PAGE  
	Química Biológica – FCEN UNCuyo
	2019



Curso de Química Biológica
FCEN – 2019
Guías de trabajos prácticos de laboratorio
DOCENTES:
- Berón, Walter




- Carvelli, Lorena








- Duplancic, Andrea 




- Gómez, Laura 




- Hapon, Belén




- Llaver, Mauricio




- Molina, María Teresa





- Sartor, Tirso




- Sosa, Miguel 
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
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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%. 

TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO Nº 4
Tema: Análisis de glúcidos
Objetivos:

· Identificar  tipos de azúcares presente en distintas soluciones problema, aplicando reacciones que reconocen determinadas propiedades de los azúcares.

· Analizar el efecto de la hidrólisis ácida y enzimática de azúcares complejos y correlacionarlo con el proceso bioquímico de la digestión.

· Determinar la presencia de hidratos de carbono en muestras biológicas por métodos enzimáticos y correlacionar sus valores con el metabolismo de los hidratos de carbono en el ser humano.

Introducción

Los carbohidratos están ampliamente distribuidos en vegetales y animales, donde desempeñan funciones estructurales y metabólicas. En los vegetales, la glucosa es sintetizada por fotosíntesis a partir de dióxido de carbono y agua, y se almacena como almidón o es convertida a celulosa para formar parte de la estructura de soporte vegetal. En los animales, los carbohidratos pueden sintetizarse a partir de lípidos y proteínas, pero la mayor fuente deriva de los vegetales dietarios. En los animales el azúcar más importante es la glucosa que proviene de la dieta y pasa al torrente sanguíneo en forma de glucosa o es convertida en glucógeno en los tejidos y se almacena como reserva en el organismo. Los azúcares también pueden convertirse en ribosa para formar los ácidos nucleicos o en galactosa para formar parte de los componentes de la leche. Pueden formar moléculas más complejas combinadas con lípidos o proteínas. Las alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos pueden derivan en enfermedades tales como la diabetes sacarina, la galactosemia o enfermedades por almacenaje de glucógeno e intolerancia a la leche.

La característica química principal de los hidratos de carbono es la presencia de un grupo carbonilo (aldehído o cetona) y de varios grupos hidroxilo.

Determinación de diferentes tipos de azúcares

Monoscaráridos. Una propiedad aprovechada para la identificación de azúcares es su poder reductor. El grupo carbonilo de los glúcidos es oxidado a carboxilo por agentes oxidantes suaves, como el catión Cu2+, que se reduce a Cu+ y forma un precipitado rojizo de Cu2O (Figura 1). Éste es el fundamento de la reacción de Fehling, que se hace en medio básico fuerte (NaOH), y requiere la presencia del tartrato como estabilizador del Cu2+ (con el que forma un complejo, Figura 2), de lo contrario se formaría Cu(OH)2 que es insoluble.

El grupo reaccionante es el aldehído de la aldosa. Sin embargo, las cetosas en condiciones básicas se tautomerizan a aldosas, debido a un equilibrio ceto-enol catalizado por el medio básico. En el caso de la fructosa, esta se isomeriza a Glucosa y Manosa según lo observado en la Figura 3.

[image: image3.png]


Figura 1: Oxidación del Aldehído.

Figura 2: Complejo Tartrato-Cobre.
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Figura 3: Equilibrio ceto-enol para la Fructosa en medio básico.
Disacáridos. Una de las dos formas de la unión de dos monosacáridos para formar un disacárido es mediante un enlace dicarbonílico (enlace glicosídico). Los disacáridos pueden tener características reductoras o no. Sonr reductores cuando el carbono anomérico de alguno de sus componentes (monosacátidos) no está implicado en el enlace glicosídico. . Si ese enlace se establece entre los carbonos anoméricos de los dos monosacáridos, el disacárido resultante pierde su poder reductor, como ocurre con la sacarosa.  Por ejemplo, en presencia del ácido clorhídrico (HCl) y altas temperaturas, la sacarosa se hidroliza descomponiéndose en los dos monosacáridos que la forman: glucosa y fructosa los cuales si tienen poder reductor

Polisacáridos. El almidón es un polisacárido de reserva en células vegetales. Para reconocerlo se utiliza la solución del Lugol (yodo y yoduro potásico en medio ácido). Al añadir tal solución el almidón adquiere una coloración oscura, azul-violeta. Esta coloración no se debe a una reacción química sino a que el Lugol se adsorbe a la superficie del almidón, de modo que si calentamos la mezcla Lugol-almidón, éstos se separan y la coloración desaparece. En nuestro organismo, el almidón se hidroliza por la amilasa salival, liberando amilosa y amilopeptina. Si la hidrólisis prosigue se van liberando oligosacáridos que contienen glucosa y finalmente glucosas libres y así la coloración azul-violeta del almidón va desapareciendo.

Actividad N˚ 1

Materiales:
-Glucosa 5%

-Sacarosa 5%

-Lactosa 5% 

-Leche 

-Almidón

-Ácido clorhídrico al 10%

-NaOH al 10%

-Solución de Fehling
-Gradillas 

-Tubos de ensayo

-Baño termostático.

A- Identificación de poder reductor de distintos azúcares.

Procedimiento: 
- Colocar en diferentes tubos de ensayo las soluciones problema indicadas en la tabla.

-Agregar en cada tubo 0,1ml de Rvo. De Fehling. 

-Incubar las muestras en un baño termostático a 70-80 ºC por aproximadamente 2 minutos. 

-Observar y registrar el color obtenido.

	Tubo
	Solución problema


	Vol.
	Rvo. Fehling
	Calor

70-80 ºC
	Color

	1
	Glucosa 5%
	1ml
	0,1ml
	2 min.
	

	2
	Lactosa 5%
	
	
	
	

	3
	Sacarosa 5%
	
	
	
	

	4
	Leche
	
	
	
	

	5
	Almidón
	
	
	
	


B- Hidrólisis ácida de disacáridos

En la actividad 1A se observará que en algunos de los tubos, la reacción de Fehling da negativa. Basándonos en estos resultados, se someterán estas muestras a hidrólisis ácida con el fin de liberar monosacáridos reductores. 

Procedimiento: 
-Agregar 1 ml de cada muestra negativa en el punto 1-A en diferentes tubos de ensayo.

-Agregar 0,5 ml de ácido clorhídrico 1 molar a cada una.

-Llevar a baño termostático a 70-80 ºC por unos 5 minutos.

-Enfriar y agregar 0,5ml de hidróxido de sodio 1 molar.

-Agregar 0,2 ml de reactivo de Fehling.

-Llevar nuevamente a baño termostático 70-80º C durante 2 minutos

-Observar y registrar el color obtenido.

	Tubo
	Solución problema


	Vol.

Muestra
	HCl 1M
	Calor

70-80 ºC
	NaOH 1M
	Rvo. Fehling
	Calor

70-80 ºC
	Color

	1
	................
	1ml
	0,5ml
	5 min.
	0,5ml
	0,2ml
	
	

	2
	.................
	
	
	
	
	
	2 min.
	

	3
	................
	
	
	
	
	
	
	


Actividad N˚ 2

Reconocimiento e hidrólisis enzimática de polisacáridos

Materiales:
-Solución de almidón

-Solución de Lugol

-Reactivo de Fehling

-Sol. lactosa 1 mM

-Sol. glucosa 1 mM

-Leche diluida

-Buffer citrato pH 5

-Buffer citrato pH5 + -galactosidasa

-Kit para determinación de glucemia (Reactivo de trabajo)

-Espectrofotómetro

-Tubos de ensayo

-Cuentagotas y pipetas
-Baño termostático

-Gradillas
A- Actividad de amilasa salival sobre almidón

Con el fin de demostrar que la actividad enzimática de la amilasa salival produce glucosa a partir del almidón, realizaremos el siguiente ensayo.

Procedimiento:

-Recolectar en un tubo de ensayo una muestra de saliva (aprox. 1-2ml), centrifugar a 1200 rpm y posteriormente, reservar el tubo en hielo.

-En 4 tubos de ensayo agregue 2ml de solución de almidón (parte del almidón estará insoluble, como un sólido fino que decanta lentamente, agite antes de cada pipeteo).

-Llevar la gradilla a un baño termostático a 37 ºC.

-Agregar las cantidades indicadas en la tabla de la muestra de saliva.

-Incubar por 20 minutos a 37 ºC.

-En los tubos 1 y 2 realizar la reacción de Fehling como se indica en la actividad 1A.

-En los tubos 3 y 4 agregar Lugol según lo indicado en la tabla.

	Tubo
	Almidón
	Saliva
	Calor

37 ºC
	Fehling
	Calor

70-80 ºC
	Lugol 
	Color

	1
	2ml


	--------
	20 min.
	0,2ml
	5 min.
	--------
	

	2
	
	0,2ml
	
	0,2ml
	5 min.
	--------
	

	3
	
	--------
	
	-------
	------
	0,1ml
	

	4
	
	0,2ml
	
	-------
	------
	0,1ml
	


B- Hidrólisis de lactosa por -Galactosidasa. 

La hidrólisis de algunos disacáridos, como la lactosa (que es la principal fuente de hidratos de carbono de la leche), se realiza en el intestino. Esta hidrólisis es mediada por la enzima -Galactosidasa. Para comprobar este fenómeno realizaremos la hidrólisis enzimática de una muestra de leche con -galactosidasa y posteriormente determinaremos por un método enzimático la presencia de glucosa en la solución (Método de Kuhn y Lowenstein: fundamento descripto en la actividad N˚ 3).

	Tubo
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Sol. lactosa 1 mM
	100 l
	100 l
	
	
	
	


	Sol. glucosa 1 mM
	
	
	100 l
	100 l
	
	

	Leche diluida
	
	
	
	
	100 l
	100 l

	Buffer citrato
	100 l
	
	100 l
	
	100 l
	

	Buffer citrato + -galactosidasa
	
	100 l
	
	100 l
	
	100 l

	Incubar a 37˚C durante 90 min



	Reactivo de trabajo para determinación de glucosa
	1ml
	1ml
	1ml
	1ml
	1ml
	1ml

	Incubar 10 min en baño de agua a 37˚C. Luego leer en espectrofotómetro a 505 nm o en fotocolorímetro con filtro verde a 490-530 nm llevando el aparato a 0 con el blanco


Cálculo de los resultados:

Glucosa (M) = absorbancia de la muestra x (1M/absorbancia del estándar de glucosa)

Actividad N˚ 3

Materiales

-Tubos de Kahn

-Micropipetas 

-Kit enzimático para determinación de glucosa sérica

-Muestras de suero humano

-Espectrofotómetro

-Cubeta espectrofotométrica 

-Baño de agua a 37 ˚C

-Reloj o timer

Metabolismo de los hidratos de carbono

El conocimiento del metabolismo de los hidratos de carbono es muy importante en todo individuo, ya que al detectar anormalidades en el mismo nos dará la idea de las alteraciones hormonales implicadas.

Determinación de Glucemia (Glucosa sérica)
La determinación de glucemia se puede realizar en ayunas por los métodos clásicos de laboratorio. En nuestro caso utilizamos el método de la glucosa oxidasa.
Fundamento del método de la glucosa oxidasa (Método de Kuhn y Lowenstein):

El esquema de reacción es el siguiente:

Glucosa + O2 + H2O

Glucosa oxidasa

   ácido glucónico + H2O2


2 H2O2  + 4-Aminofenazona + fenol   peroxidasa
    quinona coloreada + 4 H2O

Curva de tolerancia a la glucosa:

Una prueba importante es la de sobrecarga o tolerancia oral a la glucosa, que permite determinar indirectamente la funcionalidad del páncreas. Esta prueba se indica en pacientes con antecedentes de hiperglucemia, con signos diabéticos y con determinaciones de glucemia normal, o también, con antecedentes hereditarios de diabetes, etc.

Procedimiento:
La extracción de muestras séricas la realizarán los docentes el día anterior siguiendo el protocolo detallado a continuación:

-Se extrae en ayunas una muestra de sangre venosa y se separa el suero.

-Se administra al paciente 75 g de nutrosa en 250 cc de agua.

-Se obtienen muestras de sangre y los correspondientes sueros a los 60, 120 y 180 min de haber ingerido el azúcar.

-Se realiza el pipeteo de las muestras y reactivos según la tabla adjunta.

	Tubo
	Blanco
	Estándar
	Muestra

 0 min
	Muestra

  60 min
	Muestra 120 min
	Muestra 180 min

	Estándar 1g/L
	-
	10 l
	-
	-
	-
	-

	Muestra
	-
	-
	10 l
	10 l
	10 l
	10 l

	Solución de trabajo
	1ml
	1 ml
	1 ml
	1 ml
	1 ml
	1ml

	Incubar 10 min en baño de agua a 37˚C. Luego leer en espectrofotómetro a 505 nm o en fotocolorímetro con filtro verde a 490-530 nm llevando el aparato a 0 con el blanco


Cálculo de los resultados

Glucosa (g/L)= absorbancia de la muestra x (1g/L/absorbancia del estándar)

Registre y grafique los valores obtenidos como glucemia vs tiempo. Explique.
Valores límites de referencia
Ayuno: 70-110 mg/dL

60 min: 190 mg/dL

120 min: 165 mg/dL

180 min: 145 mg/dL
TRABAJO PRÁCTICO DE LABORATORIO Nº 5
Tema: Métodos de separación y análisis de lípidos a partir de muestras biológicas
1- ACTIVIDAD N° 1.
Análisis de lípidos mediante cromatografía en capa fina (TLC)

El término cromatografía se refiere de forma general a procedimientos de separación de componentes de una muestra por distribución entre dos fases, una estacionaria y otra móvil. La cromatografía en capa fina utiliza como fase estacionaria a una capa delgada de adsorbentes finamente divididos, que se sostiene sobre una placa de vidrio o aluminio. Los adsorbentes de utilización más frecuentes son alúmina, gel de sílice y celulosa. La cromatografía en capa fina se utiliza para el análisis de vitaminas, ácidos grasos, aminoácidos, colesteroles, plaguicidas, lípidos, tintas, azúcares, etc.

Fundamento del método: la técnica cromatográfica se basa en colocar pequeñas cantidades de la muestra en una placa (fase estacionaria) que se sitúa en una cubeta con un disolvente adecuado (fase móvil) que asciende por acción capilar. Los componentes de la muestra se separan al desplazarse por la placa a distinta velocidad, en función de su solubilidad en el disolvente y del grado de retención de los adsorbentes de la placa.

Material:

- Placas para cromatografía en capa fina de aluminio con recubrimiento de gel de sílice.

- Cuba cromatográfica.

- Frasco revelador.

- Vaso de precipitación de 10-20 ml

- Capilares para sembrar la placa

- Pinza de madera

- Probeta

- Pipeta

Reactivos:

- Solución de lípidos extraídos por la técnica de Folch a partir de hígado

- Disolvente para desarrollar hexano/éter etílico/ac.acético 80:20:1 (se prepara en el momento)
- Cristales de iodo

- Testigo de colesterol

- Testigo de triglicéridos

Precaución: manejar todo el material y realizar todo el procedimiento con guantes para evitar la contaminación de las placas.

Procedimiento:

En una placa de 4x5 cm. aproximadamente, se marca sobre un borde la línea de referencia a 2 cm. del extremo inferior de la placa donde se sembrarán (10 uL aproximadamente) en las siguientes posiciones:

-1 Testigo de colesterol

-2 Testigo de triglicéridos

-3 Muestra problema

Los puntos de siembra deben estar separados aproximadamente 1 cm. entre sí. La placa se coloca en una cubeta para su desarrollo con el disolvente, del que se añade un volumen suficiente para que cubra 1 cm. de la placa (Fig. a). Se deja subir el disolvente hasta que alcance 1 cm. del extremo superior de la placa. Inmediatamente se saca la placa de la cuba y se marca con un lápiz la línea hasta donde llego el disolvente. La placa se deja secar al aire. Posteriormente se calienta a fuego directo un vaso de precipitación con cristales de Iodo hasta que desprenda vapores. Se coloca dentro de un envase de vidrio hermético en el cual también se coloca la placa cromatográfica hasta visualizar las bandas de las distintas fracciones de lípidos reveladas por los vapores de Iodo (Fig. b)

2- ACTIVIDAD N° 2.
Método enzimático para la determinación de colesterol en suero.
El colesterol es uno de los factores contribuyentes a la formación de ateromas dado que las complicaciones arterioscleróticas prevalecen en individuos hipercolesterolémicos. Estudios epidemiológicos demuestran que el riesgo de contraer enfermedad cardiaca coronaria para individuos de mas de 40 años con colesteolemia menor a 2,1 g/L es 3 veces menor que entre individuos con mas de 2,3 g/L y 6 veces menor que entre individuos con mas de 2,6 g/L.

Fundamento del método:

ésteres de colesterol

lipasa


colesterol + ac. grasos

colesterol  + O2  
colesterol oxidasa

colesten-3-ona +H2O2
 H2O2+ 4-AF + fenol  
peroxidasa

quinona coloreada +H2O

Material y equipos:

Espectrofotómetro

Cubetas espectrofotométricas

Baño de agua a 37˚C

Timer

Micropipetas

Pipetas

Probeta

Frasco de vidrio color caramelo

Tubos de vidrio
Reactivos:
Muestra a utilizar: suero
Reactivo de trabajo: según el volumen de trabajo se colocan 50 partes de agua destilada, 5 partes de reactivo de 4-AF, 5 partes de reactivo de fenol y llevar a 100 partes con agua destilada. Agregar 2 partes de enzimas previamente homogenizadas. Mezclar por inversión.
Testigo: solución de colesterol de 2g/L
Precaución: los reactivos son para uso “in vitro”. El fenol es tóxico e irritante.
Procedimiento:

En tubos marcados como B (blanco), S (standard) y D (desconocido), colocar: 

	TUBO
	B
	S
	D1
	D2

	Standard
	
	10 l
	
	

	Muestra
	
	
	10 l
	10 l

	Reactivo de trabajo
	1 ml
	1ml
	1 ml
	1 ml

	Incubar 15 min. en baño de agua a 37˚C o 30 min. a temperatura ambiente 25˚C

	Leer en espectrofotómetro a 505 nm, llevando a cero con el blanco


Cálculo de los resultados:

Colesterol (g/L) =       Absorbancia de la muestra x

2,00 g/L








Absorbancia del testigo

3- ACTIVIDAD N° 3.
Método enzimático para la determinación de triglicéridos en leche:

La leche es un fluido biológico complejo que esta constituido principalmente por lípidos, carbohidratos, proteínas y sales. La composición lipídica varia entre las distintas especies pero también depende de factores tales como la dieta y la etapa de la lactancia. La concentración de lípidos en la leche puede variar desde 4 hasta 50 g/L dependiendo de la especie. La principal clase de lípidos que existe en la leche son los triglicéridos (98% aproximadamente) y estos son acompañados por pequeñas proporciones de mono y di-glicéridos, colesterol, ac. grasos libres y fosfolípidos. Por lo tanto los TG son los lípidos más importantes, y al menos en el humano contribuyen con el 40-50% del contenido energético total de la leche.

Fundamento del método:

lipoprotein lipasa
triglicéridos





glicerol + ac. grasos

glicerol quinasa
glicerol  + ATP




glicerol-1-P+ ADP
glicerol-1-P + O2                   glicerol fosfato oxidasa
H2O2+ dihidroxiacetonafosfato

peroxidasa
2 H2O2+ 4-AF + clorofenol




quinonimina roja +H2O

Material:
-Espectrofotómetro

-Cubetas espectrofotométricas

-Baño de agua a 37˚C

-Timer

-Micropipetas

-Pipetas

-Tubos de vidrio

Reactivos:
- Muestra: leche humana, de rata y de vaca.
- Solución fisiológica

- Reactivo de Trabajo: según el volumen de trabajo reconstituir con 20 mL de buffer Good con clorofenol, pH 7,5, un vial conteniendo lipoproteinlipasa, glicerolquinasa, glicerol fosfato oxidasa, peroxidasa, ATP y 4- aminofenazona (4-AF) y mezclar por inversión.

- Testigo: solución de glicerol 2,26 mmol/L (equivale a 2g/L de trioleína)

Procedimiento: 

Realizar una dilución de la leche de 1: 20 y 1: 40 con solución fisiológica

En tubos marcados como B (blanco), S (standard) y D (desconocido), colocar: 

	TUBO
	B
	S
	D1:20
	D1:40

	Standard
	
	10 l
	
	

	Muestra
	
	
	10 l
	10 l

	Reactivo de trabajo
	1 ml
	1 ml
	1 ml
	1 ml

	Incubar 5 min. en baño de agua a 37˚C o 20 min. a temperatura ambiente 25˚C

	Leer en espectrofotómetro a 505 nm, llevando a cero con agua destilada


Cálculo de los resultados:
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TRABAJO PRACTICO DE LABORATORIO N° 6

Tema: Actividad respiratoria de mitocondrias

Introducción
La actividad mitocondrial está íntimamente relacionada con el metabolismo de los glúcidos, los lípidos y las proteínas. El metabolismo de los glúcidos y las proteínas convergen en el ácido pirúvico el cuál ingresa a la matriz mitocondrial por un transportador específico e ingresa al ciclo de Krebs transformado en acetil co-A. Los dos nexos entre el ciclo de Krebs y la cadena respiratoria son NADH y FADH2 que ceden sus electrones y protones a los transportadores que forman los cuatro complejos de la cadena respiratoria y teniendo como aceptor final el oxígeno.  En el transcurso, varios protones son bombeados al exterior de la matriz, generando una diferencia de potencial y de pH entre ambos lados de la membrana interna. Esos protones activan una bomba que los retorna a la matriz en un proceso acoplado a la síntesis de ATP (fosforilación oxidativa). Según el modelo propuesto por Mitchell la fosforilación oxidativa y la cadena respiratoria son dos procesos acoplados cuyo nexo es un gradiente electroquímico. Una parte de la energía de los alimentos es finalmente transformada en ATP en las mitocondrias, otra parte es aprovechada para impulsar transporte de metabolitos e iones a través de membranas. Finalmente, parte de la energía se convierte en calor.

El funcionamiento de las mitocondrias ha sido explicado por el efecto que producen algunas drogas sobre el consumo de oxígeno y/o la fosforilación oxidativa. Algunas drogas afectan cada uno de los complejos, mientras que hay otras que inactivan la bomba protónica (Fo-F1). Cuando una droga afecta el complejo I es posible reactivar el funcionamiento mitocondrial con metabolitos que transportan sus electrones directamente desde el complejo II (es el caso de la succinato deshidrogenasa que a través de FADH2 entrega sus electrones a la coenzima Q). Así también hay metabolitos que pueden entregar sus electrones al complejo III.  

Cuando la relación ADP/ATP en la célula es menor que 1/10 la mitocondria disminuye su actividad y el equilibrio se desplaza hacia el consumo de ATP, y si es mayor la mitocondria se estimula y el equilibrio se desplaza hacia la síntesis de ATP. Estos nucleótidos se intercambian a través de la membrana interna por medio de transportador del tipo antiporter, de modo que una droga que inhiba este transportador afecta la actividad mitocondrial. La actividad respiratoria de las mitocondrias puede ser estimada por el consumo de oxígeno (que se mide con oxígrafos) o también midiendo la actividad oxidativa o reductora de algunas enzimas (e.g. succinato deshidrogenasa).  

Objetivos: Estudiar la actividad de una enzima integrante de la cadena respiratoria en mitocondrias de hígado de rata e interpretar el efecto de algunas drogas. 

Análisis de la actividad respiratoria de las mitocondrias en hígado de rata
Fundamento: Se detectará la actividad de la enzima succinato deshidrogenasa (marcador mitocondrial) mediante el reactivo trifeniltetrazolium (TFT) cuyo viraje del incoloro al rojo pondrá en evidencia la actividad reductora de esta enzima. Este dato será tomado como índice de la actividad respiratoria de las mitocondrias.

​​Material:
- Baño termostático a 37(C



- Centrífuga de mesa.



- Homogeneizador de vidrio con pistón de teflón.



- Tubos de Kahn.



- Tubos de centrífuga



- Forceps



- Gradilla para tubos de Kahn

Reactivos: 
- Buffer PBS: 10 mM K2HPO4 (pH 7.2), conteniendo 0.15 M de NaCl



- Solución TFT: 2 mg de TFT/ml en PBS



- Solución de Piruvato de Sodio: 2mg/ml en PBS



- Soluciones stock: 
0.4 M    ATP (en PBS)






0.4 M   ADP (en PBS)






10 % azida sódica






20 mM Acetato de sodio (pH=7.8)






10%  Ácido acético





2 mM Vanadato de sodio  






10 mM Oligomicina






2 mg/ml Malonato de Sodio






10 mM Antimicina A

Procedimiento: 

· Homogeneización de tejido: Sacrificar una rata adulta y extraer el hígado. Pesar 2.5 gr y homogeneizarlo con 5 ml de buffer H (PBS conteniendo 0.005 % PMSF) en el homogeneizador, manteniendo las muestras refrigeradas con hielo. Centrifugar el homogenato a 2000 rpm durante 5 minutos (para sedimentar la fracción nuclear).  Extraer cuidadosamente el sobrenadante (contiene mitocondrias, lisosomas, membranas del sistema de endomembranas y citosol). 
· Ensayo de actividad mitocondria: Numerar los tubos de Kahn.  Colocar todos los tubos EN HIELO y agregarles los reactivos según el siguiente protocolo (todos los volúmenes expresados en microlitros):

	Tubo
	       AGENTE ((l)
	PBS
	PIRUVATO
	SOBRENADANTE (*)
	TFT

	1
	   -----
	 900
	----
	100
	---

	2
	  ------
	   850
	----
	100
	50

	3
	  --------
	   800
	50
	100
	50

	4
	ADP (20)
	   780
	50
	100
	50

	5
	ADP (40)
	   760
	50
	100
	50

	6
	ADP (20) + ATP (20)
	   760
	50
	100
	50

	7
	ATP (20)
	   780
	50
	100
	50

	8
	ATP (40)
	760
	50
	100
	50

	9
	Acetato de sodio (40)
	   760
	50
	100
	50

	10
	Ac. Acético (10)
	790
	50 
	100
	50

	11
	Oligomicina (20)
	780
	50
	100
	50

	12
	Vanadato de sodio (20)
	780
	50
	100
	50

	13
	 Antimicina A (20)
	780
	50
	100
	50

	14
	Malonato de sodio (50)
	750
	50
	100
	50

	15
	ADP (40) + Azida sódica (30)
	   730
	50
	100
	50

	16
	ADP (20)  
	780
	50
	100
	50


Transferir los tubos, con excepción del TUBO 16, al baño termostático a 37 C. Incubar como mínimo durante 15 minutos hasta la aparición del color rojo. Compare la intensidad del color entre los tubos e interprete los resultados.  

Centrifugar los tubos, tomar 200 microlitros del sobrenadante y llevarlos a 1 ml con PBS.  Leer en espectrofotómetro a 460 nm (*) Preincubar las mezclas durante 5 min a 37(C, antes de agregar el TFT.

CONCLUSIONES: Explique en pocas palabras la acción de cada droga.
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Triglicéridos (g/L) =





2,00 g/L Absorbancia del testigo
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x





x
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