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TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO Nº 1
Tema: Técnicas de Laboratorio.

Objetivos:
1- Mostrar los equipos y técnicas comúnmente utilizados en laboratorio para la separación y análisis de muestras biológicas. 

2- Interpretar los resultados de la centrifugación de muestras biológicas (sangre humana obtenida con o sin anticoagulantes). Operar y controlar micropipetas.
3- Tomar conocimiento sobre las normas de Bioseguridad 

Actividad Nº 1: 
A) Se enseñará a los alumnos a manejar correctamente el material de laboratorio, sobre las precauciones y cuidados que se debe tener.  Esta actividad incluye: 
Práctica en el manejo de balanza analítica y micropipetas:  

a- se enseñará el manejo de una balanza analítica.

b- se realizará la tara de recipientes plásticos en la balanza.
c- se enseñará el manejo de diferentes micropipetas. 

d- se agregará en diferentes recipientes, utilizando una micropipeta de 1 ml, los siguientes volúmenes de agua destilada: 150, 250, 500, 750 o 1000 µl y se determinará el peso. 
e- se graficará el peso neto de la muestra vs los volúmenes medidos. 

f- se repetirán los pasos de b a e midiendo los siguientes volúmenes: 25, 50, 100, 150 y 200 µl de agua utilizando una micropipeta de 200 µl. 

Sabiendo que la densidad del agua es 1, de este modo se determinará si la micropipeta está bien calibrada. 
Actividad Nº 2
A) Se explicarán las siguientes técnicas:              

· Técnicas de separación de moléculas y/o partículas por centrifugación:

· Se mostrará el funcionamiento de diferentes centrífugas (preparativas y ultracentrífugas).

· Se discutirán los fundamentos y usos de estas metodologías, como así también las ventajas y desventajas de los diversos métodos de centrifugación (Diferencial y en gradiente de densidad). 

· Técnicas de separación de macromoléculas por electroforesis. 

· Se discutirán los fundamentos de las técnicas

· Se hará mostración de los equipos utilizados para este método. 

· Técnicas de separación por cromatografías en columnas. 

· Se discutirá sobre los distintos tipos de cromatografía, útiles para el trabajo de   laboratorio.

· Se mostrará el equipamiento necesario para estos métodos de purificación y análisis. 

B) Se realizará el método de centrifugación para la separación de muestras biológicas.

La centrifugación es un método que utiliza la propiedad de sedimentación de partículas con base en la masa de las moléculas para separación de partículas de una solución. Existen dos métodos de centrifugación preparativa, la centrifugación diferencial y la centrifugación en gradiente de densidad. 

Centrifugación diferencial: en este método el tubo de centrífuga se llena con una mezcla uniforme problema. Tras la centrifugación se obtienen dos fracciones; un pellet que contiene el material sedimentado y un sobrenadante, con el material no sedimentado. El método es bastante inespecífico y a priori no se puede conocer si la partícula buscada quedará en el sobrenadante, en el pellet o repartido entre ambos. 

A continuación, realizaremos la siguiente parte práctica para separar elementos figurados de la sangre por centrifugación.
Materiales:
- 5 ml de sangre humana heparinizada.
- Capilares para microhematocrito
- Mechero Bunsen

- Microcentrífuga para microhematocrito. 
Procedimiento: 
El docente realizará los primeros tres pasos: 


a- Llenar 4 capilares de microhematocrito con la muestra de sangre extraída. 
b- Sellar los extremos de los capilares bajo la llama del mechero.
c- Centrifugar a 3000 rpm durante 10 minutos en la microcentrífuga.
d- Determinar el valor de hematocrito, midiendo la relación de longitud entre la columna de elementos figurados y la columna de líquido total. 
e- Reconocer las capas que se forman.  

f- determinar la media de las cuatro mediciones. Comparar con valores estándares.   

TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO Nº 2

Tema: Análisis de Proteínas
Objetivos:  

1 -  Cuantificar proteínas de mezclas biológicas por un método colorimétrico. 

2 – Analizar proteínas por un método electroforético y estimar los pesos moleculares. 

Al término de la práctica, el alumno ha de ser capaz de:
· Conocer los principales métodos de valoración de proteínas. 

· Recordar las leyes básicas de absorción de luz para la determinación cuantitativa de compuestos coloreados. 

· Definir los componentes de un espectrofotómetro, que permita comprender el manejo del mismo. 

· Construir una recta de calibración con albúmina bovina, como proteína patrón, para el método de Lowry. 

· Discutir los conceptos de linealidad, sensibilidad, límite de detección y rango del método usado. 
Fundamentos del método: 
Existen diversos métodos que permiten cuantificar la concentración de proteínas en muestras biológicas, basados en las propiedades de las proteínas en solución. 

Los métodos más usuales son:         

                                                        -    Reacción de Biuret 
· Método de Lowry

· Método de Bradford

· Método del ácido Bicincónico

· Absorción de luz UV

· Métodos inmunológicos. 

Actividad Nº 1

Cuantificación de proteínas por el método de Lowry.   
Fundamento del método:
Si una solución fuertemente alcalina de sulfato cúprico (CuSO4) se añade a una solución de proteína se forma un COMPLEJO entre el ión cúprico y los enlaces peptídicos, con aparición de un color violeta-púrpura.

Para aumentar la sensibilidad de ésta reacción, el complejo proteína-Cu2+ se hace reaccionar con el reactivo fenólico de Folin-Ciocalteus, dando una coloración azul, con un máximo de absorción de 650 nm. Esta reacción es una reducción del reactivo, por medio de los residuos tirosilos, triptofanos y menor grado cisteínas de las proteínas.  Esta es la base del método de Lowry y el rango de sensibilidad es de 0,1-1 mg/ml. 
                            Complejo                                         Complejo    

                         Proteína- Cu2+ 


    Proteína – Cu2+



       Aa Reducido


       Aa Oxidado



                            Folin Oxidado                                      Folin Reducido  

Parte Práctica: Curva de calibración con Albúmina

A)  Se prepara una solución stock de albúmina bovina de 1 mg/ml en agua destilada. Se toman 8 tubos de Kahn y se los numera.  A cada tubo se le agregan los reactivos siguiendo el protocolo:

	Nº de Tubo
	Albúmina patrón
(μl)
	Agua destilada
(μl)

	1
	0
	100

	2
	5
	95

	3
	10
	90

	4
	20
	80

	5
	40
	60

	6
	60
	40

	7
	80
	20

	8
	100
	0


A cada tubo se le agrega 1 ml del reactivo alcalino (Cúprico) y se deja reposar 10 min a temperatura ambiente y oscuridad. Agregar 0.1 ml de Folin a cada tubo, agitar suavemente en Vortex y dejar reposar 30 minutos a temperatura ambiente. 

Llevar a 0 (cero) el espectrofotómetro con el tubo Nº 1 y leer cada muestra a 500 nm. 

Graficar las absorbancias leídas vs.  Concentración de albúmina.  

B) Medición de proteínas de una muestra biológica.  

Muestra biológica: suero humano, leche, homogenato celular.  Como en A) se numerarán tubos de Kahn y se harán las mezclas correspondientes de la siguiente manera;

	Nº de Tubo
	Muestra
	Volumen
(μl)
	Agua destilada

(μl)

	1
	0
	0
	100

	2
	Suero (1/10)
	5
	95

	3
	Suero (1/10)
	10
	90

	4
	Leche
	5
	95

	5
	Leche
	10
	90

	6
	Homogenato celular
	5
	95

	7
	Homogenato celular
	10
	90


A cada tubo se le agrega 1 ml del reactivo alcalino (Cúprico) y se deja reposar 10 minuntos.  Agregar 0.1 ml de Folin a cada tubo, agitar suvemente en Vortex y dejar reposar 30 minutos. 

Leer en espectrofotómetro como en A) y calcular la concentración de proteínas en cada muestra interpolando el valor de absorbancia en la curva de albúmina.  

Actividad Nº 2
Análisis electroforético de proteínas        

La electroforesis es un método de laboratorio en el que utiliza una corriente eléctrica controlada para separar moléculas según su tamaño y carga eléctrica. Si a una mezcla de moléculas cargadas eléctricamente se la somete a un campo eléctrico, éstas experimentan una fuerza de atracción hacia el polo que posee la carga opuesta (e.g. si están cargadas negativamente migrarán hacia el ánodo o polo positivo).  Además de esta fuerza eléctrica que impulsa a las moléculas en una dirección hay otras dos fuerzas adicionales: una fuerza de fricción que generalmente se opone al desplazamiento de las moléculas y por otro lado el movimiento browniano de las moléculas que poseen energía cinética propia y que impulsa a las moléculas a difundirse. La suma de todas estas fuerzas provoca que las moléculas no migren de un modo homogéneo. 

Para reducir el movimiento de las moléculas se emplean medios que opongan más resistencia a dicho movimiento. Por ello se usan soportes sólidos.  Los soportes más utilizados son; papel (celulosa), almidón, poliacrilamida, agarosa y acetato de celulosa. En el laboratorio utilizaremos los geles de poliacrilamida; se forma por la polimerización de acrilamida por acción de una agente entrecruzador, la bisacrilamida. De este modo se forma un enrejado que deja poros de distintos tamaños según la concentración de estos componentes. 

Parte práctica:  
Preparación de las muestras: Luego de medir la concentración de proteínas por el método de Lowry, se prepararán las muestras en tubos Eppendorf, como sigue: 

	Tubo 1
	25 μg de proteína de suero en 10 μl 
(sino ajustar a ese volumen con agua destilada) 
	10 μl de sample buffer*.

	Tubo 2        
	25 μg de proteína de leche en 10 μl 
(sino ajustar a ese volumen con agua destilada) 
	10 μl de sample buffer*.

	Tubo 3         
	25 μg de proteínas de homogenato celular en 10 μl (sino ajustar a ese volumen con agua destilada) 
	10 μl de sample buffer*.

	Tubo 4       
	15 μg de albúmina bovina en 10 μl 
(sino ajustar a ese volumen con agua destilada) 
	10 μl de sample buffer*.

	Tubo 5           
	5 ug de proteínas de “standard “ de pesos moleculares en 10 μl 
	10 μl de sample buffer*.


Colocar todos los tubos a 95ºC durante 5 minutos. Si la muestra está muy ácida, se pone de color amarillo, se debe neutralizar con una base fuerte (Tris 1 M). 

*Sample buffer x 2: 125 mM Tris/HCl (pH 6.8), 2 % SDS, 10% mercaptoetanol, y 20% glicerol, trazas de azul de bromofenol. 

Soluciones stock para la preparación de geles de acrilamida:  

Solución A: 30% acrilamida (Cuidado! Neurotóxico) + 0.8% bisacrilamida

Solución B: 1.5 M Tris/HCl pH 8.8 + 0.4% SDS (desnaturalizante de proteínas)

Solución C: 10 % persulfato de amonio (APS) (catalizador de la gelificación)

Solución D: TEMED (catalizador rápido de la gelificación)

Solución E: 0.5 M Tris/HCl pH 6.8 + 0.4% SDS

Preparación de un gel al 8% de acrilamida: USAR GUANTES!!!

En un tubo de 15 ml agregar:


- 2.6 ml de solución A

- 2.5 ml de solución B

- 83.3 l de solución C

- 4.82 ml de agua destilada.

Tapar, mezclar bien por inversión y agregar 8.3 μl de solución D.
Añadir la mezcla al dispositivo armador de geles. Dejar gelificar (tomará 20 min)

Preparación de gel de apilamiento (“stacking” gel ). 

En tubo plástico:

· 0.32 ml de solución A

· 0.625 ml de solución   E
· 25 (l de solución

· 1.53 ml de agua destilada
· Tapar, mezclar bien por inversión y agregar 2.5 (l de solución D
Añadir la mezcla sobre el otro gel armado y poner el peine formador de carriles. Dejar gelificar (tomará 20 min)

Electroforesis: luego de sembrar las muestras se colocan los buffers correspondientes y se procede a armar el gel. Conectar los electrodos y hacer correr una corriente de 25 mA por gel. La electroforesis deberá durar aproximadamente 45 minutos. 

Tinción de geles: sacar el gel del dispositivo y sumergirlo en un recipiente conteniendo 10 ml de solución de Azul de Coomasie (0.1% Azul de Coomasie R-250) en metanol (50%) y ácido acético glacial (10%). 

Luego de 1 h (#) de tinción a temperatura ambiente, se procederá al desteñido hasta que se puedan observar las bandas. Secar el gel. 

(#) En la práctica se hará la tinción a mayor temperatura para agilizar el procedimiento. 

ANÁLISIS DE RESULTADOS: luego de secar el gel se hará la comparación entre los patrones proteicos y se determinará los pesos moleculares aparentes de las muestras, graficando el Log Mr (Mr es el peso molecular de cada proteína standard) vs. la distancia de migración relativa de cada proteína standard. 

TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO N° 3

Tema: Análisis de la actividad enzimática
Objetivos:
1- Determinar la actividad enzimática de muestras biológicas por un método colorimétrico.

2- Determinar el efecto de la concentración de enzima, pH y temperatura sobre la actividad enzimática.

3- Analizar por electroforesis la actividad proteolítica de tripsina utilizando albúmina como sustrato. 

Introducción

Las enzimas suelen ser proteínas altamente especializadas que tienen como función la catálisis o regulación de la velocidad de las reacciones químicas que se llevan a cabo en los seres vivos. Las enzimas tienen la particularidad de que cada una cataliza solo una reacción, por lo que existirían tantas enzimas como reacciones, y además no se consumen en el proceso. Los catalizadores no biológicos en cambio son inespecíficos. Las enzimas no reaccionan químicamente con las sustancias sobre las que actúan (que se denominan sustrato), ni alteran el equilibrio de la reacción. Solamente aumentan la velocidad con que estas se producen, actuando como catalizadores. Las velocidades de las reacciones enzimáticas dependen de la concentración de la enzima, de la concentración del sustrato (hasta un límite) y de la temperatura y el pH del medio.

Las enzimas digestivas actúan sobre un sólo tipo de alimento. Cada tipo de enzima trabaja en condiciones muy concretas de acidez. Pepsina pancreática y estomacal degradan proteínas a pH muy ácido, mientras que lipasa pancreática e intestinal degradan lípidos a pH alcalino, etc. De esta forma se obtienen nutrientes elementales (aminoácidos, glucosa, ácidos grasos, etc.) que son asimilados en el intestino y son aprovechados por el organismo. 

En el interior de las células, las enzimas actúan transformando en otras sustancias los nutrientes que llegan a la célula a través de la sangre, como el ácido oxalacético o el pirúvico, que forman parte del metabolismo celular. Las enzimas intracelulares también son las responsables de los procesos de degradación celular, en particular en lisosomas. 

La actividad de enzimas lisosomales se puede determinar utilizando sustratos artificiales adecuados, que por acción enzimática liberan un compuesto coloreado o fluorescente detectable  por métodos espectrofotométricos o espectrofluorométricos, respectivamente. La intensidad de color o de fluorescencia es proporcional a la actividad enzimática. 

1- ACTIVIDAD N° 1.
Estudio del efecto de la concentración de enzima, pH y temperatura sobre la actividad enzimática de la enzima lisosomal N-acetil-(-D glucosaminidasa. 

Fundamentos del método: El método se basa en utilizar un sustrato sintético acoplado a p-dinitrofenol que por acción enzimática es degradado liberando el compuesto de color amarillo a pH alcalino. La cantidad de dinitrofenol liberada, que es proporcional a la actividad enzimática, se cuantifica en un espectrofotómetro a 410 nm.

Materiales
- Muestras: Fracciones subcelulares (ver TPL 1 y 2)

- Sustratos: p-nitrofenil-N-Acetil-(-D-Glucosaminido, 2mg/ml para determinar actividad de N-acetil-(-D glucosaminidasa

- Buffers:
Buffer 1: glicina/HCl 0.1 M


pH: 2.0

Buffer 2: citrato 0.1 M


pH: 4.5

Buffer 3: Tris/HCl 0.1 M


pH: 7.2

Buffer 4: carbonato 0.1 M


pH: 10.6

Buffer 5: carbonato 1 M (stop buffer)
pH: 10.6

- Baño termostático a 37°C

- Baño de hielo

- Baño a 60°C

- Tubos de Kahn

- Tubos Eppendorf de 0.5 ml 
1A- Efecto de la concentración de la enzima sobre la velocidad de reacción

Método 

Rotular los tubos de Kahn como se indica en la siguiente tabla.

Colocar los tubos y mezclar los diferentes reactivos en baño de hielo.
	Tubos
	Buffer 2 (l)
	Muestra

l)
	Sustrato
(l)
	Incubación

a 37°C
	Buffer 5

 (ml)
	Volumen

Final (ml)
	A

	1
	100 
	----
	----
	30 min


	2 
	2.100
	

	2
	100 
	----
	100 
	
	2 
	2.200
	

	3
	100
	10 
	----
	
	2 
	2.110
	

	4
	100 
	100 
	----
	
	2 
	2.200
	

	5
	100  
	10 
	100 
	
	2
	2.210
	

	6
	100 
	30 
	100 
	
	2 
	2.230
	

	7
	100 
	100 
	100 
	
	2 
	2.300
	


Centrifugar 10  min a 3000 rpm a temperatura ambiente.

Leer el color desarrollado en espectrofotómetro a 410 nm

Factor= 60.7nmol/ml

Cálculo: Actividad expresada como nmoles de substrato hidrolizado por unidad de tiempo.

nmol/min =  Absorbancia x Factor x 1000 x Vol. Final (ml) 
                                         T(min)  

Graficar actividad enzimática en función de la concentración de Enzima.

1B- Efecto del pH sobre la velocidad de reacción
Método

Rotular los tubos de Kahn como se indica en la siguiente tabla.

Colocar los tubos y mezclar los diferentes reactivos en baño de hielo.

	Tubos
	Buffer 1
pH 2 (l)
	Muestra

(l)
	Sustrato

(l)
	Incubación


	Buffer 5
 (ml)
	Volumen

Final (ml)
	A

	1
	100 
	----
	----
	30 min

37°C


	1
	2.100
	

	2
	100 
	----
	100 
	
	1 
	2.200
	

	3
	100 
	100 
	----
	
	1 
	2.200
	

	4
	100 
	100 
	100 
	
	1 
	2.300
	

	
	Buffer 2
pH 4.5 (l)
	
	
	
	
	
	

	5
	100 
	----
	----
	
	1 
	2.100
	

	6
	100 
	----
	100 
	
	1 
	2.200
	

	7
	100 
	100 
	----
	
	1 
	2.200
	

	8
	100 
	100 
	100 
	
	1 
	2.300
	

	
	Buffer 3
pH 7.2 (l)
	
	
	
	
	
	

	9
	100 
	----
	----
	
	1 
	2.100
	

	10
	100 
	----
	100 
	
	1 
	2.200
	

	11
	100 
	100 
	----
	
	1 
	2.200
	

	12
	100 
	100 
	100 
	
	1 
	2.300
	

	
	Buffer 4
 pH 10.6 (l)
	
	
	
	
	
	

	13
	100 
	----
	----
	
	1 
	2.100
	

	14
	100 
	----
	100 
	
	1 
	2.200
	

	15
	100 
	100 
	----
	
	1 
	2.200
	

	16
	100 
	100 
	100 
	
	1 
	2.300
	


Leer las muestras en espectrofotómetro a 410 nm y determinar la actividad enzimática.

Graficar actividad enzimática en función del pH de reacción 

1C- Efecto de la temperatura sobre la velocidad de reacción 

Método

Rotular los tubos de Kahn como se indica en la siguiente tabla.

Colocar los tubos y mezclar los diferentes reactivos en baño de hielo.

	Tubos
	Buffer 2
(l)
	Muestra

(l)
	Sustrato

(l)
	Incubación

30 min a
	Buffer 5
(ml)
	Volumen Final
(ml)
	A

	1
	100 
	----
	----
	4°C

(baño de hielo)
	2 
	2.100
	

	2
	100 
	----
	100 
	
	2 
	2.200
	

	3
	100 
	100 
	----
	
	2 
	2.200
	

	4
	100 
	100 
	100 
	
	2 
	2.300
	

	5
	100 
	----
	----
	37°C


	2 
	2.100
	


	6
	100 
	----
	100 
	
	2 
	2.200
	

	7
	100 
	100 
	----
	
	2 
	2.200
	

	8
	100 
	100 
	100 
	
	2 
	2.300
	

	9
	100 
	----
	----
	60°C


	2 
	2.100
	

	10
	100 
	----
	100 
	
	2 
	2.200
	

	11
	100 
	100 
	----
	
	2 
	2.200
	

	12
	100 
	100 
	100 
	
	2 
	2.300
	


Leer las muestras en espectrofotómetro a 410 nm y determinar la actividad enzimática.

Graficar actividad enzimática en función de la temperatura de la reacción 

2- ACTIVIDAD N° 2.

Análisis electroforético de la actividad proteolítica de tripsina utilizando albúmina como sustrato. 

Materiales

- Albúmina sérica bovina (BSA) 10 mg/ml

- Tripsina: 5 mg/ml

- Buffers: PBS

- Baño termostático

- Baño de hielo

- Gel de poliacrilamida al 10 %

- Sample buffer 6X

Método 
Rotular los tubos Eppendorf de 0.5 ml como se indica en la siguiente tabla.

Colocar los tubos y mezclar los diferentes reactivos en baño de hielo.

	Tubos
	PBS 

(l)
	BSA

 (l)
	Tripsina 

(l)
	Inhibidor de Tripsina (l)
	Tiempo de Incubación a 37°C

	1
	170
	10
	20 
	-----
	0 min

	2
	170
	10 
	20 
	-----
	3 min

	3
	170 
	10 
	20 
	-----
	10 min

	4
	170
	10 
	20 
	-----
	30 min

	5
	190
	10
	-----
	-----
	30 min

	6
	160
	10
	20
	10
	30 min

	
	
	
	
	
	Tiempo de Incubación en baño de hielo

	7
	170 
	10
	20 
	-----
	30 min

	8
	190
	10 
	-----
	-----
	30 min


Agregar 4 l de samples buffer 6X a cada tubo. Incubar los tubos a 95ºC durante 5 minutos. Si la muestra está muy ácida, se pone de color amarillo, se debe neutralizar con una base fuerte (Tris 1 M).

Analizar las muestras en un gel de poliacrilamida al 10%. 
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