Material

Tocino. Un bisturi o una cuchilla de afeitar.
Portaobjetos y cubreobjetos. Solucién comercial de
formaldehido (formol). Solucién alcohdlica saturada
del colorante Sudan lll, especifico para tefir grasas.
Frasco lavador con agua. Cubeta de tincién.
Microscopio 6ptico.

Métodos

Con ayuda de un bisturi o de una cuchilla, corta una
finisima loncha de tocino. Coloca la muestra sobre un
portaobjetos y cubrela con unas gotas de formol.
Espera cuatro minutos. Transcurrido el tiempo, lava la
muestra con agua y cubrela con unas gotas del colo-
rante Sudan lll. Espera cinco minutos. Transcurrido el
tiempo, lava la muestra con agua, cubrela con un
cubreobjetos, y obsérvala al microscopio. Obtendras
imagenes similares a la figura 1.6 del tema 2 del libro
del alumno.

Actividades

a) Dibuja las células del tejido adiposo.

b) ;Por qué hay que tefiir las células del tejido adiposo
con un colorante especifico de las grasas?

c) Observaras que la sustancia intercelular del tejido no
queda tefida por el colorante. ;Por qué?

d) Ademas del tocino, ;qué otras partes de un animal se
te ocurriria tefiir con Sudan Il para observar sus célu-
las? Razona tu respuesta.

e) ;Qué pigmentos tienen los cromoplastos?
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B. Observacion microscopica de una
extension de sangre

Material

Lanceta de hematologia estéril. Portaobjetos.
Cubreobjetos. Alcohol. Colorante azur-eosina preparado
segun Giemsa, que se puede encontrar ya preparada en
los proveedores de laboratorios escolares. Frasco lavador
con agua. Cubeta de tincién. Microscopio éptico.

Métodos

Limpiar la yema del dedo corazén con alcohol. Pinchar
el dedo con la lanceta estéril. Apretar la yema para obte-
ner varias gotas de sangre. Depositar la sangre sobre un
portaobjetos. Con ayuda de otro portaobjetos, hacer una
extension de sangre sobre el primero. Cubrir la extensiéon
de sangre con alcohol y esperar dos minutos a que se eva-
pore el alcohol. Cubrir la muestra con el colorante azur-
eosina y esperar 20 minutos; si durante el tiempo de
espera la preparacion se secara, afiadir mas colorante
hasta los 20 minutos. Transcurrido el tiempo, lavar la pre-
paracién con agua, cubrir con el cubreobjetos y observar
al microscopio. Se obtendran imagenes semejantes a las
de las figuras ay b.

6.9 09 ,usw'w
1O 00.C
00 0‘3&9’) {

Actividades

a) ;Qué tipo de célula sanguinea aparece mas abundan-
temente en la preparacion? ;Cudles son las de mayor
tamafo?
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b) Dibuja las células sanguineas que has observado.

GLOBULOS R0OJOS

GLOBULOS BLANCOS

c) ;Cual es la razén de que en la preparacion no aparez-
can plaquetas?

d) ;Por qué se hace una extension con la sangre que se
vierte en el portaobjetos en vez de observar la gota de
sangre sin extender?
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C. Observacion de células de
esclerénquima

Material

Una pera; un bisturi; dos portaobjetos; un cubreobje-
tos; solucion alcohdlica del colorante verde brillante,
aunqgue también puede servir el verde de metilo acético
usado en la practica anterior; un frasco cuentagotas con
agua; una cubeta de tincion; un microscopio.

Métodos

Con ayuda del bisturi, cortar un pequefio fragmen-
to de pulpa de pera; colocar el trozo de pulpa entre
dos portaobjetos y deslizar el uno sobre el otro, de
manera que la muestra vegetal se desmenuce al maxi-
mo; tomar uno de los dos portaobjetos y cubrir la
muestra con el colorante y dejarlo actuar dos minutos;
transcurrido el tiempo, verter el exceso de colorante
en la cubeta de tincién y lavar con agua, cubrir la
muestra con el cubreobjetos y llevarla al microscopio
para su observacién. Se recomienda el uso de los obje-
tivos de menos aumentos, ya que las células de escle-
rénquima son gruesas. Observaras las células de escle-
rénquima, de gruesas paredes celulares, rodeadas de
células de parénquima redondeadas y de paredes finas
(ver fig.3.11 b del Tema 2 del libro del alumno).

Actividades

a) Dibuja las células que has observado.

CELULAS DE
ESCLERENQUIMA

CELULAS DE
PARENQUIMA

b) ;A qué tipo de parenquima corresponde el de la pulpa
de pera?

c) De los tipos de esclerénquima estudiados en la parte
tedrica del texto, ;cual responde a las células observa-
das en esta preparacion?

d) ;En qué otras partes de la planta se pueden encontrar
células de esclerénquima?

e) ;Qué tienen las paredes de estas células, ademas de la
celulosa? ;Para qué sirve esa sustancia?
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I. OBSERVACION MICROSCOPICA DE LOS FENOMENOS
OSMOTICOS EN LA EPIDERMIS DE UN PETALO

Las células vegetales adultas tienen una gran
vacuola que puede llegar a ocupar hasta el 90 % del
volumen celular. Las vacuolas contienen sustancias
nutritivas, productos de desecho, pigmentos, etc.

Material

Microscopio 6ptico. Portaobjetos y cubreobjetos.
Frasco cuentagotas con agua. Frasco cuentagotas con
una solucién concentrada de sal comun. Pinzas metali-
cas finas. Cutex o bisturi. Flor de gladiolo o de tulipan
de color rojo.

Método

Con ayuda de las pinzas arranca un fragmento de la
epidermis de la cara interior de un pétalo.

Deposita el fragmento en un portaobjetos en el
que previamente hayas depositado una gota de agua,
coloca el cubreobjetos sobre la preparacion y obsérva-
la al microscopio. Observaras las células vegetales
totalmente ocupadas por el pigmento rojo.

A continuacién, con el cuentagotas aflade en un
extremo de la preparacion unas gotas de la soluciéon
concentrada de sal, mientras que en el extremo opues-
to coloca un papel de filtro para que la solucién atra-
viese la preparacién.

Actividades

a) Describe los cambios que tienen lugar en las células.

b) Dibuja las células observadas.

UN MEDIO
HIPOTONICO

UN MEDIO
HIPERTONICO

c) ;Doénde se localiza el cojor rojo?

d) ;Por qué las vacuolas aparecen hinchadas al poner las
células vegetales en agua y mucho mas pequefias al
poner dichas células en una solucién salina concentrada?

e) ;Por qué el pigmento rojo se mantiene en el interior de
la vacuola a pesar de que ésta disminuya de volumen,
en vez de difundirse por todo el citoplasma celular?

12




Tema 3 - Los seres vivos y la energia

I Il. DETECCION DE ALMIDON EN LAS HOJAS DE UNA PLANTA VERDE

Las hojas de una planta verde del jardin o de una
maceta realizan la fotosintesis y fabrican glucosa. En
dichas hojas, la glucosa formada mediante la fotosin-
tesis se utiliza enseqguida para formar almidén. Por
tanto, la presencia de almidén en una hoja es una
prueba de que la fotosintesis ha tenido lugar.

Material

Un hornillo eléctrico o un mechero de laboratorio,
vasos de precipitados, placas Petri, pinzas, alcohol y
lugol.

Método

La presencia de almidén se detecta afadiendo
lugol a una hoja para ver si se vuelve azul. Sin embar-
go, la hoja debe ser tratada primero como se indica a
continuacioén:

— Calienta agua hasta ebullicién en un vaso de pre-
cipitado. Deposita la hoja en el agua hirviendo duran-
te unos 30 segundos. Esto mata a las células, desnatu-
raliza las enzimas y reblandece la hoja haciéndola mas
permeable a la solucion de lugol.

— Pon ahora la hoja en otro vaso de precipitado con
alcohol y dejalo al bafio maria. El alcohol extrae la clo-
rofila de la hoja y la decolora por lo que la tinciéon con
la solucion de lugol se vera mas facilmente.

Alcohol

— Por ultimo, pon la hoja decolorada en una placa
Petri y cubrela con la solucién de lugol durante 5 min.
Las partes que contengan almidén se volveran azules
muy oscuras; las partes sin almidén se teiiran de ama-
rillo por el iodo de la solucién de lugol.

Actividades

a) ;Qué quiere decir que la reaccion del almidén con el
lugol es especifica?

b) Recoge de una planta una hoja a primera hora de la
mafana y otra por la tarde. Detecta la presencia de
almidén en las dos hojas y si hay diferencias de colora-
cion entre ellas explica a qué pueden deberse.

¢) Indica en qué partes de una planta se almacena el
almidoén.
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Investigaciones 3

ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE CONDICIONAN LA

FOTOSINTESIS

Para realizar la investigacién debes plantear una
prueba control en la que no modifiques ninguno de los
factores que intervienen en el proceso y luego en cada
experimento debes modificar sélo un factor. El factor
que modifica el experimentador se denomina variable
independiente. Aquellos factores que cambian en fun-
cion de ésta se denominan variables dependientes.

A continuacién, te damos unos datos sobre el pro-
ceso de fotosintesis en las hojas para que a partir de
ellos realices tus experiencias:

1. Se sabe que si se cubre con un papel de estafio
una hoja durante varios dias (3 6 4) y se le aplica la
prueba de deteccién de almidoén es resultado es nega-
tivo (no se vuelve de color azul oscuro).

Sugerencias para la investigacion

Puedes tapar Unicamente una parte de la hoja. Otra
prueba puede ser cubrir parte de la hoja con un negativo
fotografico y el resto con papel de estafo.

2. Se dice que si a una hoja variegada (tiene zonas
blancas) de yedra o geranio se le aplica la prueba de
deteccién de almidoén, las partes que eran verdes se
vuelven azules (dan positivo) mientras que las partes
blancas no.

Disefia una experiencia que te permita confirmar
los hechos anteriores y emite una hipétesis explicativa.
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3. Se sabe que si se introduce una hoja en una bolsa
transparente conteniendo KOH (absorbe el CO, del
aire), al hacer la prueba de deteccion de almidén el
resultado es negativo.

bolsa de plastico

KOH

Actividades

a) ;Por qué no se debe modificar mas de un factor en un
experimento?

b) ;Qué ocurre con el almidon de las hojas cuando éstas
estan en la oscuridad? Razdnalo.

c¢) Elabora un informe sobre tu investigacion.

Puedes estructurarlo en los siguientes apartados: pro-
blema a investigar e hipétesis de trabajo, disefio (mate-
rial utilizado y métodos), resultados obtenidos, discu-
sion y conclusiones.




